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Objectius

L’aroma és un factor de qualitat de la majoria dels aliments, ja que en depén, en
gran mesura, que el consumidor accepti o rebutgi el producte. En el vi, i en les
begudes alcoholiques en general, esdevé, pero, un dels factors més importants, ja
que aquests productes no es consumeixen pel seu valor nutritiu, sin6 pel plaer que

en proporciona la degustacio.

L’analisi de 'aroma del vi és una tasca complicada a causa de la gran complexitat
de la seva composicié. Les tecniques cromatografiques amb detectors quimics, ja
siguin universals o especifics, permeten coneixer quins compostos componen la
fraccié volatil del vi i en quines concentracions s’hi troben. Aquesta informaci6, no
obstant aix0, no és suficient quan I’objectiu és determinar quins compostos, d’entre
tots els volatils, contribueixen realment a I'aroma. El perfil aromatic d’'un vi no
queda reflectit amb el perfil cromatografic de la seva fraccié volatil, ja que en
aquest altim hi poden apareixer, per exemple, pics que corresponen a compostos
que no fan olor o, el cas contrari, regions cromatografiques en qué no s’hi detecta
cap pic, perd en les quals, hi elueixen compostos amb gran intensitat aromatica. Es
per aquest motiu que, per poder determinar el perfil aromatic d'un vi, cal recérrer
a la cromatografia de gasos amb deteccié olfactimetrica (GCO), una eina
imprescindible en la caracteritzacié de l'aroma dels aliments que utilitza el nas

huma com a detector cromatografic.

La injecci6 directa del vi al cromatograf de gasos tan sols permet determinar els
compostos volatils majoritaris. A més, aquesta és poc recomanable perque, dins de
I'injector, es pot produir la pirolisi de compostos no volatils de la matriu, la qual
pot generar artefactes susceptibles d’interferir en la determinacié. Per tant, abans
de l'analisi cromatografica, cal aillar els compostos volatils de la matriu i
concentrar-los. Aquest primer pas de pretractament de la mostra és 'etapa més
critica de tot el procés analitic, que requereix encara un gran esfor¢ dels

investigadors de l'aroma per millorar-lo. Sén diverses les técniques que s’han
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utilitzat per obtenir aquest extracte aromatic del vi. La microextraccié en fase
solida (SPME) és una tecnica relativament nova, que ofereix avantatges importants
respecte d’altres més classiques com l'extraccié liquid-liquid, una de les més

utilitzades.

Quan l'analisi de 'aroma va dirigit al control de qualitat del producte, sovint les
tecniques cromatografiques presenten limitacions importants pel que fa a la
interpretacio de les percepcions que es reben durant la degustacié. Els instruments
coneguts com a “nassos electronics” es van desenvolupar amb la finalitat d"imitar
el nas huma en el control de qualitat que, des de temps immemorials, s’ha dut a
terme mitjangant 1’analisi sensorial. En l'analisi de les begudes alcoholiques, pero,
aquests instruments han estat poc utilitzats. Aixo és degut als problemes de
saturacié que causa I'elevat contingut d’etanol als sensors de gasos que conformen
la majoria d’aquests instruments. La recent aparicié al mercat d'un nou tipus de
nas electronic basat en l'espectrometria de masses, que és una técnica prou
consolidada com a detector cromatografic i molt utilitzada per identificar els
compostos volatils del vi, obre un nou camp d’aplicacié d’aquests instruments al
control de qualitat de les begudes alcoholiques ja que, a priori, 1'etanol no suposa

una limitaci6 per a I'ts de I'instrument.

En el plantejament d’aquesta tesi doctoral es va establir com a objectiu l'estudi i la
caracteritzacié de I'aroma del vi. Amb aquest objectiu tan general, i a partir de les
premisses citades, es va plantejar treballar amb la cromatografia de gasos amb
deteccié olfactimetrica i amb el nas electronic, dues técniques que analitzen
aspectes diferents de l'aroma, perd que totes dues proporcionen informacié
valuosa. A la vegada, pero, també es va plantejar treballar en la millora del
pretractament de la mostra amb l'aplicacié de la microextraccié en fase solida, una
técnica que ja havia donat molt bons resultats en altres treballs realitzats en el grup

d’investigaci6 en el qual s’ha desenvolupat aquesta tesi.
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Els objectius concrets que es pretenien assolir amb l'aplicacié d’aquestes tecniques

al'analisi de I'aroma del vi van ser els segtients:

Cromatografia de gasos-olfactimetria

1.

Posar a punt la cromatografia de gasos amb deteccié olfactimetrica per a
I'analisi de vins al laboratori de recerca on s’ha dut a terme aquesta tesi, ja

que aquesta técnica no hi havia estat mai utilitzada.

Comprovar l'efectivitat de la técnica de la microextraccié en fase solida per
obtenir extractes representatius de 'aroma del vi aptes per caracteritzar-la

mitjancant la cromatografia de gasos amb detecci6 olfactimetrica.

Nas electronic

3.

Estudiar I'aplicacio del nas electronic basat en 1'espectrometria de masses a
diferents aspectes relacionats amb la determinacié de la qualitat aromatica
del vi, com poden ser el control de qualitat a partir de diferents parametres
enologics (varietat, origen, edat...), el seguiment i control del procés de
vinificaci6, el seguiment del procés de maduraci6 dels raims i la
determinacié de compostos amb un impacte sensorial important, com els

defectes aromatics no desitjats.

Durant el desenvolupament d’aquesta tesi doctoral, el grup de Quimica Analitica

Enologica i dels Aliments va dur a terme un projecte en collaboraci6 amb

I'Instituto de Investigaciones para la Industria Alimenticia (IIIA) de Cuba, dins del qual

es van realitzar algunes aplicacions de les tecniques estudiades a 'analisi de roms i

aiguardents de canya de sucre. Es per aixd que, tot i que en els objectius plantejats

a l'inici la mostra per estudiar era el vi, durant el desenvolupament de la tesi es

van dur a terme estudis amb aquestes altres begudes alcoholiques.
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Presentacio

1.1 PRESENTACIO

El nostre coneixement del mén exterior depén, en gran mesura, dels nostres cinc
sentits. Tot i que els humans, actualment, confiem principalment en la vista i I'oida
per a la nostra supervivencia, el nostre llegat sensorial primari és el gust i 1'olfacte.
Aquests dos sentits son els més primitius dels sistemes sensorials, amb una historia
evolutiva de 500 milions d’anys [1]. Sens dubte, doncs, el gust i 1'olfacte estan
relacionats amb els requeriments basics de 1'organisme: l'alimentacié, per a
preservar-lo, i la reproduccid, per preservar l'espécie. Actualment, pero, aquests

dos sentits estan més relacionats amb el plaer que no pas amb la supervivencia.

Segons els antropolegs, I'olfacte deixa de ser vital per a 'home en el moment en
que aquest es converteix en Homo erectus i s’allunya del terra. A partir d’aleshores
la percepci6é del mén passa a ser fonamentalment visual [2]. El fet de no saber
parlar d’olors n’és la logica conseqiiéncia, ja que la percepcié d’aquestes ha deixat
de ser vital per a la nostra supervivencia i, per tant, no hem tingut la necessitat de
crear-ne un vocabulari. Aixi doncs, quan parlem d’una olor hem d’anomenar els
objectes que fan aquella olor (olor de rosa, olor de maduixa, etc.) o referir-nos a
sensacions que no sén olfactives (olors dolces, fresques, etc.), mentre que per
referir-nos a la sensacié del color el procés mental d’abstraccié ens permet tenir
una paraula especifica per a cadascun. Malgrat tot, en I'estadi evolutiu en qué ens
trobem, I'olfacte no ha perdut cap dels trets fonamentals que ’han convertit en el
sentit més fi, de la mateixa manera que les sensacions olfactives continuen sent les

més suggeridores.

Els consumidors formem un mercat cada vegada més exigent des d'un punt de
vista organoleptic i som més coneixedors d’aspectes com la nutricio, la salut o el
medi ambient. No obstant aix0, totes aquestes caracteristiques no tenen perque
anar juntes en un mateix aliment. Aliments valuosos des del punt de vista nutritiu

poden tenir qualitats sensorials pobres, o a l'inrevés, aliments poc recomanables



Capitol 1

per a la salut poden ser un auténtic plaer per als sentits. Avui en dia, la inddstria
alimentaria té molt en compte les caracteristiques sensorials dels seus productes, ja
que aquestes juguen un paper molt important en 'actitud del consumidor. En el
cas del vi aquestes caracteristiques sensorials adquireixen una rellevancia especial.
El vi es consumeix, fonamentalment, per al gaudiment dels sentits, per la qual cosa
totes les operacions que es duen a terme, des del cultiu de la vinya fins a 1'obtenci6

del producte final al celler, incideixen en 1’aspecte sensorial.

El vi forma part d"un patrimoni molt antic, amb un origen que es confon amb els
mateixos origens de la nostra civilitzacié. Sén arrels que no es poden separar de la
nostra historia, pertanyem a la civilitzacié6 de la vinya. De ben segur, 'home
prehistoric ja sabia elaborar el vi, ja que els paleontolegs han trobat fossils que
semblen restes de brisa o de raim premsat. Els escrits humans més antics, inclosos
les taules d’argila cuneiformes de Babilonia o els papirs de l'antic Egipte, fan
nombroses referencies al fruit fermentat del cep. Grecs i romans difonien al mateix

temps la filosofia i el cultiu de la vinya i el plaer de les arts amb el plaer del vi [3].

El vi ha evolucionat al mateix temps que la nostra civilitzacid, tant en qiiesti6 de
gustos com de técnica. La qualitat del vi que 'home ha anat produint al llarg de la
historia segurament seria qualificada de mediocre pels exigents paladars d’avui en
dia. Cal tenir en compte que els romans i els grecs afegien al vi productes com la
resina, la brea o algunes espécies per conservar-lo, aixi com també per millorar-ne
el gust, ja que, en general, eren vins enrancits o avinagrats. Fins al segle XIX,
gairebé tots els vins que es consumien eren sempre de l'any, a causa de les
dificultats per conservar-los. Tan sols en algunes anyades, i en circumstancies
excepcionals, es produien algunes bétes de bon vi que, si era embotellat en bones
condicions, es podia conservar durant algun temps [3, 4]. Amb Pasteur es pot dir
que nasqué 'enologia moderna, la qual combina la biologia i la quimica aplicades
a l'estudi del vi. El vi d’avui no es fa als laboratoris, pero hi és estudiat i analitzat, i

s’hi examinen les mesures necessaries per prevenir-ne les malalties i els accidents,

10
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aixi com també per millorar-ne la qualitat. Una bona part d’aquesta qualitat ve
determinada per la seva aroma, una de les principals responsables del plaer que

proporciona la degustaci6 del vi als nostres sentits.

L’analisi de 'aroma del vi no és un problema senzill de resoldre si es consideren
els centenars de compostos volatils que poden intervenir en la seva configuracié
aromatica i els baixos nivells de concentracié en qué es troben molts d’ells.
Existeixen, pero, diverses tecniques analitiques que, malgrat les seves limitacions,
proporcionen informacié valuosa i complementaria sobre diferents aspectes de

l’aroma.

Per una banda, hi ha les tecniques que ens aporten informacié sobre la composicié
de l'aroma, és a dir, quins sén els compostos quimics que l'integren i en quines
concentracions es troben. Les tecniques cromatografiques, principalment la
cromatografia de gasos, son les que s"utilitzen amb aquesta finalitat. Els importants
avengos que hi ha hagut en el desenvolupament de columnes cromatografiques,
capaces de separar mescles complexes de compostos volatils, aixi com també de
sistemes de deteccid, ja siguin universals (cal destacar el d’espectrometria de
masses) o especifics, amb una gran selectivitat i sensibilitat, han permes identificar
la gran majoria dels compostos volatils del vi. Actualment, doncs, la problematica
de l'analisi no radica en el sistema cromatografic en si, siné en el pas previ
d’obtencié de l'extracte aromatic. El pretractament de la mostra continua sent
encara avui en dia un handicap per als investigadors de I'aroma. Tot i les millores
que s’han anat efectuant en els metodes classics d’extracci6 i de concentracié dels
compostos volatils i les noves tecniques de pretractament que s’han desenvolupat,

no existeix encara un meétode idoni per a I'obtencié d"un extracte aromatic del vi.

Una técnica cromatografica en l'estudi de l'aroma que cal destacar és la
cromatografia de gasos amb deteccié olfactimetrica (GCO). Aquesta técnica, que
utilitza el nas huma com a detector cromatografic, permet identificar, d’entre tots

els compostos volatils de la mostra, aquells que presenten olor i que, per tant, séon

11
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susceptibles de participar en 'aroma. A més, s’han desenvolupat metodologies que
permeten quantificar la importancia aromatica dels diferents compostos olorosos,
és a dir, permeten coneixer la contribucié de l'olor de cada compost individual a
I'aroma global del vi. La GCO és, doncs, una eina imprescindible en l'estudi de
I'aroma ja que permet centrar-nos en els compostos olorosos, que sén els que

realment interessen a 1’hora de caracteritzar I’aroma.

A part de les técniques cromatografiques, n’existeixen unes altres enfocades no a
I'analisi de la composicié quimica de I'aroma, sin6 a una analisi global d’aquesta.
Una d’aquestes técniques és ’analisi sensorial mitjangant un panel de tastadors, la
qual ha estat utilitzada des de temps immemorials per avaluar la qualitat dels vins.
Mitjancant 1'analisi sensorial, els tastadors experts en poden arribar a coneixer la
zona on s’ha elaborat, 'edat aproximada, les varietats de raim emprades, els
possibles defectes aromatics que en devaluen la qualitat, etc. Perd aquest procés de
degustaci6, d’apreciaci6é de les qualitats organoléptiques i de descripcié del vi, té
un component afectiu i subjectiu elevat a causa de les emocions i dels records que
els estimuls olfactius desperten en els tastadors. A més, el temps que requereix
aquesta técnica és llarg si es té en compte que els tastadors poden realitzar poques
analisis al dia, a causa de la fatiga que causa la degustacié, la qual es tradueix en
una pérdua de sensibilitat sensorial. Tota aquesta problematica inherent a 1’analisi
sensorial ha generat el desenvolupament d’instruments que permetin dur a terme
el control de qualitat, de manera similar a com ho fa un panel de tastadors, perd
amb objectivitat i rapidesa. Aquests instruments, coneguts com a nassos electronics,
no aporten informacié de la composicié quimica de 'aroma, siné que en fan una
analisi global, que permet la comparaci6 dels perfils aromatics de diferents mostres
i, a partir d’aqui, construir models de classificacié capacos de predir propietats

d’interés en mostres futures (origen, edat, varietats...).

En el grup de Quimica Analitica Enologica i dels Aliments, on s’ha desenvolupat

aquesta tesi doctoral, s’ha treballat en diverses linies de recerca dedicades a
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I'analisi de 'aroma del vi i centrades en l'establiment de metodes d’analisi de
diferents families de compostos importants des del punt de vista de la seva
contribucié a 'aroma d’alguns vins. En el plantejament d’aquesta tesi, es va pensar
en un treball d’investigacié que versés, no en I'estudi d’uns compostos en concret,
sin6 en l'estudi i la caracteritzacié de tota 1’aroma mitjancant 1’aplicacié de dues

técniques molt importants en aquest ambit: la GCO i el nas electronic.

La memoria d’aquesta tesi doctoral consta de tres parts ben diferenciades,
cadascuna de les quals constitueix un capitol. En el capitol II es presenta una visi6
general de la composicié quimica de 'aroma del vi, aixi com també de les diferents
técniques que s’han emprat per analitzar-la. També es fa referencia a 'aroma dels
aiguardents perque, tot i que la tesi esta centrada principalment en I’aroma del vi,
en el marc d'un projecte realitzat en col laboracié amb [I'Instituto de Investigaciones
para la Industria Alimenticia (IIIA) de Cuba, també s’han dut a terme algunes
aplicacions de les tecniques estudiades a 1’analisi de roms i d’aiguardents de canya

de sucre (producte a partir del qual s’obtenen els roms).

Els capitols III i IV, que versen sobre la GCO i el nas electronic respectivament,
constitueixen el cos de la memoria d’aquesta tesi, ja que és on es detalla tot el
treball experimental dut a terme i es discuteixen els resultats obtinguts. Aquests
dos capitols estan estructurats de manera que permeten incloure els articles
cientifics derivats de l'experimentacié realitzada. Tot i que no s’inclouen en
aquesta memoria, part del treball realitzat amb el nas electronic ha donat lloc
també a diversos articles de caracter divulgatiu que han estat publicats en revistes

d’ambit nacional [5-8].

Al capitol III es presenten els estudis realitzats amb tecniques cromatografiques.
Aquest capitol es divideix en dues parts ben diferenciades. En la primera es
presenta el metode desenvolupat per determinar una familia de compostos molt
importants en 'aroma del vi, com sén els ésters, utilitzant la microextraccié en fase

solida (SPME) per a l'extracci6 i la concentracié d’aquesta familia de compostos. En
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un segon treball es va adaptar el métode desenvolupat per a I'analisi dels esters en
el vi a 'analisi dels ésters del rom. A causa del gran ts que s’ha fet de I'SPME en
aquesta tesi, en aquesta primera part del capitol III s'inclou un apartat en que es
descriu el funcionament d’aquesta técnica de pretractament de la mostra i les
diferents variables que s’han de tenir en compte per obtenir una eficiencia optima

en 'extracci6 dels compostos d’interes.

La segona part del capitol III esta dedicada als treballs realitzats amb la GCO. En
primer lloc, s’explica de forma detallada aquesta técnica i totes les metodologies
que s’han desenvolupat, basades en aquesta, per estimar la importancia sensorial
dels compostos olorosos. També s’inclou un recull bibliografic de les aplicacions
d’aquesta técnica a 1'estudi de 'aroma del vi. Pel que fa a 'experimentaci6 duta a
terme amb la GCO, en primer lloc es presenten els estudis realitzats per tal de
posar a punt la técnica al laboratori de recerca en el qual s"ha desenvolupat aquesta
tesi, ja que era la primera vegada que s’utilitzava. En segon lloc, es presenta el
metode desenvolupat per caracteritzar I’aroma del vi mitjancant la GCO, en el qual

s’utilitza I'SPME per obtenir 'extracte aromatic.

El capitol IV esta dedicat al nas electronic. S’hi presenten els resultats obtinguts en
tota una serie d’estudis, I'objectiu dels quals era avaluar el potencial d'un nas
electronic basat en 1'espectrometria de masses en l'analisi de begudes alcoholiques.
Tot i que la majoria de les aplicacions s’han dut a terme amb vins, se n"han realitzat
algunes amb aiguardents de canya de sucre i brandies. Aquest darrer capitol esta
dividit en quatre grans apartats. En el primer, que és teoric, s'explica el
funcionament de la técnica i es descriuen els diferents tipus d’instruments
desenvolupats. En aquest apartat també s’inclou un recull bibliografic de les

principals aplicacions del nas electronic a I’analisi de begudes alcoholiques.

Els altres tres apartats corresponen a l'experimentacié duta a terme. En el segon
s’hi troben recollits tota una serie d’estudis en els quals s’ha avaluat el potencial

d’aquesta técnica en el control de la qualitat del vi. Amb aquest objectiu s’han dut a
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terme diferenciacions de vins segons diversos parametres enologics, com sén
I'origen, la varietat o el temps d’envelliment. Aquest altim parametre s’ha estudiat
també en Brandies de Jerez. Per altra banda, s"ha fet un seguiment de la maduracié6
del raim i del procés d’elaboracié del vi per tal d’avaluar la capacitat d’aquesta

teécnica en el control d’aquests dos processos.

En el tercer apartat es presenten els metodes desenvolupats amb el nas electronic i
en els quals s’ha utilitzat el calibratge multivariant per a 1'analisi quantitativa del
2,4,6-tricloroanisole, un compost que es troba en alguns vins a causa de
contaminacions externes i que és el principal responsable del defecte aromatic
conegut com a “gust de suro”. Els dos metodes que s’hi detallen es diferencien en
la teécnica utilitzada per extraure i concentrar el compost d'interés. Mentre que en el

primer s’utilitza la tecnica de I'espai de cap estatic, en el segon s’utilitza 'SPME.

En l'altim apartat del capitol IV s’hi troben les aplicacions dutes a terme amb el nas
electronic en el control de qualitat d’aiguardents de canya de sucre. En primer lloc
es presenta un metode desenvolupat per determinar el temps d’envelliment dels
aiguardents en bétes de fusta de roure. En un segon treball s’estudia la correlacié
entre les dades obtingudes en I’analisi dels aiguardents amb el nas electronic i les
intensitats de diferents descriptors aromatics, avaluades per un panel de tastadors,

en una analisi sensorial de les mostres.

Finalment, a les dltimes pagines es recullen les principals conclusions a les quals
s’ha arribat a partir dels resultats obtinguts durant ’experimentacié. En aquestes
conclusions, es plantegen noves qiiestions que podrien donar origen a futurs
treballs de recerca en aquest camp tan complex, i a la vegada fascinant, de I'analisi

de I'aroma del vi.
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L’aroma del vi i dels aiquardents

II.1 L’AROMA

La flavor, des d’un punt de vista biologic, és la sensacié produida per un aliment
quan aquest és ingerit. Aquesta propietat sensorial, juntament amb l'aspecte i la
textura, és decisiva en l'eleccié i acceptacié6 d’un determinat aliment per part del
consumidor. Encara que la flavor es percep principalment pels receptors de
I'aroma i del gust que es troben al nas i a la boca respectivament, quan ingerim un
aliment existeixen altres sensacions de calentor, picor o ardor que sén rebudes pels
receptors generals del dolor, tactils i de temperatura, situats a la boca, al nas i als
ulls. Aixi doncs, la flavor és deguda a les sensacions gustatives, olfactives i també
trigeminals; aquestes tltimes corresponen a la part del tacte referent a la sensacié

de dolor [1].

El gust esta compost de quatre sensacions: salat, acid, dol¢ i amarg. Tanmateix,
alguns cientifics japonesos n’inclouen una quinta denominada umami (“gustés”)
que es pot atribuir al gust del glutamat. Les sensacions trigeminals son les que ens
proporcionen els descriptors d’astringencia, picor i fred. Tant les sensacions
gustatives com les trigeminals tenen lloc pel contacte amb ’aliment dins a la boca,

ja que la majoria de les substancies que produeixen aquestes flavors sén polars i

solubles en la saliva.

En el cas de les sensacions olfactives, la interaccio fisica entre el compost quimic i el
receptor corresponent té lloc a les vies nasals. Per tant, només les molécules que
siguin suficientment volatils per arribar als receptors olfactoris seran susceptibles
de desencadenar les sensacions olfactives. Les molecules poden arribar a aquests
receptors que es troben dins de les cavitats nasals per dues vies: entrant pels
orificis nasals (via ortonasal) o bé a través de la boca quan ingerim l'aliment (via
retronasal). Les sensacions olfactives, a diferencia de les gustatives, sén
infinitament variades ja que el sentit de I'olfacte és capag de distingir entre un gran

nombre de compostos quimics i, a més, en molt baixes concentracions.
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L’olor és deguda a la interacci6 que té lloc dins de la cavitat nasal entre les
molecules volatils de la substancia olorosa i les neurones olfactives primaries de

I'epiteli olfactori (figura II.1).

Nervi olfactori
Cél-lules mitrals

Bulb olfactori

Glomeérul
Filaments nerviosos

It |,_ Epiteli olfactori
#m ——  Mucosa

Aire i molécules
oloroses

Figura IL.1. Esquema del sistema olfactiu [2].

Tot i que aquestes ceél lules nervioses pateixen moltes agressions pel fet que estan
en contacte directe amb el medi extern, aquest fet no afecta l'olfacte, ja que, a
diferencia de les neurones del cervell, les neurones olfactives primaries es renoven
constantment, aproximadament cada dos mesos. Aquestes cel lules tenen un cili
introduit dins la mucosa olfactiva, que és precisament on té lloc la interaccié inicial
entre el compost volatil i el sistema nervids, i a I'altre extrem, un axon projectat cap
al bulb olfactori. Els punts de contacte entre les neurones sensorials primaries i les
cél lules del bulb olfactori formen una serie d’estructures anomenades glomeruls
que és el lloc on convergeix la informacié procedent de totes les cel lules que
perceben, al mateix temps, un compost volatil. Aixi doncs, 1'organitzacié del
sistema olfactiu es basa fonamentalment en un principi de convergencia: l'activitat

de totes les cel lules que porten la mateixa informacié olfactiva convergeix en un
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mateix punt, el glomerul, i d’alli és enviada a altres parts del sistema nerviés
central on és susceptible d’un processament més elaborat que té a veure amb els

efectes emocionals i psicologics que ens produeixen algunes olors [2-4].

I1.1.1 Relacié estructura-olor

Com ja s’ha comentat, la percepcié sensorial d’un compost volatil requereix la seva
interacci6 amb un receptor situat a les neurones olfactives primaries. Pero, per tal
que es produeixi aquesta interaccid, el compost ha de tenir un grup funcional actiu
anomenat grup osmofor, a més a més d'unes determinades propietats moleculars
pel que fa a la solubilitat amb 1'aigua, la polaritat, la pressié de vapor i tenir una
estereoquimica adequada. Aquestes caracteristiques sén necessaries perque la
moléecula arribi a les fosses nasals, travessi la mucosa olfactiva que recobreix
I'epiteli olfactori i es produeixi la interacci6 amb un receptor. Molts compostos
olorosos sé6n hidrofobs, la qual cosa fa pensar que la mucosa constitueix una
barrera dificil de traspassar. La descoberta a finals del segle XX [5] de proteines
OBP (Odorant Binding Proteins) en la mucosa olfactiva capaces de lligar molecules i
transferir-les a les cel lules receptores, va suposar una autentica revolucié pel que
fa a la comprensié de com funciona el sistema olfactiu i, a la vegada, va oferir una
explicaci6 a la possibilitat que les molécules poc solubles en la mucosa poguessin
arribar fins als receptors [2, 4, 6]. Shan identificat més de 1000 proteines
receptores, la qual cosa suposa la familia més gran de proteines coneguda en els
éssers vius i, a la vegada, la familia més gran de gens (un 3% del genoma). Aquest
descobriment ha fet mereixedors els seus autors, Linda Buck i Richard Axel, del

premi Nobel en medicina de I’any 2004.

Utilitzant compostos alifatics amb diferents longituds de cadena s’ha demostrat
que hi ha una molt bona discriminaci6 en la uni6 lligand-receptor, fins al punt que
un sol receptor pot distingir entre compostos quimics que tan sols es diferencien en

un atom de carboni en la llargada de la cadena alifatica o entre compostos que
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tenen la mateixa cadena carbonada i que es diferencien en el grup funcional.
L’estructura de la molecula és tan important que fins i tot dues molecules
enantiomeriques poden presentar olors diferents [3]. Aquest és el cas, per exemple,
de l'acid 2-metilbutiric, en el qual un dels enantiomers presenta una olor
agradable, que es descriu com afruitada i dolca, mentre que l'altre presenta una

olor més aviat desagradable de formatge i suor [2].

I1.1.2 Llindar sensorial

A més a més de les caracteristiques estructurals que ha de tenir un compost perque
faci olor, caldra que es produeixi la interaccié d’un nombre suficient de molécules
amb les neurones olfactives primaries perque aquestes enviin un senyal al cervell.
Perd aquest nombre necessari de molécules no és el mateix per a tots els
compostos, ja que l'estimulaci6 dels receptors olfactoris depen del tipus de
compost. Aixo fa que dos compostos amb la mateixa concentracié puguin tenir
intensitats aromatiques diferents, per la qual cosa la importancia d’'un compost en
I'aroma d’una substancia no es pot coneixer determinant-ne simplement la

concentracio.

El llindar de percepcié sensorial d’un determinat compost es defineix com el nivell
de concentracié més baix en el qual pot ser detectat. El nivell de concentracié en
que, a més a més de detectar-lo, se'n pot identificar 1'olor es defineix com el llindar
de reconeixement sensorial. Els dos valors depenen molt de la matriu on estigui el
compost, ja que aquesta pot afectar en gran mesura la manera com la molécula
olorosa arribi al nas. Per exemple, en matrius aquoses, com més apolar sigui una
molécula volatil, menys solubilitat i més pressi6 de vapor tindra i, en
conseqiiéncia, es podra inhalar més facilment. Un altre problema que es pot
presentar en la deteccié d'una determinada olor és la interaccié del compost olorés
amb altres compostos presents a la matriu. Si aquests potencien la capacitat de

detectar I'olor s’anomenen sinergistes, mentre que si interfereixen en la deteccié
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s’anomenen antagonistes [1, 4]. En el vi, per exemple, s’han observat efectes
sinérgics entre 1'acetat de propil i el propionat d’etil. Les olors que es perceben
d’aquests dos compostos sén més intenses quan estan junts en la mateixa solucié
que quan només n’hi ha un dels dos. Per altra banda, un cas d’antagonisme és el de
I'acetat d’etil que, a partir d'un cert nivell de concentracié, produeix efectes de

supressio de les olors de 'acetat de propil i 'acetat de butil [7].

Un parametre relacionat amb els llindars sensorials és el valor d’aroma (OAV, Odor
Activity Value), el qual es defineix com el quocient entre la concentracié del
compost i el seu llindar de percepcié sensorial [8]. El valor d’aroma proporciona
una estimacié de la importancia d'un compost individual en 1'aroma total de la
substancia. Quan la concentraci6 del compost sigui superior al seu llindar de
percepcié sensorial, és a dir, quan el valor d’aroma sigui superior a la unitat, el
compost participara en I'aroma d’aquella substancia. No obstant aixo, els valors
d’aroma s’han de considerar aproximacions en la quantificacié de les intensitats
aromatiques, ja que en el seu calcul no es consideren efectes sinérgics o antagonics.
Per altra banda, en el calcul del valor d’aroma s’assumeix que hi ha una relacié
lineal entre la concentracié6 d'un compost i la intensitat que se’n percep. Aquesta
suposicid, perd, es contradiu amb una de les lleis fonamentals de la psicofisica
(ciencia que estudia les relacions entre estimuls i respostes) formulada per Stevens,
la qual estableix que la variaci6 de la intensitat amb la concentracié d’un compost
és exponencial. Aixd0 no obstant, encara que el valor d’aroma sigui un index
aproximat, ens indica d’una manera rapida la importancia sensorial d’un compost,
i és la manera més senzilla d’avaluar i de transformar les dades de l'analisi

quantitativa en informaci6 sensorial [9].
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I1.1.3 Dimensio de les olors

Les tres dimensions principals de les olors sén la intensitat, la qualitat i la tonalitat
hedonista [10]. La intensitat, com ja s’ha comentat en l'apartat anterior, esta
relacionada amb la concentraci6 i el llindar de percepcié sensorial, mentre que la
qualitat esta relacionada amb el llindar de reconeixement. Quan la concentracié
superi aquest llindar, I'olor sera percebuda amb una certa qualitat que 1i conferira
la seva identitat. La qualitat de l'olor d’alguns compostos, pero, varia amb la
concentraci6 i, per tant, es pot dir que aquests compostos tenen diversos llindars
de reconeixement. Per exemple, I'(E)-2-nonenal, just per sobre del seu llindar de
percepcié (0.1 pg/L), fa olor de fusta; per damunt d"una concentracié de 8 pg/L
presenta una olor de grassa que es converteix en desagradable a 30 pg/L. I quan la
concentracié d’aquest compost sobrepassa d'1 mg/L, presenta una intensa olor de

cogombre [1].

La tonalitat hedonista fa referencia a la sensaci6 que ens produeix 1'olor, per
exemple, si ens agrada o ens desagrada. Moltes vegades, pero, la sensacié que pot
produir una olor va molt més lluny d'una simple sensacié agradable o
desagradable. L’olfacte és un sentit que alerta i també un sentit que produeix plaer.
Ens informa sobre I'aire que respirem i sobre els aliments i begudes que consumim.
Reaccionem davant d’olors repulsives que fins i tot ens poden arribar a produir
nausees com a mitja de defensa davant de productes que poden ser perillosos per
al nostre organisme. Per altra banda ens pot evocar a fets passats d'un gran
contingut emocional. Amb tan sols una olor a vegades és possible revifar un record
que creiem oblidat. Aquesta longevitat de la memoria olfactiva és una de les
caracteristiques que la distingeix d’altres sistemes sensorials com la vista o I'oida.
La memoritzacié d"una olor va acompanyada del context en el qual és percebuda i
aixo explica el fet que quan es rememora una olor es recupera també tot el context

emocional en el qual s’havia percebut [11-14].
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I1.1.4 Compostos amb caracter impacte

En alguns casos, 'aroma d’una substancia és deguda a un compost, o a un petit
nombre de compostos, els quals sén anomenats “compostos clau” (key substances) o
“compostos amb caracter impacte” [1]. A la taula II.1 es mostren alguns exemples
d’aquests compostos en una seleccié d’aliments juntament amb el descriptor de
I'olor del compost quimic. Basicament, com es pot observar, 1'olor del compost

amb caracter impacte és el que proporciona la identitat sensorial a 'aliment en

qiiestio.
Aliment Compost Descriptor
Ametlla Benzaldehid Ametlla amarga
Vainilla Vainil lina Vainilla
Clau Eugenol Especiada, clau
Cogombre 2-(E)-6-(Z)-nonadienal Cogombre
Col Sulfur de dimetil Col
Pera 2-(E)-4-(Z)-decadionat d’etil Pera
Bolets 1-octen-3-ona Xampiny6
Pebrot verd 2-isobutil-3-metoxipirazina Pebrot verd

Taula II.1. Compostos amb caracter impacte d’alguns aliments [1, 15].

En altres substancies, pero, I'aroma que percebem no es deu a uns pocs compostos
sin6 que és el resultat de la combinacié de molts, on cadascun d’ells aporta la seva
olor especifica. En aquests casos ja no és adequat parlar de compostos impacte. A
mode d’exemple, en la taula II.2 es mostren els compostos que més contribueixen a

I'aroma del café verd. Alguns dels compostos tenen olors molt diferents (floral,
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formatge, cogombre, etc.) pero la conjuncié de totes elles fa que quan olorem un

gra de café verd en percebem I'olor caracteristica.

Compost Descriptor
3-isopropil-2-metoxipirazina  Peésol

Metional Patates bullides
(Z)-2-nonenal Arbreda
3-isobutil-2-metoxipirazina Pebrot
(E)-2-nonenal Arbreda
Linalool Floral
(Z,72)-2,6-nonadienal Cogombre
2-feniletanal Rosa

Acid 3-metilbutiric Formatge
(E,E)-2,4-decanedial Fregit
B-damascenona Melmelada, floral

Taula II.2. Compostos de I'aroma del café verd [10].

I1.1.5 Classificaci6 de les olors

Sovint, quan percebem una olor no sabem explicar-la perqué no existeix un
llenguatge que estigui ben codificat verbalment. Conceptes com camforacia,
mentolada, floral, afruitada, etc. defineixen olors considerades basiques. El
problema, pero, és que n’existeixen molt poques d’aquest tipus i cal recérrer a
qualitats d’altres ambits com sén olor verda, fresca, dolca, calida, etc. i molts més
atributs que es fonamenten en les sensacions generades per comparacio i que tenen

una dosi de subjectivitat elevada.
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Al llarg de la historia s’ha intentat classificar les olors. Fa dos segles Linneo les
agrupava en set categories, mentre que altres sistemes de classificacié inclouen
entre sis i catorze categories [11]. Possiblement, una de les millors classificacions de
les olors ha sigut la creada per la professora Ann C. Noble i els seus col laboradors
amb 1'objectiu de facilitar la comunicacié entre els professionals del mén del vi.
L’any 1987 aquest grup d’investigadors de la Universitat de Davis (California) va
proposar una terminologia estandarditzada de les aromes del vi [16] que

modificava i ampliava una primera proposta creada 'any 1984 [17].

Figura I1.2. Roda de les aromes del vi.
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La classificacié, que és coneguda com “la roda de les aromes” per la seva
representacié grafica (figura I1.2), esta organitzada en termes primaris, secundaris i
terciaris. Els termes primaris sén descriptors generals: olors afruitades, vegetals, de
fruits secs, encaramel lades, de fusta, de terra, quimiques, picants, oxidades,
microbiologiques, florals i especiades. Aquestes dotze categories estan a la vegada
dividides en subcategories que corresponen als termes secundaris. A manera
d’exemple, la categoria d’olors afruitades es desglossa en olors citriques, de baies,
de fruites d’arbre, de fruites tropicals, de fruites assecades i altres. Per a una major
concrecié hi ha un tercer nivell que correspon als termes terciaris. Aixi doncs, les
olors secundaries del grup “fruites d’arbre” que es poden trobar en el vi sén de

cirera, d’albercoc, de préssec i de poma.
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I1.2 L’AROMA DEL VI

El vi és una substancia complexa que requereix gairebé de tots els nostres sentits
per poder apreciar-la. L’aparenca visual inclou el color, la claredat, la transparéncia
o la presencia de llagrimes a les parets de la copa. El tacte ens permet notar la
sensacio de temperatura quan ens introduim el vi a la boca o també la sensaci6é
d’astringencia (impressié de sequedat, rugositat i aspresa) deguda als tanins. El
gust i I'olfacte, pero, son els sentits que proporcionen més satisfaccié en degustar el
vi. Els compostos causants del gust dol¢ sén els sucres, 1'alcohol i el glicerol,
mentre que els nombrosos acids organics que hi ha al vi, entre els quals l'acid
tartaric és el majoritari, son els causants del gust acid. La presencia de sals minerals
son les responsables del gust salat, tot i que aquest queda molt emmascarat pels
altres gustos. Un lleuger gust amarg acompanyat d'una lleugera astringencia és del
tot necessari en els bons vins negres, no obstant aixo, si el gust amarg és intens
llavors aquest es considera un defecte. Tot i la importancia de les sensacions
gustatives, ja que de I'equilibri dels quatre gustos elementals (dolg, salat, acid i
amarg) en depén '’harmonia de la constituci6 del vi, les sensacions olfactives sén la
part més important de la flavor del vi ja que aquestes sén infinitament més
variades. L’olor del vi no és deguda a uns pocs compostos amb caracter impacte,
sin6 que és el resultat de la combinacié de les olors especifiques que aporten una

gran varietat de compostos.

L’aroma del vi esta formada per centenars de compostos organics de diferent
naturalesa quimica i de diferents caracteristiques organoleptiques. Hi ha
nombrosos factors i també una gran diversitat de mecanismes que incideixen
directament en la formaci6 de tots aquests compostos que conformen l'aroma del
vi, com sén: el metabolisme dels raims, que depén de la varietat, el sol i els
tractaments que s’hagin dut a terme a la vinya; els fenomens bioquimics

(oxidacions i hidrolisis) que tenen lloc abans de la fermentacié i que es
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desencadenen durant 'extraccié del suc del raim i la maceracio; els metabolismes
dels microorganismes responsables de la fermentacié alcoholica i malolactica;
reaccions quimiques o enzimatiques que tenen lloc després de la fermentacio i
durant la crianca del vi, ja sigui en béta o en ampolla. La complexitat de l'aroma
del vi i la dificultat del seu estudi sén degudes, en gran part, a tota aquesta
diversitat de factors que intervenen en la formaci6 i que, d’alguna manera, queden

reflectits en les diferents anyades.

I1.2.1 Classificacio segons 1’origen dels compostos

Depenent de l'etapa del procés de vinificacié6 en que es formen els compostos
volatils que constitueixen 1'aroma del vi, aquesta es pot classificar en aroma

primaria, secundaria o terciaria [11, 18-21].

Aroma primaria

L’aroma primaria o varietal esta constituida pels compostos que es troben
principalment a les pells del raim i, en menor proporcid, a la polpa. La seva
composici6 depén de la varietat del raim, del sol, del clima, dels tractaments
fitosanitaris que s’hagin fet a la vinya i del procés d’elaboraci6é del most. Alguns
dels compostos passen inalterats al vi i li confereixen olors intenses i definides,
mentre que altres es troben en el raim en forma de precursors aromatics. Aquests
dltims no sén volatils i, per tant, no poden contribuir a I'aroma del raim, pero
durant la fermentacié o I'envelliment del vi es poden produir reaccions de tipus
quimic o enzimatic que transformin els precursors en compostos volatils
susceptibles de participar en l'aroma del vi. Per exemple, alguns alcohols
monoterpenics es troben en el raim en forma de glicosids, és a dir, lligats a
molecules de sucre. Durant la fermentacid, pero, es produeixen reaccions

enzimatiques en les quals es trenca I'enllag entre el sucre i I’alcohol monoterpenic, i
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aquest dltim pot revelar la seva olor especifica. Un altre cas és el dels
norisoprenoides, com la f-damascenona o la -ionona, que es formen en el procés
d’elaboraci6 del vi a partir de la degradacié oxidativa dels carotenoides que s’han

extret del raim.

En els vins elaborats amb raims de les varietats anomenades neutres (Garnatxa,
Carinyena, Macabeu, etc.) la contribuci6 dels compostos de l'aroma varietal a
I'aroma del vi és molt petita, ja que aquests es troben en concentracions inferiors al
seu llindar de percepci6é sensorial. Perd en els vins elaborats amb raims de les
varietats anomenades aromatiques, I'aroma primaria és la que els déna el toc
distintiu. Un exemple sén els vins de Moscatell, Gew{iztraminer o Riesling, en els
quals els compostos terpenics sén els responsables de I'aroma caracteristica. O
també el cas de les metoxipirazines en els vins de Cabernet sauvignon, que els

confereixen les olors herbacies i de pebrot verd caracteristiques d’aquests vins.

Aroma secunddria

L’aroma secundaria o fermentativa esta constituida en gran part pels compostos
que es formen durant la fermentaci6 alcoholica per 'accié dels llevats i que soén els
responsables del tipic aroma dels vins neutres. D’alguna manera es pot dir que les
olors que aporten aquests compostos, que majoritariament sén alcohols, ésters
etilics, acetats i acids grassos, constitueixen la base de l'aroma del vi. Altres
fermentacions secundaries que es produeixen durant la vinificacié també
contribueixen a l'enriquiment de l'aroma. Una de les més importants és la
fermentacié malolactica produida per les bacteéries lactiques. Aquesta fermentaci6,
que té lloc principalment en els vins negres, constitueix una desacidificacié
biologica del vi i converteix 1'acid malic en acid lactic. A més a més de suavitzar, la
fermentacié malolactica refina 'aroma dels vins joves i és per aixd que es considera

la primera fase de maduraci6 aromatica dels vins destinats a envellir.
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Aroma terciaria

La formacié de l'aroma terciaria o postfermentativa s’inicia després de la
fermentacié, quan el vi es sotmet a un procés d’envelliment. Les reaccions
quimiques que es produeixen durant aquest procés converteixen 1’aroma del vi en
I'anomenat buquet. Quan 'envelliment es fa en bétes de fusta es parla de buquet
d’oxidacié, ja que aquestes sén permeables a l'aire, mentre que si es fa en ampolles
el tap de suro tapa hermeticament i no deixa que hi entri 'aire i, per tant, es parla

de buquet de reduccié.

L’evolucié de l'aroma després de la fermentaci6 depén de les condicions de
vinificacio, dels llevats, de les tecniques que s’hagin utilitzat en 1'elaboracié i de les
condicions de conservacié durant l'envelliment. En aquesta evolucié es poden
formar compostos nous, per exemple, aquells que s’extreuen de la fusta quan es
duu a terme I'envelliment en béta, com poden ser la vainil lina o el siringoaldehid,
que procedeixen dels productes de degradacié de la lignina. Per altra banda, pot
augmentar o disminuir la concentracié de compostos que ja eren presents al vi. Els
acetats, per exemple, son gradualment hidrolitzats durant el procés d’envelliment.
Aquest fet és el causant de la perdua de 1'aroma afruitat que caracteritza els vins
joves, ja que els acetats hi tenen una contribucié important. Altres compostos, com
I'acetaldehid, el lactat d’etil o els ésters dietilics dels acids succinic, malic i tartaric,
n’augmenten la concentracié durant aquest procés. Aquests nombrosos canvis que
poden tenir lloc en el vi durant I'envelliment poden afectar drasticament I'aroma i,

en conseqiiencia, la qualitat del vi.

I1.2.2 Classificacié segons la funcié dels compostos

Una altra classificaci6é possible dels compostos que constitueixen 1’aroma del vi és
segons la funcié que hi desenvolupin. Les categories en que es poden incloure s6n

les segtients [22]:
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Base de " aroma

Aquesta categoria esta formada per tots aquells compostos que sén presents en tots
els vins a uns nivells de concentraci6 apreciables i que constitueixen el tronc de la
percepcié aromaticogustativa. Aquests compostos, que majoritariament sén
produits durant la fermentacié alcoholica, sén els alcohols de fusel (isobutilic,
isoamilic i feniletilic) i els seus acetats, els acids grassos (acetic, butiric, hexanoic,
octanoic, isobutiric i isovaléric) i els seus esters etilics, el metionol, 1'acetaldehid, el

diacetil i la f-damascenona.

Aroma subtil

Els compostos inclosos en aquesta categoria també es troben en tots els vins, pero,
a diferencia dels anteriors, tan sols en algunes ocasions la seva concentracié supera
el llindar de percepcié sensorial i genera unes notes aromatiques caracteristiques.
Els fenols volatils (guaiacol, vinilguaiacol, eugenol, etc.) en sén un clar exemple,

aixi com també els terpens en les varietats neutres.

Aroma impacte

Aquesta dltima categoria esta formada pels compostos que només es troben en
alguns vins determinats i en els quals el seu impacte sensorial és tan intens que fan
que aquells vins es diferenciin de la resta. Alguns exemples s6n el linalool,
juntament amb altres terpens, que sén els responsables de les caracteristiques notes
afruitades dels vins de Moscatell; la 4-mercapto-4-metilpentanona, que aporta una
olor de ginesta als vins de Schereube i Sauvignon blanc; o les metoxipirazines en
els vins de Cabernet sauvignon, que els confereixen les notes de pebrot verd,

tipiques d’aquests vins.
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I1.2.3 Composicio de I’aroma del vi

A partir dels exemples mostrats en les diferents classificacions, ja s’ha pogut
deduir que els compostos que conformen l'aroma del vi pertanyen a families
quimiques molt variades. Nombrosos investigadors han dedicat els seus esforcos a
identificar els compostos que es troben a la fraccié volatil del vi, aixi com també a
coneixer-ne 'origen, tal com ho mostra la gran quantitat de publicacions que es

troben en la bibliografia en forma de revisions [7, 19-21, 23-32].

En aquest apartat es presenta una descripci6 breu dels compostos més importants
que constitueixen I'aroma del vi classificats segons la familia quimica a la qual
pertanyen. Mitjancant taules, s’indica l'olor que fan aquests compostos, la
concentracié en qué es troben habitualment en el vi, aixi com també els seus
llindars de percepcié sensorial, en vi o en una solucié hidroalcoholica. En alguns
casos, el llindar de percepci6 sensorial s’indica amb un interval perque els valors
trobats per diferents investigadors varien substancialment. La informacié que es
presenta a les taules no és un recull exhaustiu de totes les dades que apareixen a la
bibliografia, siné que tan sols pretén mostrar, de manera orientativa, I'impacte

d’aquests compostos en I'aroma del vi.

Esters

Els esters sén compostos majoritaris de 'aroma del vi produits principalment en
els processos fermentatius, en qué tenen lloc esterificacions de naturalesa
enzimatica i, en menor proporcié, en els processos d’envelliment, en qué tenen lloc
esterificacions de naturalesa quimica. Si tenim en compte que l'etanol és 1'alcohol
majoritari, els esters etilics s6n el grup més abundant. L’altre grup important s6n
els acetats, tot i que també s’hi poden trobar en petites quantitats esters que soén el
resultat de la combinacié d’acids grassos, hidroxiacids i cetoacids amb alcohols de

cadena llarga o poliols.
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Concentracié (mg/L)
Compost Descriptor LPS (mg/L)

Viblanc | Vinegre
Acetat detil Picant, pinya 160 30-160 10-250
Acetat de 2-feniletil Floral, mel 1.8 0-4 0.01-2
Acetat d’hexil Poma, pera 0.7-2.4 0-1 0-0.8
Acetat d’isoamil Platan 0.2 0.03-12 0-10
Butirat d’etil Afruitada 0.02* 0.01-4 0.01-4
Decanoat d’etil Afruitada 0.5 0-3 0-2
Hexanoat d’etil Poma verda 0.08 0.02-2 0.02-2
2-metilbutirat d’etil Afruitada 0.001-0.018* 0-0.05 0-1
3-metilbutirat d’etil Afruitada 0.003* 0.01-0.06 0.01-0.11
Octanoat d’etil Afruitada 0.6 0.05-5 0.05-3
Propanoat d’etil Maduixa 1.8 0-2 0-10

Taula I1.3. Exemples d’ésters que es troben en l'aroma del vi. Llindars de percepcié sensorial
(LPS) en el vi 0 en una solucié hidroalcoholica (*).

En la taula I1.3 es presenten els ésters més importants que es troben a la fraccié
volatil del vi. Tal com es pot observar, la contribuci6 dels acetats i dels ésters etilics
de cadena curta a l'aroma del vi és important, ja que, en molts casos, la
concentracié en qué es troben és superior al seu llindar de percepcié sensorial.
Aquests compostos son els responsables de 1'agradable olor afruitada dels vins

joves de les varietats neutres.
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Alcohols

Els alcohols sén també compostos majoritaris de I’aroma del vi que, de la mateixa
manera que els esters, es formen principalment en el procés de fermentacio.
L’etanol, després de l'aigua, és el constituent quantitativament més important del
vi. A part de la seva olor distintiva i dels seus efectes fisiologics en el sistema
nervids central, determina la viscositat (el cos), equilibra les sensacions gustatives i
actua com un fixador de les olors. El metanol, tot i que es troba en quantitats
relativament importants (entre 20 i 300 mg/L), no té incidencies organoléptiques.
Per altra banda, els alcohols de cadena més llarga, alguns dels quals es mostren a la
taula 1.4, si que tenen una incidéncia important en 1’aroma del vi, tot i que no sén
considerats factors de qualitat a causa de les olors desagradables que presenten
alguns d’ells. Per sota dels 300 mg/L aquests compostos contribueixen
positivament a la complexitat aromatica del vi, mentre que, en concentracions
superiors als 400 mg/L, poden convertir-se en un factor negatiu, és a dir, en un

defecte de 1’aroma.

Tot i que, com ja s’ha dit, els alcohols sén majoritariament produits per 1'accié dels
llevats durant la fermentacié alcoholica, alguns d’ells ja sén presents als raims.
Aquest és el cas dels hexanols i hexenols, que es troben dins dels teixits vegetals i
son els responsables de les olors herbacies caracteristiques dels vins elaborats amb
raims poc madurs. Alguns alcohols també es poden formar per alteracions
microbianes, ja sigui per I'accié de llevats o bacteris. Un exemple és la presencia
d’'1-octen-3-ol en els vins elaborats amb raims infectats pel fong Botrytis cinerea, als

quals confereix la seva olor de bolet.
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LPS Concentracié (mg/L)

Compost Descriptor

(mg/L) | vViblanc | Vinegre
Butanol Medicinal, dolga 150 1-5 1-2
2-feniletanol Roses 25-200 20-180 20-130
Hexanol Herbacia 1.1-5.2 1-3 1.5-5
(E)-3-hexenol Herbacia - 0-0.1 0-0.1
(Z)-3-hexenol Herbacia 0.4* 0.05-0.3 0.05-0.3
2-metil-1-butanol Solvent, quimica 300-330 20-80 50-150
3-metil-1-butanol Quimica, rancia 14.5 70-320 120-500
2-metil-1-propanol Desagradable 75-500 30-170 45-140
Propanol Quimica 306-750 10-50 10-50

Taula II.4. Exemples d’alcohols que es troben en 1’aroma del vi. Llindars de percepcié sensorial
(LPS) en el vi o en una solucié hidroalcoholica (*).

Acids

De tots els acids organics presents en el vi, molt pocs sén suficientment volatils per
poder contribuir a l'aroma, i els que podrien fer-ho generalment es troben en
concentracions inferiors als seus llindars de percepcié sensorial (taula IL.5). El
constituent principal de I'acidesa volatil del vi és 1'acid acetic. Aquest compost és
produit pels llevats al comencament de la fermentacié alcoholica i també pot
augmentar lleugerament la seva concentracié durant la fermentacié malolactica a
causa de la descomposicié de l'acid citric. Perd, quan l'acid acetic es troba en
concentracions elevades (> 1 g/L), indica que hi ha hagut una intervencié dels
bacteris acetics i, a aquests nivells de concentraci6, I'olor es considera un defecte
important del vi que, juntament amb l'acetat d’etil, sén els responsables del

conegut “picat acetic”.
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Concentracié (mg/L)
Compost Descriptor LPS (mg/L)

Viblanc | Vinegre
Acid acetic Vinagre 200* 50-600 50-800
Acid butanoic Formatge, rancia 0.2-4* 1.5-4 0.5-5
Acid decanoic Greixosa, sabé 6 1-6 1-5
Acid hexanoic Rancia, afruitada 8 0.02-5.7 0.7-2.6
Acid 3-metilbutanoic Formatge, fecal 0.03-0.7¢ 0.5-5 0.5-5
Acid 2-metilpropanoic | Mantega rancia 2.3-20* 0.1-6 1-6
Acid octanoic Greixosa, floral 10 1-10 1-10
Acid propanoic Rancia 8.1* 0.1-2 0.1-10

Taula IL5. Exemples d’acids que es troben en l'aroma del vi. Llindars de percepci6 sensorial
(LPS) en el vi o en una soluci6 hidroalcoholica (*).

Terpens

Els compostos terpenics, com ja s’ha comentat anteriorment, sén els responsables
de I'aroma floral caracteristica dels vins de Moscatell i també d’altres vins elaborats
amb varietats aromatiques com sén la Gewtirztraminer, la Scheurebe i la Riesling.
Encara que també es poden trobar compostos terpénics en els vins de les varietats
neutres, la concentracié d’aquests és generalment inferior al seu llindar de

percepcié sensorial i, per tant, no influeixen en 'aroma.

Una gran quantitat d’aquests compostos es troben als raims, concretament a la pell.
Mentre que alguns estan de forma lliure, altres estan en forma de precursors
aromatics i poden ser alliberats durant el procés de vinificacié. En el procés de
crianga hi pot haver canvis en la concentracié d’aquests compostos i, fins i tot,

alguns es poden transformar en altres terpens. Per exemple, s’ha observat que la
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concentraci6é de linalool, geraniol i citronelol disminueix durant la crianca mentre
que la d’oxid de linalool, oxid de nerol, HO-trienol, a-terpineol, hidroxilinalool i
hidroxicitronelol augmenta. El fong Botrytis cinerea també pot modificar la
composicié monoterpenica, degradant els principals monoterpens i transformant-

los en constituents menys olorosos.

Tot i que en el vi s’han identificat més de seixanta monoterpens, els més

importants aromaticament sén els alcohols monoterpénics que es mostren a la

taula IL.6.

LPS Concentracio (ng/L)

Compost Descriptor
(ng/L) Vi blanc Vi negre

Citronelol Floral, dolca 0.03 0-30 0-5
Geraniol Floral, afruitada 30* 0-500 0-10
Linalool Floral, llimona 6 1-1000 0-10
Nerol Floral, herbacia - 0-400 0-5
o-terpineol Floral, medicinal 80 0-80 0-5

Taula II.6. Exemples d’alcohols monoterpénics que es troben en l'aroma del vi. Llindars de
percepcié sensorial (LPS) en el vi o en una solucié hidroalcoholica (*).

Lactones

En el vi s’hi poden trobar diverses lactones, pero en la majoria dels casos la seva
contribucié a I'aroma no és important, ja que es troben en concentracions inferiors

al seu llindar de percepci6 sensorial.

L’origen d’aquests compostos pot ser molt divers. Existeixen les lactones d’origen

fermentatiu, entre les quals la més coneguda és la y-butirolactona, que, tot i trobar-
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se en concentracions importants, generalment no influeix en 'aroma del vi. Altres
poden apareixer durant 'envelliment en bétes de roure, com és el cas dels dos
isomers de la 3-metil-y-octalactona, coneguda amb el nom de whisky lactona o oak
lactona. Tot i que les quantitats que es troben dels dos isomers son semblants, els
seus llindars de percepcié sensorial sén molt diferents, fins al punt que la

contribucié a I’aroma de l'isomer cis és negligible en la majoria dels casos.

La 4,5-dimetil-3-hidroxi-2(5H)-furanona, coneguda com a sotolon, es troba en
concentracions superiors al seu llindar de percepcié sensorial en vins elaborats
amb raims infectats per Botrytis cinerea i, juntament amb el 9-hidroxinonanoat
d’etil, és el compost responsable de 'olor caracteristica d’aquests vins. Per altra
banda, aquest compost s’ha identificat també en els finos de Xeres, i s’ha vist que la
seva olor, que es descriu com a dolga, especiada, curri i nous, contribueix de
manera important a 'aroma d’aquests vins. Una altra lactona que es troba en
quantitats relativament importants en els finos és la solerona (5-oxo-4-hexanolida),

tot i que existeix controversia sobre la seva participaci6 en I'aroma d’aquests vins.

LPS Concentracio (ng/L)

Compost Descriptor
(ng/L) Viblanc | Vinegre

y-butirolactona Goma, caramel - 24-800 0-5300
y-decalactona Préssec 400 - -
(Z)-3-metil-y-octalactona | Coco 790* 12-146 -
(E)-3-metil-y-octalactona | Coco 100% 15-27 50-140
y—nonalactona Coco 30-460 0-50 0-43

Taula I1.7. Exemples de lactones que es troben en 1'aroma del vi. Llindars de percepci6 sensorial
(LPS) en el vi o en una soluci6 hidroalcoholica (*).
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La taula II.7 mostra algunes de les lactones que es troben de manera més freqiient

en 'aroma del vi.

Compostos carbonilics

Malgrat que en el most s’hi troben compostos carbonilics en concentracions
elevades que s’originen en el procés de premsat dels raims, aquests ja no sén
detectats en el vi perque sén eliminats pels llevats al comencament de la
fermentacié. Aquest és el cas de I'hexanal, els hexenals i I'(E,E)-2,4-decadienal, que
son compostos amb una olor herbacia caracteristica. No obstant aixo, la
concentracié d’aquests compostos pot augmentar durant la crianca a causa de

I'oxidaci6 catalitzada dels corresponents alcohols.

L’acetaldehid és el compost carbonilic majoritari del vi i la seva concentraci6 es
considera un indicador de I'estat d’oxidacié d’'un vi. Aquest compost ja forma part
de la composici6 del raim, perd, a més a més, també és un producte intermedi de la
fermentacié6 i, per tant, el tipus de llevat, la temperatura de fermentacio, el pH i
I'oxigenaci6 del medi influiran en la seva concentracié final. Durant l'envelliment,
a causa de l'oxidaci6 de l'etanol i d’alguns o-hidroxifenols, augmenta la
concentracié d’acetaldehid i, per tant, la possibilitat que contribueixi, amb la seva

olor rancia i de fruita verda, a ’aroma del vi.

Altres compostos carbonilics que es troben en el vi son la 3-hidroxi-3-butanona
(acetoina), la 2,3-butadiona (diacetil) i la 2,3-pentadiona. Aquestes cetones sén
produides durant la fermentacié alcoholica pels llevats, tot i que la concentraci6
d’acetoina i de diacetil pot augmentar considerablement durant la fermentacié
malolactica. El diacetil, quan es troba en concentracions entre 1 i 4 mg/L, aporta
complexitat al vi, perd per damunt de 5 mg/L la seva olor intensa de mantega es

considera un defecte.
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La p-damascenona i la B-ionona sén dues cetones norisoprenoides que provenen
de la degradaci6é dels carotenoides del raim. Aquests compostos, que presenten
olors afruitades i florals molt agradables, poden tenir un impacte sensorial

important en alguns vins.

La taula I1.8 mostra els compostos carbonilics més importants que es troben en la

fracci6 volatil del vi.

LPS Concentracié (mg/L)

Compost Descriptor

(mg/L) | viblanc | Vi negre
Acetaldehid Rancia, herba, fruita verda 100 5-100 5-100
Acetoina Iogurt, suor 150 1-10 3-20
B-damascenona Afruitada, dolga 45106 0-0.170 0-0.170
Diacetil Mantega 3 0.5-3 2-5
B-ionona Floral, violeta 90 10-6 0-0.030 0-0.001
2,3-pentadiona Mantega 1 2.5 3.9

Taula II.8. Exemples de compostos carbonilics que es troben en 1’'aroma del vi. Llindars de
percepcid sensorial (LPS) en el vi o en una solucié hidroalcoholica (*).

Compostos fenolics volatils

Excepte l'acetovainillona, els compostos fenolics volatils que es troben en el vi no
provenen del raim siné que es formen durant els processos de vinificacié i
d’envelliment. El 4-etilfenol, el 4-vinilfenol, el 4-etilguaiacol i el 4-vinilguaiacol s6n
els compostos d’aquesta familia que més contribuci6é tenen a 'aroma del vi. El 4-
vinilfenol i el 4-vinilguaiacol, provenen de la descarboxilaci6é enzimatica dels acids

p-cumaric i ferdlic respectivament, que té lloc durant el procés de fermentacié
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alcoholica. Els vins blancs contenen quantitats variables d’aquests dos compostos
amb olors especiades, perd poques vegades es troben en els vins negres pel fet que
alguns compostos fenolics del raim inhibeixen I'enzim responsable de la formacié

dels vinilfenols.

Els etilfenols sén una desviacié aromatica freqiient dels vins negres que, a nivells
de mg/L, confereixen al vi una forta olor desagradable. Durant molt temps, s’havia
atribuit 1'origen d’aquests compostos al metabolisme de les bacteries lactiques.
Pero, la quantitat d’etilfenols que poden produir aquestes bacteries és molt petita si
es compara amb la que produeixen llevats de Brettanomyces, veritables
responsables d’aquest defecte. Aquests llevats sén capagos de produir els etilfenols

a partir dels acids p-cumaric i fertlic provinents del raim.

LPS Concentraci6 (ug/L)

Compost Descriptor

(ng/L) Vi blanc Vi negre
Acetovainillona Vainilla - 200 -
4-etilfenol Pell, estable 140* 12-42 200-1800
4-etilguaiacol Fumat, fenolica, especiada 33* 1-22 40-400
Eugenol Clau (especie) 11* 12-84 -
Guaiacol Fumat 3-10* 4-29 5
Vainil lina Vainilla 200 17-45 -
4-vinilfenol Especiada, clavell 180* 18-81 8-45
4-vinilguaiacol Especiada, curri 1100* 19-750 1-10

Taula I1.9. Exemples de fenols volatils que es troben en l'aroma del vi. Llindars de percepcié
sensorial (LPS) en el vi o en una solucié hidroalcoholica (*).
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Un altre origen de compostos fenolics volatils és la degradacié quimica de la
lignina en els vins emmagatzemats en bétes de fusta. Els més importants sén la
vainil lina, la propiovainillona, el guaiacol, el 4-metilguaiacol, l'eugenol i

l'isoeugenol que confereixen al vi olors predominantment especiades i de fumat.

En la taula II.9 es presenten alguns dels fenols volatils que es poden trobar a la

fraccié volatil del vi.

Compostos amb sofre

Els compostos sofrats que s’han trobat en el vi es poden classificar segons la seva
estructura en cinc families diferents: tiols, sulfurs, polisulfurs, tioésters i compostos
heterociclics. La majoria d’aquests compostos tenen una influéncia negativa en
I'aroma del vi degut a les olors desagradables que presenten, amb 1'excepcié
d’alguns que participen positivament en I'aroma varietal, com és el cas de la 4-
metil-4-mercaptopentanona en els vins de Sauvignon blanc. La formacié dels
compostos sofrats esta relacionada amb el metabolisme d’alguns aminoacids, en la
degradaci6 de pesticides que contenen sofre i amb les reaccions de reduccié
catalitzades per la llum. Aquestes dltimes sén les responsables de les olors de
tancat o de reduit que presenten alguns vins embotellats. Els responsables
d’aquestes notes desagradables sén, principalment, compostos volatils que
contenen sofre reduit, és a dir, grups tiol. La majoria de vegades, pero, aquestes
olors s’eliminen quan s’obre I'ampolla i es deixa airejar, la qual cosa és una practica

usual i necessaria en vins envellits.

El sulfur d’hidrogen és el compost sofrat més caracteristic que es troba en el vi.
Aquest compost, que confereix al vi una olor desagradable d’ous podrits, pot
aparéixer en quantitats importants durant la fermentacié si els raims contenen
sofre elemental en estat lliure. Aquest i altres compostos sofrats d’olors intenses es

presenten a la taula II.10.
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LPS Concentracio (ng/L)
Compost Descriptor
i blanc i negre
(ng/L) Vi bl Vi negr
Benzotiazol Cautxt, goma 50-350 0-7 0-15
Disulfur de carboni Cautxu 30 0-10 0-10
Disulfur de dimetil Ceba 29 0.1-1 0.3-1.6
4-metiltio-1-butanol Alls 100-1000 0-10 5-20
3-metiltio-1-propanol Patates bullides 1000-4000 | 200-3500 800-4000
2-metil-tetrahidrotiofe Cautxt - 3-50 0-30
Sulfur de dimetil Esparrecs, cereals 25-60 0-474 8-15
Sulfur d’hidrogen Ous podrits 0.001-150 0-10 -

Taula II.10. Exemples de compostos sofrats que es troben en 'aroma del vi. Llindars de percepcié
sensorial (LPS) en el vi o en una solucié hidroalcoholica (*).

Compostos amb nitrogen

Dels compostos nitrogenats que s’han identificat en la fraccié volatil del vi, els més

importants pel que fa a la seva contribuci6 a I’aroma sén, sens dubte, les pirazines.

Aquesta familia de compostos, i més concretament les alquil-metoxipirazines, sén

les responsables de les olors herbacies i de pebrot verd caracteristiques del vins de

Cabernet sauvignon. Tot i trobar-se a nivells molt baixos de concentracié (ng/L), la

seva contribucié a I'aroma és important a causa dels baixos llindars de percepcié

sensorial que presenten. La taula II.11 mostra les 3-alquil-metoxipirazines més

importants que s"han identificat en 1’aroma del vi.
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LPs | Concentracié (ng/L)
Compost Descriptor
(g/L) | Vi blanc | Vi negre
3-sec-butil-2-metoxipirazina | Pebrot verd, pésols 1-2 0-2 0.5
3-isobutil-2-metoxipirazina Pebrot verd, pesols 1-16 0-38 0.8-56.3
3-isopropil-2-metoxipirazina | Nou rostida 2 1.3-6 0.3

Taula II.11. Exemples de compostos nitrogenats que es troben en l'aroma del vi. Llindars de
percepci6 sensorial (LPS) en el vi o en una solucié hidroalcoholica (*).

Altres

En els vins envellits s’hi han identificat alguns hidrocarburs, com benze, tolug,
estire, etc. Pero els que han despertat més interes en els investigadors a causa de la
seva olor sén 1'1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftale (TDN) i el vitispira. El TDN aporta
al vi una nota aromatica de querose, caracteristica dels vins envellits, perd que a
concentracions elevades es pot convertir en un defecte molt desagradable. Un altre
cas similar és el del vitispira que contribueix a les olors camforacies dels vins que

no han envellit de manera correcta o de vins molt vells.

Un altre compost interessant pel que fa a la seva participacié en I'aroma d’alguns
vins és la 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona, coneguda com a furaneol. Aquesta
furanona es va identificar, ja fa temps, com un dels compostos responsables de les
olors dolces i de maduixa que presenten els vins d’algunes varietats de Vitis
Labrusca. Pero, fins fa relativament poc temps, no s’ha detectat la presencia
d’aquest compost en vins de Vitis vinifera demostrant, fins i tot, la seva contribucié

al'aroma d’alguns d’ells.
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I1.2.4 Defectes aromatics

Un problema important per als enolegs és la presencia en el vi d’olors

desagradables. S6n els anomenats defectes o off-flavors. El progrés de 'enologia ha

permes millorar considerablement la qualitat dels vins de manera que alguns

defectes molt freqiients en el passat practicament han desaparegut pero, a la

vegada, les degustacions han anat sent més i més exigents. Els defectes importants

poden ser percebuts i identificats sensorialment perd n’hi ha d’altres que, tot i no

poder apreciar-se clarament les seves caracteristiques, emmascaren la finesa de les

olors afruitades aportant al vi una major complexitat. A la taula I1.12 es mostren

alguns exemples d’aquests defectes aromatics.

Descriptor Compost responsable
Oxidat Acetaldehid

Ceba, alls Mercaptans

Ous podrits Sulfur d’hidrogen
Vinagre Acid acetic i acetat d’etil
Xampiny6 1-octen-3-ol

Gerani 2-etoxi-3,5-hexadié

Gust de ratoli 2-acetiltetrahidropiridina
Gust de suro 2,4 6-tricloroanisole

Taula II.12. Exemples de defectes aromatics en els vins.

L’origen d’aquests compostos és molt divers ja que la seva formacié pot ser

deguda a reaccions quimiques,

a processos microbiologics

o també a

contaminacions externes. Un aspecte important a destacar és que, de vegades, la
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preséncia d’alguns d’aquests compostos no es considera un defecte siné que
constitueix una tipicitat. Per exemple, no és acceptable una presencia notable
d’acetaldehid lliure en un vi on la frescor ha de dominar. No obstant aixo, en els
vins rancis, el caracter oxidatiu que aporta aquest compost és part de la seva
tipicitat. L’acetaldehid pot provenir de I'oxidaci6 directa de l'etanol en presencia

de catalitzadors (Fe®*, Cu?*) o de l'acci6 dels llevats micodermics.

Les reaccions de reducci6é porten a un defecte aromatic conegut com a “gust de
llum”. Aquest defecte, que afecta sobretot als vins blancs, s’anomena aixi perque és
a causa de la fotodegradacié oxidativa d’alguns aminoacids que contenen sofre i
que evolucionen cap a compostos sofrats responsables d’aquesta olor. En general,
aquests compostos es consideren off-flavors a causa de les olors desagradables que

presenten (all, ceba, goma, corral, etc.).

L’acid acetic, constituent essencial de 1’acidesa volatil, és un dels defectes més
importants del vi per damunt d’una certa concentracié. Valors d’acidesa volatil
superiors a 1 g/L (expressat en acid acetic) indiquen una intervencié dels bacteris
acetics. En les alteracions produides per aquests microorganismes, a més a més
d’acid acetic també es forma acetat d’etil que és el responsable del caracter
organoleptic del “picat del vi” que es caracteritza per una olor sufocant molt
desagradable i per una impressi6é de duresa i de cremor al final de la degustaci6

(acescencia).

Altres defectes aromatics que es poden trobar ocasionalment en els vins sén 1’olor

i”

de gerani o el “gust de ratoli”. El primer és a causa de la preséncia de 2-etoxi-3,5-

hexadie, que és un compost produit per l'activitat bacteriana en vins que contenen

P
1

acid sorbic com a conservant. Pel que fa al “gust de ratoli”, en els vins que
presenten aquest defecte es percep una olor molt desagradable al final de la
degustacié que recorda als ratolins, és per aix0 que alguns autors el denominen

d’aquesta manera. No es coneix amb certesa el seu origen, pero sembla que els
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bacteris lactics son els implicats en l'aparicié d’aquest defecte que es troba en

alguns vins mal conservats, en particular als insuficientment sulfitats.

En el vi també s’hi poden trobar defectes aromatics deguts a contaminacions
externes. Un dels més habituals, i que més preocupa a la inddstria vinicola, és el
que es coneix com a “gust de suro”. Aquest defecte s'Tanomena d’aquesta manera
perque, tradicionalment, s’ha associat amb la utilitzacié de taps de suro, tot i que,
en molts casos, aquests no sén els responsables directes de la contaminacié. S"han
identificat diversos compostos responsables de I'olor de humitat, florit, terra i fusta
mullada que es percep en els vins que presenten aquest defecte pero, sens dubte,

un dels principals contribuidors és el 2,4,6-tricloroanisole.
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I1.3 LAROMA DELS AIGUARDENTS

L’aroma dels aiguardents, de la mateixa manera que 'aroma del vi, no és deguda a
les olors que aporten uns quants compostos amb caracter impacte siné que és el
resultat de les olors que aporten nombrosos compostos [24, 26, 33, 34]. La fraccié
volatil de la major part de les begudes alcoholiques esta composada gairebé dels
mateixos constituents. No obstant aixo, les materies primeres i la tecnologia que
s’utilitzi per a elaborar-les subministren els ingredients necessaris que donen als

diferents productes el seu caracter particular.

El cos de I'aroma dels aiguardents esta format pels compostos produits pels llevats
durant la fermentacié -que sén majoritariament alcohols, acids grassos, ésters
etilics i acetats- i que es troben a concentracions elevades. No obstant aixo, a
I'aroma també hi contribueixen molts altres compostos que, tot i ser minoritaris,
també tenen la seva importancia sensorial i en alguns casos sén els que donen el
toc distintiu a les diferents begudes alcoholiques. L’ origen d’aquests compostos pot
ser divers: compostos que provenen de la materia primera i del seu processat i que
passen inalterats a l'aiguardent, compostos que s’extreuen de la fusta durant
I'envelliment en bétes o compostos que es formen mitjancant reaccions quimiques

entre alguns constituents de I'aiguardent durant I'envelliment.

Tot i que, com ja s’ha dit, durant la fermentacié s’originen els compostos que
conformen el cos de I'aroma, la destil lacié és una etapa clau en la composicié de
I'aroma de la beguda alcoholica final. En aquesta etapa, a més de l'alteracié que es
produeix en la composicié volatil a causa de la variaci6 en les proporcions relatives
dels compostos formats durant la fermentacid, tenen lloc reaccions quimiques
degudes a les condicions de temperatura en queé es duu a terme la destil lacié.
Factors com sé6n el tipus de diposit, el grau de rectificacié i la seleccié de les
fraccions que formaran part de la beguda alcoholica determinen també d’una

manera important la composicié de I'aiguardent final. Normalment, els compostos
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més volatils (els caps) no s'inclouen a la beguda alcoholica ja que el seu impacte
sensorial es considera negatiu. L'acetaldehid, el dioxid de sofre i I'acetat d’etil sén
alguns dels compostos “no-desitjats” que es troben en els caps de la destil lacié.
Alguns dels esters etilics més volatils i també alguns aldehids sén eliminats amb
aquesta separaci6. No obstant aixo, el contingut d’aquests ultims es recupera
durant I'envelliment en bota. Per altra banda les fraccions menys volatils (les cues)
tampoc s’acostumen a incloure en la beguda alcoholica final. En aquesta fraccié
s’hi troben, principalment, acids grassos que presenten olors de sabd, com sén els

acids hexanoic, octanoic i decanoic.

Tot i els grans canvis que es produeixen en la composicié volatil dels aiguardents
durant la fermentaci6 i la destil lacié, quan han finalitzat aquestes dues etapes,
I'aroma resultant és tan sols una aproximacié del que sera 'aroma del producte
final. En I'envelliment en béta, els compostos volatils reaccionen lentament cap al
seu equilibri donant com a resultat canvis graduals en 'aroma que, sens dubte,

porten a la seva millora i per tant a la millora de la qualitat del producte final.

Aiguardent Matéria primera
Brandy, conyac Ratm

Ginebra Cereals

Rom Canya de sucre
Tequila Atzavara

Vodka Patata o cereals
Whisky Cereals

Taula I1.13. Exemples de begudes alcoholiques destil lades i la materia
primera a partir de la qual s’obtenen.
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Com ja s’ha comentat, un dels factors que caracteritza els diferents tipus
d’aiguardents és la matéria primera a partir de la qual s’obtenen. La taula II.13
mostra algunes de les begudes alcoholiques destil lades que més es consumeixen

arreu del moén i la materia primera a partir de la qual s’obtenen.

En el marc d'un programa de col laboracié cientifica amb Llatinoamerica, en
aquesta tesi s’ha estudiat l'aplicacié d’algunes tecniques analitiques a 'analisi de
I'aroma de roms. Es per aix0 que ens centrarem amb 1'aroma d’aquesta beguda

alcoholica que s’obté a partir de la canya de sucre.

I1.3.1 L’aroma del rom

El rom, classicament associat als paisos del Carib, fou la primera beguda alcoholica
destil lada que es va elaborar en aquesta zona amb l'arribada dels europeus. A
partir de llavors, el seu reconeixement va anar augmentant fins al punt que
actualment s’exporta i es consumeix a tot el mén. Aquesta beguda alcoholica s’obté
a partir dels sucres de la canya de sucre i depenent del tractament que es faci a la

materia primera s’obtenen roms de diferent qualitat.

L’aroma del rom, com la de la resta dels destil lats, esta composada per un gran
nombre de compostos volatils de diferent naturalesa quimica, que es troben en
concentracions molt variades i que contribueixen de manera diferent a 1'aroma
global de la beguda. Aquests compostos volatils sén, principalment, compostos
carbonilics, alcohols, ésters i acids grassos que es formen durant el procés de
fermentaci6 dels sucres. Tot i que aquesta etapa és la més important pel que fa a la
produccié de compostos volatils, la destil lacié i I'envelliment que es duu a terme
posteriorment, son dues etapes critiques en la composicié aromatica que s obtindra

finalment.

En els treballs que es troben a la bibliografia, en forma de revisions, sobre la

composicié aromatica del rom, hi queda reflectida la complexitat de l’aroma
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d’aquesta beguda alcoholica [23, 33-37]. A continuaci6 es presenta una breu
descripcié de les principals families de compostos quimics que constitueixen la

fraccié volatil del rom.

Com ja s’ha dit, la fermentaci6 és l'etapa on hi ha més produccié6 de compostos
volatils. En aquesta es produeixen relativament grans quantitats d’alcohols alifatics
de baix pes molecular i molt olorosos com sén el propanol, el 2-metil-1-propanol, el
butanol i els alcohols isoamilics, aixi com també alcohols aromatics entre els quals
destaca el 2-feniletanol. Aquesta familia de compostos té una gran influéncia en
I'aroma del rom. Fins i tot, el contingut total d’alcohols permet classificar els roms
en pesats o lleugers. Per exemple els roms pesats de Jamaica tenen un contingut
total d’alcohols entre 900 i 3400 mg/L mentre que els lleugers en tenen menys de

60 mg/L.

Els esters son l'altra familia de compostos que s’originen en la fermentacié i que
contribueixen significativament a l'aroma dels roms aportant les seves olors
afruitades. Es considera que un rom amb un alt contingut d’ésters, especialment

ésters etilics, és un rom de bona qualitat.

Altres compostos volatils originats en el procés de fermentacié sén els aldehids,
entre els quals el majoritari és l'acetaldehid. No obstant, a causa de la gran
reactivitat d’aquests compostos, el seu contingut es redueix de manera
considerable durant la destil lacié ja que reaccionen amb els alcohols per formar
acetals, la qual cosa redueix, en el destil lat final, I'olor picant i desagradable que
presenten alguns d’ells. Les cetones s6n altres compostos carbonilics que també es
formen durant la fermentaci6. A més a més de cetones alifatiques com sén
'acetona, la butanona, les pentanones i les hexanones, també s’hi troba 1'acetoina,

el diacetil i la 2,3-pentadiona.

Els acids grassos volatils sén una altra familia de compostos que contribueixen a
I'aroma i al gust del rom, entre els quals I'acid acetic és el que es troba en major

concentracio.
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L’origen de compostos fenolics en I'aroma dels roms és degut principalment al
contacte del destil lat alcoholic amb la fusta en l'envelliment del producte.
L’eugenol és un dels principals fenols que shi troben i la seva concentraci6
augmenta amb I'envelliment en bétes de roure. Aquest compost, juntament amb la
vainil 1lina, el siringoaldehid, I'o-cresol, el p-cresol, el guaiacol, el 4-etilfenol i el 4-
etilguaiacol generalment contribueixen a l'aroma dels roms ja que les seves

concentracions sé6n superiors als seus llindars de percepcié sensorial.

Altres compostos que s’han identificat en I'aroma dels roms sén alguns alcohols
monoterpénics com el linalool, el citronelol, el geraniol o l'a-terpineol. També
algunes lactones com la y-nonalactona, la y-decalactona, la y-dodecalactona, la -
octalactona, la 3-decalactona i la 3-dodecalactona, tot i que a nivells traca. A més
s’hi han trobat compostos sofrats (tiols, sulfurs i disulfurs) i compostos nitrogenats

com, per exemple, algunes pirazines.
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I1.4 ANALISI DE L’AROMA

Sens dubte, la cromatografia de gasos és la técnica més adequada per a I'estudi de
la composici6é de 'aroma del vi i de les begudes alcoholiques en general. A finals
dels anys 50, just després de l'aparici6 d’aquesta técnica, Bayer i els seus
col laboradors van ser els primers en aplicar-la al camp de les aromes del vi,
identificant alcohols superiors i esters. Abans pero, a mitjans dels anys 40, Hennig i
Villforth ja havien identificat alguns compostos volatils del vi utilitzant meétodes
classics d’analisi. L’evoluci6 de la cromatografia de gasos amb el desenvolupament
de detectors especifics i, sobretot, el seu acoblament amb 1’espectrometria de
masses ha permes la separaci6 i identificacié de centenars de compostos volatils

presents al vi [19, 38-40].

Tot i que amb les técniques cromatografiques es pot obtenir un coneixement a fons
de la composici6 de I'aroma, aquesta informacié no és suficient quan es vol
coneixer la percepcié global que experimenta un individu quan olora un vi. Es per
aixd que l'analisi sensorial, que és la técnica utilitzada des de temps immemorials
per avaluar la qualitat dels aliments, continua sent una eina imprescindible en
I'analisi de 'aroma. A més, cal tenir en compte que, per alguns compostos, 1'olfacte
huma és més sensible que qualsevol dels detectors cromatografics que existeixen
actualment. No obstant, la utilitzacié de panels de tastadors comporta alguns
inconvenients importants a les empreses. En primer lloc, cal disposar d’un conjunt
de persones entrenades que només poden realitzar un nombre molt reduit
d’analisis al dia, ja que 1'exposicié a determinats aromes durant temps prolongats
redueix la sensibilitat olfactiva. A més, la subjectivitat, la variabilitat entre
individus, els canvis de sensibilitat deguts a la fatiga, els refredats, etc. sén altres
inconvenients que presenta 1'analisi sensorial. Tota aquesta problematica ha causat
que en les ultimes décades hi hagi hagut un esfor¢ considerable en desenvolupar

un instrument capag de dur a terme el mateix treball que els tastadors perd d’una
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manera rapida i objectiva. Aquesta recerca ha generat el desenvolupament d’una

série d'instruments coneguts com a “nassos electronics”.

En aquest apartat es fa una breu descripcié de totes aquestes tecniques que
s A Tios , N . e
s’utilitzen per a l'analisi de 1'aroma, fent especial émfasi en la seva utilitzacié en

I'analisi de I’aroma del vi.

I1.4.1 L’analisi sensorial

El desenvolupament d’instruments que proporcionen gran quantitat d’informacié
analitica ha tendit a subestimar el paper de 1'analisi sensorial en la definici6 de la
qualitat de l'aroma. En nombroses industries alimentaries, perd, es continuen
utilitzant panels de tastadors per a dur a terme el control de qualitat dels seus
productes ja que la informacié global de 'aroma que aquests aporten no es pot
obtenir amb les técniques cromatografiques. El cas del vi és un exemple molt clar ja
que és un aliment que no es consumeix per les seves propietats nutritives, siné per
les sensacions agradables que produeix la seva degustacié. Per tant, l’analisi
sensorial és indispensable per tal d’apreciar la seva qualitat, ja que aquesta depen
sobretot de la satisfaccié sensorial que el vi proporciona. Per altra banda, cal
assenyalar que l'aplicacié de técniques instrumentals com la cromatografia de
gasos amb deteccié olfactimetrica o el nas electronic, en molts casos, requereixen

I’analisi sensorial per a la seva calibraci6 i interpretacio.

Existeixen diferents tipus de tests per a dur a terme 1'analisi sensorial, pero els més
utilitzats son els tests d’opinid i els tests descriptius. Els primers sén els més
simples i no requereixen que els tastadors siguin especialistes entrenats, potser per
aixo sén els més utilitzats. Els tests d’opinié basicament determinen si entre dues
mostres existeixen diferéencies sensorials. La determinacié dels llindars de
percepcioé sensorial generalment es duu a terme amb aquests tipus de tests. Per

altra banda, els tests descriptius els realitzen tastadors entrenats que valoren la
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contribucié d'uns descriptors que han estat definits previament. Aquests tests, a
més de diferenciar entre mostres, es poden utilitzar per definir el tipus de producte

ila seva acceptabilitat pel que fa referéncia a la qualitat de 'aroma [11].

I1.4.2 L’analisi instrumental

Com s’ha mostrat en els apartats anteriors, 'aroma del vi i dels destil lats esta
constituit per compostos que es troben a uns nivells de concentracié6 molt baixos
(entre mg/L i ng/L). Per tant, abans d’utilitzar qualsevol tecnica, en la majoria dels
casos, caldra separar els compostos volatils de la matriu i també concentrar-los.
L’etapa de preparacié de la mostra és la més critica de tot el procés analitic perque
els compostos volatils de les begudes alcoholiques presenten un rang molt ampli
de polaritat, volatilitat i concentraci6. També cal tenir en compte que alguns
compostos presenten problemes d’inestabilitat i poden ser oxidats per l'aire o
degradats a determinades temperatures o determinats pHs. Per tant, resulta dificil
escollir un metode adequat per a I'analisi de tots els compostos volatils de manera

simultania.

I1.4.2.1 Técniques de pretractament

Han estat moltes les técniques que s’han utilitzat en la preparacié de la mostra per
a I'analisi de 'aroma. Tal i com es descriu a continuaci6 totes elles presenten una
serie d’avantatges i inconvenients que I'analista haura de tenir en compte a '’hora

d’escollir la més adequada per al tipus de compostos que li interessi analitzar.

Destil lacio

Els metodes de destil laci6 es basen en el fet que, excepte 1'aigua, 1'etanol i els

compostos volatils, totes les substancies que componen el vi tenen punts
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d’ebullici6 elevats i, per tant, és possible aillar els compostos volatils en una solucié
hidroalcoholica per destil laci6. El principal avantatge d’aquesta técnica és que
separa els compostos volatils dels no volatils d'una manera senzilla, ja que no es
requereix d’instrumentacié sofisticada, és rapida i s'obté wuna bona

reproductibilitat.

La destil 1aci6 directa del vi no és aconsellable ja que a temperatures elevades es
podrien produir canvis significatius en la composicié de I'aroma. Una opci6 és dur
a terme la destil laci6 amb arrossegament de vapor, amb la qual no es produeixen
descomposicions de la mostra. Una altra alternativa és la destil lacié a pressié
reduida de manera que no es sobrepassin els 35°C, ja que per sota d’aquesta

temperatura la formacié d’artefactes per degradacié termica és minima [41].

En aquests processos de destil laci6, perdo, no es produeix una concentracié
important dels compostos volatils i, per tant, abans d’injectar-los al cromatograf de
gasos, cal dur a terme un procés de concentracié dels mateixos. En aquest sentit, la
tecnica de destil lacié-extraccié simultania (SDE) presenta clars avantatges front les
altres tecniques de destil lacié esmentades, ja que utilitzant un volum petit de
solvent organic, es duu a terme I'extraccié i concentracié dels analits en una sola

operacio [42, 43].

Extraccié liquid-liquid

L’extracci6 liquid-liquid (LLE) ha estat la técnica més utilitzada fins al moment per
a dur a terme la separaci6 de la gran majoria de compostos volatils presents en el
vi. En funci6 de la polaritat del dissolvent es poden extreure de forma selectiva
substancies de diferents polaritats. A més, I'ts de solvents organics de baix punt
d’ebullicié permet concentrar facilment I’extracte. Els solvents més emprats, pel fet
que extreuen poc l'aigua i I'etanol, sén el diclorometa, 1"éter etilic, els freons i el

penta, aixi com també mescles binaries dels mateixos. La majoria dels metodes
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descrits en la bibliografia es basen en I'extraccié en continu durant un periode de
temps que oscilla al voltant de les 8-12 hores i la posterior concentracié de

I'extracte volatil per eliminaci6 de la major part del solvent [39, 41, 44-46].

Els metodes desenvolupats amb l'extracci6é liquid-liquid, pero, requereixen de
diverses etapes per a l'obtencié de 1'extracte, la qual cosa implica temps llargs
d’analisi i una gran manipulacié de la mostra. Aquest fet provoca que es pugui
contaminar l'extracte amb facilitat i que, a més, es puguin produir perdues
importants dels analits d’interes. La fase de concentracié és la més critica pel que fa
a aquestes possibles perdues. Una manera adequada de concentrar grans volums

de solvent és utilitzant columnes de fraccionament Kuderna-Danish o Vigreux.

Per intentar solucionar alguns d’aquests problemes, s’ha desenvolupat un meétode
de microextracci6 liquid-liquid amb 1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoroeta (freon 113) que
permet l'analisi d’'un nombre considerable de compostos volatils del vi amb un
temps reduit de tractament de mostra [47]. El métode es basa en dur a terme una
extraccié en un sol pas utilitzant un volum de mostra petit (10 mL) i una relacié
mostra/solvent elevada (100/1), de manera que l'extracte que s’obté no necessita
ser concentrat i pot ser injectat directament al cromatograf de gasos. En alguns
treballs, abans de la microextraccié es duu a terme una desmixturitzacié que
consisteix en saturar la mostra de sal per tal de que es separi la fraccié aquosa de
I'etanolica. Aquesta darrera fraccié conté la majoria dels compostos volatils i és la

que s’extreu amb un petit volum de solvent organic [48].

Extraccid en fase solida

La introduccié de les tecniques d’extraccié en fase solida (SPE) en el camp de
I'enologia va suposar un gran avang pel fet que aquestes técniques permeten aillar
els compostos aromatics del vi de forma rapida i amb un consum de mostra i

solvent molt inferior al que implica I'extracci6 liquid-liquid. Les Amberlite XAD-2
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van ser les primeres reines que es van utilitzar per a l'extraccié6 de compostos
volatils del vi, concretament per a l'aillament de compostos terpenics i alcohols
aromatics [49]. Aquest tipus de reines hidrofobiques, juntament amb les
d’octadecilsila (C18), son les més utilitzades en 'analisi d’aromes. Els solvents que
s’utilitzen per a eluir els compostos retinguts en la fase solida sén majoritariament
diclorometa, penta i éter etilic [50-53]. Cal tenir en compte que els rendiments que
s’obtenen en l'extraccié depenen tant del tipus d’adsorbents com del solvent
emprat en l'elucié [54]. Per altra banda, amb aquesta técnica es pot aconseguir un
fraccionament dels analits si, per dur a terme I'eluci6, s’escullen dissolvents amb la

polaritat adequada [48].

Tecniques d’espai de cap

Les técniques d’espai de cap (o headspace) es basen en l'analisi dels compostos que
es troben a la fase gasosa en equilibri amb la fase liquida. Es per aixd que aquestes
tecniques soén les que ens donen una idea més aproximada de la composici6 de la
fraccié volatil que arriba a les nostres fosses nasals quan olorem un producte.
Segons el sistema de mostreig es divideixen en dues categories: estatiques i
dinamiques. En ambdés casos, I'avantatge que presenten aquestes tecniques front
les descrites en els apartats anteriors, és que no precisen de l'is de solvents
organics i que, a més, la manipulacié de la mostra és minima, la qual cosa fa que es

puguin automatitzar facilment.

La tecnica d’espai de cap estatic consisteix en deixar equilibrar els analits de la
mostra, continguda dins d’un vial tancat, entre la fase liquida o solida, i la gasosa.
Una vegada establert 1'equilibri, s’injecta directament 1'espai de cap (1-2 mL) al
cromatograf de gasos. Es una técnica molt senzilla en la que no hi ha manipulacié
de la mostra. Per6 en no haver-hi cap tipus de concentracié dels analits, presenta
I'inconvenient de tenir una sensibilitat baixa i, per tant, la seva aplicacié es veu

restringida als compostos volatils majoritaris (>1 mg/L) [45, 55, 56].
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La técnica d’espai de cap dinamic, que també se I'anomena purga i trampa (P&T),
consisteix en fer passar els analits de la matriu de la mostra a I'espai de cap d'una
manera continua. Per tal de que no s’estableixi I'equilibri dels analits entre les dues
fases, la fraccié volatil que hi ha just al damunt de la mostra és arrossegada
continuament per un gas inert cap a una trampa, que pot ser criogenica o amb un
adsorbent, on els analits hi sén retinguts. Posteriorment, aquests sén transferits a
I'injector del cromatograf de gasos mitjancant, generalment, una desorcié térmica,
encara que també es pot utilitzar algun dissolvent organic. Amb aquesta técnica
s’obté més recuperacié dels analits d’interés que amb la técnica de l'espai de cap

estatic, podent-se arribar a limits d’aplicaci6é de 'ordre de ng/L.

La utilitzaci6 d'una trampa amb un material adsorbent pot comportar alguns
problemes. Un d’ells és el denominat “efecte memoria” pel fet que alguns
compostos no sén desorbits totalment, ja que queden fortament retinguts a la
trampa i, amb el fet agreujant, que aquests van apareixent en els cromatogrames
d’analisis posteriors. Un altre problema és l'aparici6 d’artefactes en l’analisi
cromatografica a causa de la poca estabilitat térmica d’algunes trampes a la
temperatura que es duu a terme la desorcié. Tot i que les trampes criogéniques no
comporten aquest tipus de problemes, presenten l'inconvenient de ser poc
selectives i, per exemple, en mostres aquoses, l'aigua també quedara retinguda i
sera introduida en el sistema cromatografic en I'etapa de desorcié. En 'analisi dels
compostos volatils del vi el sistema més utilitzat és una trampa de Tenax (0xid de
2,6-difenil-p-fenile), ja que aquest adsorbent té molt poca afinitat per l'aigua i

I'etanol [57-59].

La microextraccio en fase solida

La microextraccié en fase solida (SPME) és una técnica apareguda a comengaments
dels anys 90 que permet l'extraccié i la concentracié de compostos organics volatils

en una sola etapa. L'extracci6 dels analits es realitza sobre una fase lligada a una
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fibra de silice fosa, i es pot dur a terme tant en 'espai de cap de la mostra com
directament dins del liquid. Després de l'extracci, els analits sén desorbits
termicament dins de linjector del cromatograf de gasos. Un dels principals
avantatges d’aquesta tecnica és que, al igual que les técniques d’espai de cap, no
precisa de 1'ts de solvents organics. A més a més, és una tecnica molt selectiva ja
que, depenent del tipus de fase lligada, la fibra tindra més afinitat per un tipus de
compost que per un altre. Aquest fet pot representar un gran avantatge quan el
que es vol és analitzar una familia concreta de compostos. En el cas de 1'analisi de
begudes alcoholiques cal tenir en compte la interferéncia produida per la presencia
detanol en quantitats considerables. L increment en el contingut d’etanol implica
una disminuci6é de la sensibilitat, sobretot quan 1"analisi es fa sumergint la fibra
dins la mostra. Tot i aix0, sén forca les aplicacions que en el cas del vi han
proporcionat bons resultats [60]. L'SPME ha estat una de les tecniques utilitzades
en aquesta tesi i més endavant, en el capitol 1II, es descriu d'una manera més
detallada el seu funcionament i les aplicacions que s’hi han dut a terme en 1’analisi

dels compostos volatils del vi i altres begudes alcoholiques.

Stir bar sorptive extraction

La stir bar sorptive extraction (SBSE) és una tecnica desenvolupada recentment amb
un fonament molt semblant al de I'SPME. En aquest cas s’utilitza un imant de
petites dimensions que esta recobert per una fina capa de polidimetilsiloxa.
L’imant s’introdueix a la mostra liquida i a la vegada que agita la mostra té lloc
I'absorcié dels analits en la fase estacionaria. Quan l’extraccié acaba s’introdueix
I'imant en un tub de vidre i, mitjancant una desorcié termica, s’alliberen els analits
retinguts, que passen directament a la columna cromatografica. L’avantatge
d’aquesta tecnica front 'SPME és que el factor de concentracié és més important ja
que les dimensions de I'imant sén més grans que les de la fibra. Tot i el recent

desenvolupament de la técnica, les aplicacions realitzades en el camp dels
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compostos volatils del vi mostren el seu potencial en I'obtencié de metodes rapids,

senzills i amb una bona sensibilitat [61-63].

I1.4.2.2 La cromatografia de gasos

Entrant ja a la técnica de la cromatografia de gasos, cal destacar que el
desenvolupament de les columnes capil lars va suposar un gran avang en la
recerca de l'aroma dels aliments a causa de la seva gran capacitat de separar
mescles complexes de compostos volatils. En I’analisi dels compostos volatils del vi
s’utilitzen columnes capil lars amb fases estacionaries polars, apolars o intermedies

depenent dels compostos d’interes.

En quant als sistemes de detecci6, el més ampliament utilitzat és el detector de
ionitzaci6 de flama (FID), ja que déna resposta a gairebé tots els compostos
organics. A més, aquest detector presenta una bona sensibilitat, la seva resposta és
lineal en un rang ampli de concentracions, és estable, senzill dutilitzar i requereix

poc manteniment.

Un altre sistema de deteccié molt utilitzat és I'espectrometria de masses (MS). La
utilitzacié d’aquesta técnica com a detector cromatografic ha permes avangar molt
en la recerca de 'aroma del vi ja que permet confirmar la identitat dels diferents
analits. En el cas de components a nivells traga, és de gran utilitat la deteccié en
mode SIM (Selective lon Monitoring) que consisteix en seleccionar, préviament, les
masses dels ions més abundants de I'espectre del compost d’interés, amb la qual

cosa augmenta de manera important la sensibilitat de 1"instrument [40].

En l'analisi d’alguns compostos concrets, o families de compostos, s'utilitzen
detectors especifics. Per exemple, en 'analisi de compostos sofrats dos detectors
molt utilitzats sén el fotometric de flama (FPD) i el de quimioluminiscéncia (SCD)
ja que son especifics de compostos que contenen atoms de sofre i, a més, presenten

una elevada sensibilitat [30]. En l'analisi de compostos nitrogenats com les
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pirazines, s’ha utilitzat el detector de nitrogen-fésfor (NPD) que també té una
elevada sensibilitat perd presenta l'inconvenient de tenir estabilitat i
reproductibilitat baixes [64]. El detector de captura electronica (ECD) és molt
sensible als compostos amb grups halogenats i s’ha utilitzat en l'analisi de

tricloroanisols [65].

Amb tots els sistemes de deteccié descrits s’aconsegueix obtenir un coneixement a
fons de la composicié de la fraccié volatil del vi. Aquesta informaci6, no obstant,
queda incompleta quan es volen relacionar aquests resultats amb les
caracteristiques sensorials del vi. No tots els compostos volatils d'una substancia
presenten olor i, dels que en presenten, moltes vegades no tots contribueixen a
I'aroma pel fet que la concentracié a la que es troben és inferior al seu llindar de
percepcié sensorial. Amb la finalitat de poder identificar, d’entre tots els
compostos volatils, quins sén potencials contribuidors a l’aroma, es va
desenvolupar la técnica de la cromatografia de gasos amb deteccié olfactimetrica

(GCO).

I1.4.2.3 La GCO

La GCO és una eina analitica imprescindible en la caracteritzaci6 de les aromes
dels aliments. La técnica es basa en utilitzar el nas huma com a detector
cromatografic (olorant els compostos que elueixen de la columna cromatografica)
en paral lel amb un altre detector convencional que normalment és un FID o un
MS. D’aquesta manera, al creuar la informacié que proporciona el detector
convencional amb la informacié olfactimeétrica, es pot coneixer quins sén els

compostos que fan olor i, a més, quin tipus d’olor aporta cadascun.

Dins d’aquesta tecnica existeixen metodologies que permeten obtenir informacié
quantitativa de les caracteristiques aromatiques de cada compost, és a dir,

permeten coneixer la contribucié de cada compost volatil a 'aroma [31, 66-70]. El
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Charm Analysis (Combined Hedonic Aroma Response Measurements) i’ AEDA (Aroma
Extract Dilution Analysis) sén dues tecniques de dilucié que permeten obtenir una
llista jerarquitzada dels compostos segons la seva contribucié a 1'aroma. Altres
técniques com I'Osme o el finger-span mesuren les intensitats de les olors. Per tltim,
les técniques de freqtiencia de deteccié, com el NIF (Nasal Impact Frequency),
proporcionen mesures quantitatives de les olors basant-se en el nombre d’analistes
que 'han detectat. En el capitol III es descriuen totes aquestes metodologies, aixi
com també una discussié més amplia de la GCO i de la seva aplicacié al camp de

I'enologia.

Tot i els avencos que hi ha hagut en el desenvolupament d’aquestes técniques, avui
en dia encara és dificil contrastar la informacié que s’obté de les tecniques
olfactimetriques amb els resultats que s’obtenen en una analisi sensorial. Amb
I'objectiu d’emular el treball d’un panel de tastadors, s’han desenvolupat els nassos

electronics.

11.4.2.4 El nas electronic

El nas electronic és un instrument que, d’una manera similar a 1'analisi sensorial,
realitza una analisi global de 'aroma aportant informacié basicament qualitativa:
diferencies i similituds entre mostres, presencia de defectes aromatics, etc. A
diferéncia de les técniques cromatografiques, el nas electronic no proporciona

informaci6 de la composicié quimica de I'aroma.

L’instrument consta de tres parts ben diferenciades que sén el sistema de mostreig,
el sistema de detecci6 i el sistema de tractament de dades. Generalment, el
mostreig es duu a terme utilitzant técniques d’espai de cap com les que s’han
descrit anteriorment. Pel que fa al sistema de detecci6, es pot dir que és la part
principal de l'instrument i que permet fer una divisié entre els diferents tipus de

nassos electronics desenvolupats: els que utilitzen els sensors de gasos i els que
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utilitzen l'espectrometria de masses [71-75]. El senyal que s’obté amb els dos tipus
d’instruments és com una empremta digital de I'aroma de la substancia analitzada.
La dltima part, perd no menys important, d'un nas electronic és el sistema de
tractament de dades. La gran quantitat d'informaci6é que s’obté amb el sistema de
deteccio es tracta amb eines quimiometriques com les tecniques de reconeixement
de models, tecniques de calibracié multivariant o xarxes neuronals, per tal
d’extreure informaci6 ttil de les dades, com pot ser la similitud entre mostres, la

seva classificaci6 segons alguna propietat d’interes, etc.

Pel que fa a l'aplicaci6 d’aquesta técnica a l'analisi de vins, i de begudes
alcoholiques en general, cal destacar que la utilitzacié dels instruments basats en
sensors de gasos és molt dificil, fins i tot en alguns casos impossible, a causa dels
problemes que el gran contingut d’etanol de la mostra causa en els sensors [75]. En
el capitol IV d’aquesta tesi s’inclou un recull bibliografic de les aplicacions
d’aquesta tecnica a 1'analisi de begudes alcoholiques, a la vegada que es descriu

més ampliament el seu funcionament.
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Analisi de I'aroma mitjancant la cromatografia de gasos

La cromatografia de gasos és sens dubte la técnica més adequada per a la
determinaci6 dels diferents compostos volatils que constitueixen I'aroma del vi. La
utilitzaci6 d’aquesta técnica, perd, comporta un pas previ com és la separacio i
concentraci6 dels compostos volatils d’interes. Aquesta primera etapa de
pretractament de la mostra és la més critica de tot el procés analitic perque pot
generar problemes importants com sén la perdua d’analits, contaminaci6 de la
mostra, discriminacié de compostos, etc., a més a més de suposar una despesa de
temps considerable en molts casos. En general, de tota la série de processos que un
metode analitic implica, com sén la presa i preparacié de la mostra, la separacié
dels analits a estudiar, la detecci6 i I'analisi de les dades obtingudes, la major part
del temps s’utilitza en la preparacié de la mostra ja que aquesta requereix d’etapes
més o menys laborioses d’extracci6, concentracio, fraccionament i/ o aillament dels
analits. Es per tot aixd que la major part de la recerca que es duu a terme
actualment en el desenvolupament de meétodes cromatografics per a la
determinaci6 de compostos volatils, esta enfocada a la millora del pretractament de
la mostra i no a la separacié cromatografica en si, ja que la cromatografia de gasos

és, avui en dia, una técnica molt consolidada.

La microextracci6 en fase solida (SPME) és una técnica de pretractament
relativament nova en la que, amb una minima manipulacié de la mostra, es duu a
terme la separacié dels analits de la matriu i la seva concentracié6 de manera
simultania, la qual cosa suposa un estalvi de temps important. En la primera part
d’aquest capitol es presenta el metode que es va posar a punt per a la determinaci6
d’esters de 'aroma del vi utilitzant 'SPME com a técnica de pretractament. En el
marc d'un projecte de cooperacié cientifica amb el Instituto de Investigaciones para la
Industria Alimenticia (IIIA) de Cuba, el métode desenvolupat per a 1’analisi de vins

es va adaptar després a la determinacié d’esters volatils en els roms.
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Quan 'objectiu de l'estudi no és la determinacié d’uns compostos en concret siné
que el que es pretén és caracteritzar 'aroma d’'una substancia, amb els detectors
cromatografics convencionals no n’hi ha prou i cal recérrer a la cromatografia de
gasos amb deteccié olfactimetrica (GCO) en la que s’utilitza el nas huma com a
detector cromatografic. En la segona part d’aquest capitol es presenten, en primer
lloc, els estudis preliminars que es van dur a terme en la present tesi doctoral per
tal de posar a punt la GCO al nostre laboratori, ja que era la primera vegada que
aquesta s’utilitzava. En aquests estudis preliminars es van analitzar tota una serie
de vins monovarietals mitjangant la GCO i es van determinar les intensitats
aromatiques dels compostos olorosos utilitzant la técnica de diluci6 AEDA (Aroma

Extract Dilution Analysis).

La part més novedosa ha estat el desenvolupament d’un metode que utilitza
I'SPME com a técnica de pretractament i que permet 'avaluacié de la intensitat
aromatica dels diferents compostos mitjancant una nova modalitat de I'esmentada

tecnica de dilucié AEDA.
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III.1 ANALISI DELS ESTERS DE L’AROMA MITJANCANT SPME-GC-FID

Els esters son compostos volatils majoritaris de 'aroma del vi, i de les begudes
alcoholiques en general, que es formen principalment en els processos
fermentatius. Les olors afruitades que aporten aquesta familia de compostos
constitueixen una part important de la base de l'aroma de les begudes

alcoholiques.

L’analisi de la majoria de compostos d’aquesta familia es podria dur a terme
mitjancant la injeccié directa de la mostra a 'injector del cromatograf de gasos ja
que, molts d’ells, es troben en uns nivells de concentraci6é (mg/L) superiors al limit
de detecci6é de la técnica. No obstant aix0, la injecci6é directa és poc recomanable
perque, dins de l'injector del cromatograf, es poden produir reaccions de pirolisi
dels compostos no volatils de la matriu que poden generar artefactes susceptibles

de interferir en la determinacio.

Tal i com s’ha comentat en el capitol anterior, sén diverses les técniques de
pretractament que s’han utilitzat per a l'aillament i la concentracié dels compostos
volatils que conformen l'aroma del vi. Molts dels métodes desenvolupats, sobretot
els que utilitzen les técniques de pretractament més classiques, soén llargs, tediosos
i acostumen a utilitzar grans volums de dissolvents organics, amb els
inconvenients que aixd suposa [1-7]. L'SPME és una técnica que permet l'extraccié
i concentracié dels compostos volatils en un sol pas i d'una manera senzilla, rapida

i sense utilitzar dissolvents organics.
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II1.1.1 La microextraccio en fase solida

L’SPME, desenvolupada per Pawliszyn i els seus col laboradors a comengaments
dels anys 90 [8-10], és una tecnica de preparacié de mostra que consisteix en la
utilitzacié d’una fibra de silice fosa de molt petites dimensions recoberta amb una
fase estacionaria polimerica que, en exposar-la a la mostra, permet extreure els
analits d’interes i, a la vegada, concentrar-los. El fet de produir-se 1'extracci6 i
concentracié en un sol pas és un avantatge important d’aquesta tecnica per 'estalvi
de temps que aixo suposa. A més, la seva aplicacié és molt senzilla ja que tan sols
requereix d'un dispositiu especial que consisteix en una mena de xeringa

modificada o holder.

A la figura III.1 es mostra el procediment a seguir per tal de dur a terme aquest
tipus d’extraccié. Primerament, s’introdueix la mostra en un vial el qual es tanca
hermeticament amb un septum. Després, atravessant el septum amb l'agulla i
prement I'émbol del holder, es desembeina la fibra de linterior de l'agulla i
s’exposa a la mostra fins que s’estableix 1'equilibri dels analits entre la mostra i la
fase estacionaria de la fibra. En funcié de les caracteristiques de la fase estacionaria

utilitzada, tindra lloc un procés d’adsorci6 i/ o absorcié de I’analit sobre la fibra.

Tal i com es pot observar a la figura III.1, existeixen dues modalitats diferents per
dur a terme l'extraccié dels analits. En la primera, la fibra s’exposa a 1'espai de cap
de la mostra (HS-SPME), mentre que en la segona la fibra es submergeix
directament dins la mostra (DI-SPME). Pel que fa a la microextraccié directa,
aquesta es sol utilitzar en mostres netes i amb analits no massa volatils. Per a
'analisi de compostos que es troben en matrius complexes és més adequat utilitzar
la modalitat de I'espai de cap ja que d’aquesta manera el temps de vida de la fibra
és molt més llarg. Un cop finalitzat el procés d’extraccié es puja I'embol del holder

per retornar la fibra a 'interior de 'agulla que la protegeix.
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(A) HS-SPME
(C) desorcié termica (GC)

holder £ m

— I -5
agulla amb la
fibra 3 D |
mostra | Ej o o
(A) DI-SPME (D) desorcié amb dissolvents
(HPLC)

7 <— agulla amb la fibra
cambra de desorcié

l

holder rf rT
— ¢ —
agulla amb la
fibra
mostra j ﬂ

Figura IIL.1. Procediment de 'SPME [11].

™ fase mobil

El segtient pas és la desorcié dels analits de la fibra que es duu a terme de manera
diferent depenent de si la separacié és mitjancant cromatografia de gasos o
cromatografia liquida. En el cas de la cromatografia de gasos s’inserta 'agulla a
I'injector del cromatograf on s’exposa la fibra a una temperatura elevada (200-
300°C) la qual provoca la desorcié instantania dels analits que entraran a la
columna cromatografica per ser analitzats. Si es treballa amb cromatografia
liquida, la desorcié dels analits es duu a terme en una interfase previa a 'HPLC
que consisteix en una valvula de sis vies i una cambra de desorci6é especial. En
aquest cas la desorcié no és térmica siné que s’utilitza un dissolvent que s’escull

tenint en compte els analits a estudiar i el tipus de fase estacionaria.
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En el procés d’extracci6é existeixen diversos parametres que poden influir en la
quantitat d’analit extret i que, per tant, en el desenvolupament de metodes analitics
caldra optimitzar-los per a que els parametres de qualitat (repetitivitat,
reproductibilitat, 1imits de deteccid, etc.) que s’obtinguin en aplicar la técnica

siguin els adequats. Els parametres més importants es descriuen a continuacio.

Tipus de fibres

La quantitat d’analit extreta depén en gran mesura del tipus de fase estacionaria
que recobreix la fibra de silice. Tal com mostra la figura IIl.2, en el mercat hi ha
disponibles diversos tipus de fases estacionaries. Depenent de la manera de com
aquestes estan immobilitzades sobre la fibra de silice fosa podem trobar fases
lligades, fases no lligades, fases parcialment entrecreuades i fases fortament
entrecreuades. Les fases no lligades son estables amb alguns dissolvents organics
miscibles amb l'aigua perd quan s’utilitzen dissolvents apolars es pot produir un
inflament de la fibra. Per altra banda, les fases lligades s6n estables amb tots els
dissolvents organics exceptuant-ne alguns d’apolars. Les fases entrecreuades, tant
les que ho estan parcialment com les que ho estan fortament, s6n estables amb la

majoria de dissolvents miscibles amb l'aigua i també amb alguns apolars [11].

L’afinitat de la fibra per un tipus d’analit depen del principi “like dissolves like” que
es podria traduir com “igual dissol a igual”. Per exemple, les fibres apolars de
polidimetilsiloxa (PDMS) sén molt efectives en l'extraccié6 de compostos volatils
apolars. No obstant aix0, si s’optimitzen adequadament les altres variables
d’extraccié també es poden obtenir bones eficacies en I'extraccié de compostos amb
certa polaritat. De la mateixa manera, les fibres polars de poliacrilat (PA) sén més
adequades per a l'extraccié de compostos més polars, com per exemple alcohols i
fenols. En les fibres que contenen mescles de diferents fases estacionaries, com les
que contenen divinilbenzé (DVB) o carb6 porés activat (Carboxen, CAR),

s'incrementa la seva capacitat d’extraccié a causa de la potenciacié6 mutua de
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I'efecte d’adsorcio i distribucié de la fase estacionaria. Les fibres de PDMS-DVB,
CAR-DVB i Carbowax (CW)-DVB s’utilitzen per a I'extraccié de compostos volatils
amb un baix pes molecular i compostos polars. Pel que fa a les fibres de CAR-
PDMS, presenten una eficacia en l'extraccié millor que les de PDMS de 100 pm i

d’altres similars, pero la seva repetitivitat és baixa i, a més, necessiten temps llargs

per assolir I'equilibri.

|  PDMS/DVB (65um) |

Polaritat

PA (85um)

DVB/CAR/PDMS
(50/30um)

| CAR/PDMS (75um)

PDMS (7um) | | PDMS (30um) | | PDMS (100um) |

Capacitat d’extracci6

Figura II1.2. Propietats de les diferents fases estacionaries utilitzades en I'SPME. PDMS:
polidimetilsiloxa; PA: poliacrilat; DVB: divinilbenze; CW: carbowax; CAR: carboxen.

El gruix de la fase estacionaria és un altre parametre a tenir en compte. S’ha
comprovat que els compostos més volatils requereixen recobriments gruixuts,
mentre que les fases més fines son més efectives per als compostos semivolatils.
Per altra banda, les fibres recobertes amb fases estacionaries més gruixudes
necessiten temps d’extraccié més llargs per arribar a I'equilibri pero, a la vegada,

proporcionen una major sensibilitat perqueé extreuen més quantitat d’analit [12].
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Variables d’extraccio

Tot i que, com ja s’ha dit, el tipus de fase estacionaria que recobreixi la fibra
afectara a l'eficacia de I'extracci6, hi ha també altres parametres que afecten i que,
per tant, cal tenir en compte. En aquest apartat s’inclouen les altres variables de
caracter més experimental com sén el temps d’extraccio, 'agitacié, 'addicié de sals

(forca idnica), el pH, la temperatura i el volum de mostra.

El temps d’extraccié6 ve determinat principalment pel coeficient de particié de
I'analit entre la fase estacionaria i la matriu de la mostra, en el cas de 1'extraccié
directa (DI-SPME). Quan l'extracci6é és duu a terme a l'espai de cap (HS-SPME) cal
introduir un nou equilibri ja que, a part del que s’estableix entre la fibra i I'espai de
cap, existeix I'equilibri entre la fase liquida i la gasosa. Tot i que la sensibilitat de la
técnica és maxima al punt d’equilibri, no és del tot necessari treballar en condicions
d’equilibri per a obtenir una bona precisié dels resultats de ’analisi, ja que existeix
una relaci6 lineal entre la quantitat d’analit extreta per la fibra i la concentraci6
inicial de I’analit en la matriu [11]. No obstant aixo, quan es treballa en condicions
de no-equilibri cal controlar minuciosament totes les variables que influeixen en

I'extracci6, principalment el temps.

Pel que fa a l'agitacié de la mostra, aquesta accelera la transferéncia dels analits de
la matriu de la mostra a la fibra. La més ampliament utilitzada és I'agitaci6
magnetica. Tot i que el temps d’extraccié necessari per assolir 1'equilibri
disminueix progressivament amb l'augment de l'agitaci6, si I'agitacié és massa
rapida pot arribar a ser incontrolable i es poden produir variacions en I'equilibri, la

qual cosa es pot traduir en una precisié molt baixa.

L’eficacia de l'extraccié6 també es pot augmentar addicionant sals solubles a la
mostra, és a dir, variant la forca idnica. Les sals més utilitzades son el clorur sodic i
el sulfat amonic [11]. En principi, la saturacié de la mostra amb sal augmenta

l'eficacia de l'extraccié de compostos apolars. No obstant aixo, quan s’utilitza la
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modalitat DI-SPME s’ha d’anar molt en compte amb l'addici6 de sal ja que en

alguns casos pot danyar la fibra.

El pH és un altre parametre que pot afectar a I'extraccié dels analits. En general, la
mostra s’acidifica per a l'extraccié d’analits acids i s’alcalinitza per a l'extraccié
d’analits basics. Cal tenir cura, pero, quan es treballa submergint la fibra dins a la

mostra ja que medis massa acids la poden malmetre.

La temperatura d’extraccié és un dels altres parametres importants a controlar que
afecta tant a la sensibilitat com a la cinetica de I’extraccié. En el cas de I'extracci6 a
I'espai de cap, 'augment de la temperatura provoca que més compostos de la
matriu passin a l'espai de cap de la mostra perd, per altra banda, fa que
disminueixin els coeficients de partici6 dels analits entre la fibra i la fase gasosa ja
que el procés d’extracci6 en la fibra és exotérmic [13]. Zhang i Pawliszyn [14] van
idear un dispositiu per a refredar la fibra al mateix temps que es calenta la mostra i
d’aquesta manera augmentar I'eficacia de I'extraccié en aplicacions on cal escalfar

molt la mostra per tal de que els analits passin a l’espai de cap.

Una altra variable a considerar és el volum de mostra. En el cas de l'extraccié
directa, si la constant de distribucié de I'analit entre la fibra i la matriu és molt
gran, la sensibilitat es veu afectada pel volum de mostra ja que la quantitat d’analit
que s’extreu augmenta amb aquest. Pero si el volum de mostra és suficientment
gran, la quantitat d’analit extreta és independent d’aquesta variable. Pel que fa a
I'aplicaci6 de la técnica a l'espai de cap, per augmentar la sensibilitat cal
minimitzar el volum de la fase gasosa ja que, aixi, els compostos volatils

s’acumulen a l'espai de cap [12].

Variables de desorcio

En cromatografia de gasos, I'eficacia de la desorcié térmica que es duu a terme

directament dins l'injector del cromatograf, dependra de la volatilitat de I'analit,
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del gruix de la fase estacionaria de la fibra, de la temperatura i del temps
d’exposicié de la fibra dins de l'injector [15]. La temperatura de desorcié es troba
normalment entre 150 i 250°C i, generalment, I'0ptima és el punt d’ebullicié de
'analit menys volatil. Pel que fa al temps que cal tenir exposada la fibra dins de
l'injector, aquest depén de la temperatura pero, en la majoria dels casos, la desorcié
és instantania i, per tant, amb pocs segons es desorbeixen tots els analits. Tot i aixo,
moltes vegades es deixa la fibra exposada a l'injector durant uns minuts per tal
d’assegurar que quedi neta i que no es produira cap efecte memoria en les analisis
posteriors. Un parametre que té a veure amb la resolucié cromatografica és el tipus
de liner de 'injector. S’ha comprovat que el seu diametre influeix en I'amplada dels
pics cromatografics, sobretot els dels compostos que elueixen primer [16]. El liner
que s’acostuma a utilitzar quan es treballa amb SPME és de 0.75 mm de diametre,

amb el qual s’obtenen pics més estrets i, per tant, millor resolucié.

Quan la determinacié dels compostos es duu a terme mitjancant cromatografia
liquida, hi ha dues possibilitats en la desorcié mitjangant un dissolvent: la desorcié
dinamica i la desorci6 estatica [11]. En la primera, els analits es desorbeixen fent
passar continuament una fase mobil. En el cas de que els analits estiguin fortament
retinguts a la fibra, es pot dur a terme una desorci6 estatica exposant la fibra en la
fase mobil o, fins i tot, en un altre dissolvent amb una major forca elutropica,
durant un temps determinat. En cada cas, pero, caldra optimitzar la desorcié per

tal de que la quantitat de dissolvent utilitzada sigui la minima.

Aplicacié de 'SPME a I'analisi de I'aroma de begudes alcoholiques

Des del desenvolupament de I'SPME a principis de la década dels noranta, sén
nombroses les aplicacions que s’han dut a terme d’aquesta técnica al camp de
I'analisi dels aliments [11]. El fet de que es pugui aplicar de manera senzilla a
mostres liquides, solides o gasoses, ja que no requereix d’instrumentaci6

sofisticada, i I'estalvi de temps que suposa que I'extraccié i concentracié es dugui a

86



Analisi de I'aroma mitjancant la cromatografia de gasos

terme en un sol pas, la fan una técnica atractiva per al pretractament de mostres

amb matrius complexes com acostumen a ser les dels aliments.

Pel que fa al cas concret de les begudes alcoholiques, aquesta técnica també ha
estat ampliament utilitzada i amb resultats forga exitosos. La taula III.1 mostra un
recull bibliografic de les principals aplicacions que s’hi han dut a terme en I'analisi

de compostos de I'aroma de begudes alcoholiques.

Com es pot observar, les aplicacions sén molt variades pel que fa al tipus de
compostos que s’han analitzat. L'SPME s’ha utilitzat en la determinaci6 de
compostos especifics de 'aroma del vi que a concentracions elevades poden tenir
un impacte sensorial negatiu com és el diacetil [16], alguns fenols volatils [17-19] o
la familia dels compostos sofrats [20-26]. Aquests tltims també s’han determinat en
cervesa [27, 28]. També s’han desenvolupat diverses aplicacions a la determinacié
de cloroanisols [29-32], principalment el 2,4,6-tricloroanisole (TCA), que es troben
en el vi a causa de contaminacions externes i que sén els causants del defecte
aromatic “gust de suro”. També s’han desenvolupat metodologies per a

determinar els clorofenols, que sén els precursors dels cloroanisols [33, 34].

Altres treballs han estat dirigits a l'analisi de families de compostos de gran
importancia en l'aroma de les begudes alcoholiques, com sén els eésters i els
alcohols [35-40]. En el cas concret del vi, altres families de compostos que s’han
analitzat utilitzant I'SPME per a la seva extracci6 i concentracid, sén les implicades
en l'aroma varietal d’alguns vins com son les pirazines [41-45], els terpens [46, 47] i
els norisoprenoides [48]. En el cas de la cervesa s’ha desenvolupat un meétode per a

la determinaci6 especifica del linalool [49].
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Compost o familia de compostos | Tipus de beguda Ref.
. Cervesa [50]
Aldehids
Vodka [51]
Brand 75
Cetones randy (75]
Vi [16]
Cloroanisols Vi [29-32]
Clorofenols Vi [33, 34]
Rom [36]
Esters Tequila [40]
Vi [37-39]
Esters i alcohols Cervesa [35]
Fenols volatils Vi [17-19]
Brandy [71, 72]
Cava [69, 70]
Fracci6 volatil Vi [52-68]
Vodka [73]
Whisky [74]
Pirazines Vi [41-45]
Cervesa [27, 28]
Sofrats
Vi [20-26]
Cervesa [49]
Terpens
Vi [46,47]
Terpens i norisoprenoids Vi [48]

Taula IIL.1. Aplicacions de 'SPME a I'analisi de compostos volatils de

begudes alcoholiques.

Per a la determinacié d’aldehids s’han desenvolupat unes aplicacions interessants
en cervesa i vodka, en les que s’ha dut a terme una extraccié selectiva d’aquests

compostos utilitzant un agent derivatitzant en la mateixa fibra per tal d’extreure

selectivament aquesta familia de compostos [50, 51].
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Altres treballs de caire diferent s6n els que han utilitzat 'SPME per a estudiar el
perfil de la fraccié volatil de la beguda en qiiesti6 [52-74]. En la majoria d’aquests
treballs I'objectiu no era la determinacié d'uns compostos especifics siné extreure

el maxim possible de compostos volatils.
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II1.1.2 Aplicaci6é de I'SPME a I’analisi dels ésters de 1’aroma del vi

Tal i com s’ha comentat reiteradament, I'SPME presenta avantatges importants
front altres técniques d’analisi més classiques que sén les que s’han utilitzat
majoritariament per a 'aillament dels compostos volatils del vi. La seva simplicitat
i rapidesa son un reclam important a I’hora d’escollir-la per a I'obtencié d’extractes

aromatics.

En el moment en que es va plantejar aquest estudi, en la bibliografia es van trobar
algunes aplicacions d’aquesta tecnica en el camp de les begudes alcoholiques que
presentaven resultats forca bons. Shavien dut a terme alguns estudis de
caracteritzaci6 de la fracci6 volatil del vi [46, 47, 52-54] i del vodka [73], aixi com
també 1’analisi de compostos més especifics com el 2,4,6-tricloroanisole [29] en el vi
o alguns eésters i alcohols en cervesa [35]. En el nostre grup de recerca ja es tenia
experiéncia en la utilitzacié de I'SPME, la qual estava donant excel lents resultats
en l'analisi de compostos sofrats del vi [20]. El fet d’haver-hi relativament poques
aplicacions d’aquesta técnica a I'analisi de compostos de I'aroma del vi i els bons
resultats que havia proporcionat fins al moment, ens van fer decidir a estudiar
'aplicacié d’aquesta tecnica a la determinacié6 d'una familia de compostos molt

important en I’aroma del vi com sén els esters.

A continuaci6 es descriu tot el treball experimental dut a terme per al
desenvolupament d'un metode per a la determinaci6 dels ésters mitjancant SPME-

GC-FID, aixi com també es fa una discussi6 dels resultats obtinguts.

II1.1.2.1 Materials i métodes

Els compostos determinats en aquest treball van ser una bona part dels ésters
etilics i acetats que es troben en l'aroma de gairebé tots els vins. Aquests es

mostren a la taula III.2 juntament amb el compost que es va escollir com a patré6
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intern (PI) i tota una série d’alcohols que es van afegir a les solucions de treball. En

tots els casos la puresa d’aquests compostos va ser superior al 98%.

Compostos
Acetat d’etil Acetat de 2-feniletil Acetat d’hexil
Acetat d’isoamil Acetat d’isobutil 1-butanol
Butirat d’etil Decanoat d’etil 2-feniletanol
Hexanoat d’etil 1-hexanol Lactat d’etil
3-metil-1-butanol 2-metil-1-propanol Octanoat d’etil
Octanoat de metil (PI) 1-propanol

Taula III.2. Relaci6é de compostos utilitzats en I'estudi.

Solucions patro

De cadascun dels compostos es van preparar solucions patré individuals de 1000
mg/L en etanol de puresa HPLC. Les solucions de treball es van preparar
addicionant diferents quantitats de cadascuna de les solucions individuals o, en
alguns casos, addicionant aliquotes del patré pur, a un vi sintetic. Aquest era una
solucié hidroalcoholica que pretenia assimilar-se a la matriu d’'un vi. Un litre
d’aquesta solucié es va obtenir dissolvent 3.5 g d’acid tartaric, que és l'acid
majoritari del vi, amb la quantitat adequada d’aigua desionitzada i addicionant 120
mL d’etanol. D’aquesta manera s’aconseguia una soluci6 amb un contingut
d’etanol al 12% vol, que és un valor mitja entre el 9i el 15% vol que poden tenir els
vins comercials. Després la solucié es va ajustar, amb NaOH 1 M, a un pH de 3.5

que és aproximadament el valor de pH que tenen els vins.

Per a la construcci6 de les rectes de calibratge es van preparar en etanol tres

solucions mare independents que contenien tots els esters a estudiar, per tal de
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detectar possibles errors sistematics en la preparacié de les solucions de calibratge.
Aixi doncs, aquestes tltimes es van preparar addicionant diferents quantitats de la
solucié6 mare corresponent al vi sintetic, al qual se li havia addicionat el patr6é
intern, en el cas que aquest fos necessari. Es va considerar oportt afegir també a les
solucions de calibratge alguns alcohols que es troben sempre presents a ’'aroma del
vi i que, al ser compostos majoritaris igual que els esters, podrien influir en la

determinacio.

Fibres

El holder d’'SPME i les diferents fibres que es van utilitzar en l'estudi van ser
subministrades per Supelco. Abans de la seva utilitzaci6, les fibres es van
condicionar exposant-les a linjector del cromatograf de gasos a una certa

temperatura i durant un cert temps, depenent del tipus de fase estacionaria.

Fase estacionaria Temperatura  Temps
Polidimetilsiloxa (PDMS) 100 pm 250°C 1h
Poliacrilat (PA) 85 um 300°C 2h
Carbowax-divinilbenze (CW-DVB) 65 um 250°C 30 min
Carboxen-polidimetilsiloxa (CAR-PDMS) 75 pm 270°C 30 min
Divinilbenze-carboxen-polidimetilsiloxa (DVB- 270°C 1h
CAR-PDMS) 50/30 pm

Polidimetilsiloxa-divinilbenze (PDMS-DVB) 65 um 260°C 30 min

Taula IIL3. Diferents tipus de fibres d’'SPME assajades en I'estudi i condicions de temps i
temperatura utilitzades per al seu condicionament.
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A la taula II1.3 es mostren les diferents fibres estudiades i els parametres de temps i
temperatura que es van utilitzar per al seu condicionament. Aquests parametres,

en tots els casos, eren els que recomanava el fabricant de les fibres.

Procediment d’extraccio

En el procediment d’extraccié optimitzat (apartat 1I1.1.2.2) s’introduien 6 g de
clorur sodic i 25 mL de mostra addicionats amb 0.1 mg/L del patré intern en un
vial de 50 mL de capacitat. Una vegada tancat hermeticament amb un septum de
silicona, es deixava el vial durant 15 minuts dins un bany termostatitzat a 25°C i
amb agitaci6 magnetica constant (500 rpm) amb l'objectiu d’equilibrar els
compostos volatils entre el liquid i 'espai de cap de la mostra. Passat aquest temps,
s’exposava la fibra de PDMS a l'espai de cap de la mostra durant 15 minuts per tal
de que s’establis I'equilibri dels compostos d’interes entre la mostra i la fase
estacionaria. Una vegada acabada l'extracci6, es retirava la fibra del vial i
s’introduia a l'injector del cromatograf de gasos on s’exposava durant 1 minut a

250°C per a que es produis la desorci6 dels analits.

Analisi cromatografica

Les analisis es van dur a terme en un cromatograf de gasos Hewlett-Packard 6890
equipat amb un detector FID. La injecci6 es va fer en mode splitless i utilitzant un
liner de 0.75 mm. Els analits es van separar amb una columna CP-Wax 57 CB (50 m
x 025 mm x 0.2 pm) de Chrompack i aplicant la segiient programacié de
temperatura: 30°C (1 min), 5°C/min fins a 100°C, 3°C/min fins a 210°C (30 min). El
gas portador va ser heli amb un flux de 1 mL/min. La temperatura del detector va
ser de 250°C i la flama es va obtenir amb 40 mL/min d’hidrogen, 450 mL/min

d’aire i 45 mL/min d’heli, actuant aquest tltim com a gas auxiliar.
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II1.1.2.2 Optimitzacié de les variables d’extraccio

Per a I'estudi de les diferents variables que influeixen en l'extracci6 es va utilitzar
el vi sintetic addicionat amb els esters i també alguns alcohols, especificats a la
taula II1.2, a la concentraci6 a la que es troben normalment en el vi. La concentracié

de cada compost es va escollir en base a les dades trobades a la bibliografia [76].

De les dues modalitats d’extraccié que existeixen amb SPME (HS-SPME i DI-
SPME) es va decidir treballar amb 1'espai de cap ja que la concentracié en que es
troben normalment aquests compostos al vi i la seva volatilitat garanteixen, en
principi, una preséncia notable dels mateixos a I'espai de cap i, per tant, una bona
sensibilitat de la técnica. A més, en el cas de mostres complexes com és el vi, cal
evitar, sempre que es pugui, submergir la fibra a la mostra ja que aixd suposa una

reducci6 considerable del seu temps de vida.

Tipus de fibra

El primer parametre que es va considerar va ser el tipus de fase estacionaria. En
aquesta primera part de I'estudi es van assajar sis tipus diferents de fibres per tal
de trobar la fase estacionaria que millors resultats donava en I'extracci6 dels ésters.
Les fibres que es van estudiar sén les que es mostren a la taula II1.3. Les analisis es
van fer per triplicat i amb dues fibres de cada tipus per tal de poder detectar

derives en el temps de la capacitat d’extracci6 de les mateixes.

Les condicions en qué es van dur a terme les extraccions amb els diferents tipus de
fibres es van fixar préviament a partir de les que havien utilitzat altres autors en
treballs de la bibliografia [52, 53] i també a partir de 'experiéncia propia del grup
de recerca. Aixi doncs, en el procediment d’extraccié fixat, s’introduien 25 mL de
mostra i 6 g de NaCl en un vial de 50 mL que es deixava equilibrar en un bany
termostatitzat a 25°C durant 15 minuts. Un cop passat aquest temps, s’exposava la

fibra a l'espai de cap de la mostra durant 30 minuts. La desorci6é dels analits es
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duia a terme exposant la fibra a I'injector del cromatograf de gasos a 250°C durant

1 minut.

La figura II1.3 mostra les arees obtingudes per a cada compost amb els diferents
tipus de fibres. Tal i com es pot observar, la fase estacionaria de PDMS era la que
presentava una major eficacia en I'extraccié de la majoria dels esters, seguida per la
de PA. L’excepci6 va ser l'acetat d’etil, el qual s’extreia millor amb la fibra de CAR-
PDMS. Aquest fet es podria explicar per la major volatilitat d’aquest compost ja
que aquesta fibra, a causa de l'adsorbent de carb6 pords que constitueix la fase
estacionaria, presenta una elevada sensibilitat per als compostos de baix pes
molecular [21]. Pel que fa a la repetitivitat obtinguda amb les diferents fibres, les de
PDMS juntament amb les de PA eren també les que presentaven els millors valors,
entre el 6i el 8%, els quals contrastaven amb els valors del 26% que presentaven les

fibres de DVB-CAR-PDMS.

area

PDMS-DVB
DVB-CAR-PDMS
CAR-PDMS

Figura IIL.3. Resposta dels esters amb els diferents tipus de fibres.
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Els alcohols que es van afegir a la solucié sintética no presentaven el mateix
comportament que els ésters amb els diferents tipus de fase estacionaria. Aquest fet
es pot observar en el grafic de la figura IIl.4. En aquest cas, la fibra, més polar, de
PA, era la que presentava una millor eficacia en l'extraccié d’aquests compostos.
Aquest fet era del tot esperable per I'afinitat que presenten les fibres de PA per als

compostos polars com els alcohols.

En base a tots aquests resultats, es va escollir la fibra de PDMS ja que, a més a més
de presentar la millor eficacia en I'extraccié dels esters, tenia una menor afinitat per
a l'extraccié de compostos polars com els alcohols, que podrien influir en la
determinacié ja que, igual que els ésters, sébn compostos volatils majoritaris de

I'aroma del vi.
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Figura III.4. Resposta dels alcohols amb els diferents tipus de fibres.
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Temps d’extraccio

Una vegada escollida la fase estacionaria es van anar optimitzant tots els altres
parametres que influeixen en I'extraccié. El primer va ser el temps d’exposicié de la
fibra a l'espai de cap de la mostra. Per tal de veure com influia aquest parametre en
la resposta cromatografica dels diferents analits, es va extreure la mostra sintetica a
diferents temps, entre 15 minuts i 4 hores. En cada punt experimental 'analisi de la
mostra es va fer per triplicat i utilitzant dues fibres de PDMS de manera alterna.
Els altres parametres de l'extracci6 van ser els mateixos que s’havien fixat en

I'estudi de les fibres.

La figura II1.5 mostra graficament la variacié de les arees cromatografiques dels
eésters amb el temps. Per a la majoria dels compostos, I'augment de les arees amb el
temps no era significatiu i semblava que amb 15 minuts l'eficacia de I'extracci6 ja
era 'optima. No passava el mateix, pero, amb els esters menys volatils com sén
I'octanoat d’etil, el decanoat d’etil i I'acetat de 2-feniletil, els quals necessitaven més
temps per assolir I'equilibri. Per aquests compostos, el senyal que s’obtenia amb 1
hora d’extraccié era més gran que el que s’obtenia amb 15 minuts. Tot i aix0, es va
escollir com a temps optim d’extraccié6 15 minuts ja que es va creure oportd
prioritzar la rapidesa del meétode. A més, pero, cal tenir en compte que els
compostos menys volatils eren a la vegada els més majoritaris i, per tant, encara
que aquests no assolissin 1'equilibri, la quantitat que se n’extreia era suficient per
obtenir un metode amb una bona sensibilitat. La Gnica precaucié que calia tenir era
controlar de manera rigorosa els parametres de 1'extraccio, sobretot el temps, per

tal de que la repetitivitat de les analisis d’aquests compostos fos 'adequada.
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Figura IIL5. Resposta dels ésters amb diferents temps d’extraccio.

Forga ionica

Com s’ha comentat en l'apartat 1I1.1.1.1, I'addici6é de sals solubles a la mostra pot
augmentar 1'eficacia de l'extraccié d’alguns compostos. Aixi doncs, una vegada
optimitzat el temps d’extraccid, es va estudiar l'efecte de la forca idnica en la
resposta dels ésters. Amb aquest objectiu es va analitzar la mostra sintetica
addicionada amb NaCl a 4 nivells diferents: sense addicié, 2 M, 4 M i 6 M. En la
altima addicié s’assolia la saturacié de la mostra. Les condicions d’extraccié van
ser les fixades préeviament, excepte el temps d’exposicié de la fibra a 'espai de cap
que va ser el que s’havia escollit com a optim (15 minuts). Les extraccions es van

fer per triplicat i utilitzant dues fibres de PDMS.
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A la figura II1.6, on es mostren les arees dels ésters obtingudes a cada nivell de
concentraci6 de sal estudiat, es pot observar que gairebé tots els compostos
assoleixen l'equilibri quan la concentracié de NaCl a la mostra és 4M. En base a
aquests resultats, és va escollir 4 M com la concentracié optima de NaCl que calia

afegir a la mostra.
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Figura IIL.6. Resposta dels ésters amb diferents concentracions de NaCl.

Temperatura d’extraccio

El segiient parametre que es va tenir en compte va ser la temperatura. Per veure
com aquesta afectava a I'extraccié dels esters, es van analitzar mostres sintétiques a
10, 251 40°C. No es va treballar a temperatures més elevades perque si es calentava

molt la mostra es podria veure alterada la composicié aromatica de la mateixa. Les
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extraccions es van fer durant 15 minuts i amb una concentracié 4 M de NaCl a la

mostra. Com en els altres casos, cada punt experimental es va assajar per triplicat i

amb dues fibres de PDMS diferents.

En el grafic que es mostra a la figura IIl.7 es pot observar que, clarament, la
temperatura optima d’extraccié per aquesta familia de compostos era de 25°C. El
fet que, per a molts compostos, a 40°C s’obtingués I'eficacia d’extraccié més baixa,
demostrava que en I'analisi d’aquests compostos el pas critic no era l'equilibri de la
fase liquida amb la gasosa, ja que eren suficientment volatils, siné6 que era
I'equilibri dels compostos entre la fase gasosa i la fase estacionaria. Pel fet que
aquest segon procés és exotérmic, les temperatures elevades no afavorien

l'extraccié dels compostos amb la fibra.
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Figura II1.7. Resposta dels ésters a diferents temperatures d’extracci6.
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II1.1.2.3 Determinaci6 dels parametres de qualitat analitica del metode

Un cop optimitzades totes les variables d’extraccié es van construir les rectes de
calibratge. Com que la repetitivitat que s’obtenia amb les fibres de PDMS era prou
bona, es va optar per treballar amb la teécnica del patré extern per tal d’evitar els
problemes que comporta treballar amb un patré intern cromatografic amb SPME.
En aquest tipus d’extracci6, per raons dbvies, no és possible afegir el patr6 intern a
I'extracte i, per tant, cal extreure’l amb la resta d’analits, amb la qual cosa hi poden

haver competeéncies entre aquests i el patré intern en la seva absorci6 a la fibra.

Les solucions de calibratge es van preparar addicionant diferents quantitats dels
analits a determinar a un vi sinteétic que, de la mateixa manera que en
I'optimitzaci6, contenia els alcohols majoritaris de I’aroma del vi a la concentraci6
en que aquests s’hi troben normalment. Els rangs de concentracions en que es van
construir les rectes de calibratge (taula I11.4) es van escollir en funcié de les dades
de concentraci6é dels eésters en el vi trobades a la bibliografia [76]. Les analisis de
cada solucié de calibratge es van fer per triplicat i amb dues fibres de PDMS

diferents.

La taula III.4 mostra els parametres que es van obtenir de les diferents rectes de
calibratge. Els intervals de confianga, tant del pendent com de l'ordenada a
I'origen, es van calcular multiplicant la desviaci6 estandard d’aquests parametres
pel valor estadistic de la t de Student, el qual es va obtenir per a un nivell de
significancia del 95% (o = 0.05) i per a (n-2) graus de llibertat, on n sén els punts de
la recta. També s’indica a la taula el limit de deteccié (LD) del meétode per a
cadascun dels analits. Aquest parametre es va calcular utilitzant el programa
informatic ULC (Univariate Linear Calibration) [77], el qual determina el limit de
detecci6 a partir dels parametres de la recta de calibratge. En aquest calcul es té en
compte la desviaci6 estandard de la recta, el nombre de mostres de calibratge, la
seva distribucio, la sensibilitat del metode (el pendent de la recta) i les probabilitats

de cometre errors del tipus a i B.
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Interval Ordenada a LD
Compost pendent r

(mg/L) l'origen (mg/L)
Acetat d’etil 10-200 21179 43+0.1 0.999 791
Acetat de 2-feniletil ~ 0.05-1.5 -3.6+18.0 162.0£11.0 0.998 0.21
Acetat d’hexil 0.02-0.7 -18.6+254 1380.6 +43.4 0.999 0.04
Acetat d’isoamil 0.1-3.5 61.0+71.3 301.3+12.0 0.999 0.45
Acetat d’isobutil 0.05-1.5 04+27 674+43 0.998 0.08
Butirat d’etil 0.05-1.5 12.2+15.6 107.3+5.2 0.999 0.28
Decanoat d’etil 0.05-1.5 509.5 £339.4 9109.3 £434.7 0.999 1.23
Hexanoat d’etil 0.05-1.5 -32.8 £46.4 14669 £44.7 0.999 0.06
Lactat d’etil 10-200 14+22 0.1£0.01 0.996 29.04
Octanoat d’etil 0.1-3.5 1682.6 + 571.0 7172.0 + 644.7 0.996 0.69

Taula IIL.4. Parametres de les rectes de calibratge obtingudes amb la técnica del patré extern
(arees front concentracions) i limits de deteccié (LD) del metode.

Els coeficients de correlacié (r) que es van obtenir mostraven que, en el rang de
concentracions en el que es va treballar, hi havia una bona linealitat entre les arees
cromatografiques i les concentracions. No obstant aixo, els limits de detecci¢ del
metode per alguns compostos eren superiors a la concentracié del primer punt de
la recta. Com ja s’ha comentat, aquests es van calcular a partir dels parametres de
les rectes. Si els limits de detecci6 dels diferents analits s’haguessin calculat
experimentalment a partir del senyal del soroll de fons, probablement s’haurien
obtingut valors molt inferiors ja que, en tots els casos, el senyal cromatografic que
s’observava en les mostres de concentracié més petita era bastant més gran que el
soroll de fons. Davant d’aquests resultats, es va pensar que utilitzant un patré
intern la repetitivitat de la injeccié cromatografica probablement milloraria i que,
per tant, la variabilitat de la recta podria disminuir, amb la qual cosa s’obtindrien

també uns limits de deteccié més baixos. Aixi doncs, es van tornar a construir les
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rectes de calibratge perd, aquesta vegada, utilitzant un patré intern per tal de

minimitzar-ne la variabilitat.

En la construccié de les rectes de calibratge amb la tecnica del patré intern es va
escollir un compost de la mateixa familia que els analits d’interés com a patr6
intern perqué en el procés d’extraccié el seu comportament és similar al dels altres
esters. Es va escollir I'octanoat de metil que és un compost que no es troba en el vi
de forma natural i que, a més, es va comprovar que eluia a un temps de retencié on

no interferia en la determinacié de cap dels analits d’interes.

Compost Interval Ordenada a pendent . LD
(mg/L) l'origen (mg/L)

Acetat d’etil 10-200 -0.04 £0.12 1103+ 0.1103 0.994 0.001
Acetat de 2-feniletil ~ 0.05-1.5 -0.01 £0.03 0.03 £0.002 0.995 0.11

Acetat d’hexil 0.02-0.7 0.02 £ 0.04 0.27 £0.02 0.998 0.02
Acetat d’isoamil 0.1-3.5 0.16 £ 0.09 0.07 £0.005 0.996 0.19
Acetat d'isobutil 0.05-1.5 0.009 £ 0.02 0.02 £ 0.002 0.989 0.12
Butirat d’etil 0.05-1.5 0.12£0.02 0.02 +0.002 0.994 0.12
Decanoat d’etil 0.05-1.5 02+13 1.8+£0.2 0.993 0.09
Hexanoat d’etil 0.05-1.5 0.03 £0.13 0.30 £ 0.02 0.996 0.06
Lactat d’etil 10-200 -0.006 + 0.01 1104+ 0.110+ 0.990 20.3
Octanoat d’etil 0.1-3.5 -0.6+29 1.6+0.1 0.994 0.24

Taula IIL5. Parametres de les rectes de calibratge obtingudes amb la tecnica del patré intern
(relaci6 d’arees front relacié de concentracions) i limits de deteccié (LD) del metode.

A la taula IIL5 es mostren els parametres de les rectes de calibratge que es van
obtenir amb la tecnica del patr6 intern. En aquest cas, els coeficients de correlacié

van ser també adequats. Pel que fa als limits de detecci6é (LD) del metode, calculats
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també a partir dels parametres de les rectes, aquests van ser millors que els

obtinguts amb la técnica del patré extern per a la majoria dels compostos.

Per tal de comprovar si la matriu influia en el procés d’extracci6, es va aplicar el
metode de les addicions estandard addicionant diferents quantitats dels analits
d’interés a un vi blanc, un vi negre i un vi rosat. Ja que l'experiéncia del nostre
grup de recerca en l'analisi de compostos volatils del vi amb SPME demostrava
que calia ajustar les mostres al mateix grau alcoholic a causa de la influencia que
pot tenir I’etanol en 1'eficacia de I'extracci6, es va ajustar el contingut en etanol dels
vins a un 12% que és el valor que s’havia fixat al vi sintétic amb el que s’havien

construit les rectes de calibratge.

El grafic de la figura II1.8 mostra, a mode d’exemple, la recta de calibratge de
I'acetat d’isoamil i les rectes d’addicions estandards obtingudes amb diferents
addicions d’aquest compost als tres vins assajats. Graficament, s’observa que les
rectes son paral leles entre elles, la qual cosa indica que per aquest compost no hi
ha efecte matriu. Per a cada analit, es van comparar estadisticament els pendents
de les rectes d’addicions estandard amb els pendents de les rectes de calibratge
construides amb la técnica del patré intern. A un nivell de confianga del 95%, en
cap cas es van observar diferéncies significatives entre el pendent de la recta de
calibratge i el pendent de la recta d’addicions estandard. Per tant, es va concloure
que en la determinacié dels esters amb el metode desenvolupat no existia efecte

matriu.

La repetitivitat del metode es va avaluar a partir de la determinaci6, per triplicat,
de la concentracié dels diferents compostos en un vi blanc. Els valors de
repetitivitat, estimada com la desviaci6 estandard relativa, oscil laven entre el 0.3 i

el 6.9%.
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Figura IIL8. Recta de calibratge de l'acetat d’isoamil obtinguda amb la técnica del patré
intern i rectes obtingudes en les addicions estandard d’aquest compost a un vi blanc, un vi
negre i un vi rosat.

Les addicions que es van fer en vins reals per a detectar si hi havia efecte matriu es
van utilitzar també per a calcular les recuperacions del métode. Tot i que quan es
parla de recuperacié d'una extracci6, generalment, aquest parametre fa referencia a
la quantitat d’analit extret de la mostra respecte a la concentracié inicial, cal
remarcar que les recuperacions, quan es treballa amb SPME, cal calcular-les a
partir de la relaci6 percentual entre la quantitat d’analit afegida i la trobada
mitjancant les rectes de calibratge. Les recuperacions es van calcular a tres nivells
de concentracié diferents (baix, mitja i alt) segons els rangs de concentraci6
especificats a la taula IIL5. El valor de recuperaci6 es va determinar com el
quocient entre la concentracié d’analit en la mostra, calculada a partir de la recta de
calibratge, i la concentracié real d’analit que correspon a la que ja contenia de
forma natural el vi més la que s’hi va addicionar. A la taula III.6, on es mostren els
valors de recuperacié obtinguts per a cada analit i en cada tipus de vi juntament
amb les corresponents desviacions estandard relatives, es pot observar que els

valors de recuperaci6 oscil laven entre un 80 i un 110%.
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Compost Vi blanc Vi negre Vi rosat

Acetat d’etil 88.1 (18.0) 98.5 (13.8) 96.4 (21.5)
Acetat de 2-feniletil 105.1 (8.1) 93.6 (7.8) 99.4 (15.0)
Acetat d’hexil 94.8 (7.5) 101.9 (10.2) 99.1 (10.8)
Acetat d’isoamil 80.9 (11.4) 90.3 (15.7) 101.2 (19.0)
Acetat d’isobutil 111.9 (10.0) 106.5 (13.2) 109.4 (10.8)
Butirat d’etil 106.6 (19.0) 87.7 (15.9) 108.7 (16.5)
Decanoat d’etil 107.2 (19.5) 100.5 (18.6) 109.6 (21.1)
Hexanoat d’etil 822 (14.2) 97.8 (12.2) 97.3 (19.0)
Lactat d’etil 84.1 (8.3) 95.5 (12.3) 89.0 (5.1)

Octanoat d’etil 104.0 (5.3) 107.5 (6.6) 105.2 (9.1)

Taula IIL6. Percentatges de recuperacié del metode i desviacions estandard
relatives (entre parentesis).

En base a tots aquests resultats obtinguts es pot concloure que el meétode
desenvolupat per a la determinaci6 d’ésters presentava uns parametres de qualitat
analitica adequats. La caracteristica més important a destacar, a part de la seva
senzillesa, és la rapidesa ja que el temps de pretractament de la mostra, que
normalment és el temps limitant en aquest tipus de metodes, és de tan sols 30

minuts (15 minuts de preequilibri i 15 minuts d’extraccio).
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IT1.1.3 Aplicaci6é de I’'SPME a I'analisi dels ésters de ’aroma del rom

La familia dels ésters, i més concretament els ésters etilics, son compostos amb un
impacte sensorial molt important en les begudes destil lades com és el rom. Tot i
que sén compostos majoritaris de l'aroma d’aquest tipus de begudes, la
concentracié a la que es troben normalment no és suficient per a determinar-los
mitjancant una injeccio directa al cromatograf de gasos i, per tant, cal utilitzar una

técnica de pretractament per tal d’extreure’ls i concentrar-los.

L’SPME ja havia donat bons resultats en la determinacié dels ésters de I'aroma del
vi. A més, alguns treballs de la bibliografia duts a terme amb brandies [71] i vodkes
[73], apuntaven uns bons resultats d’aquesta técnica d’extracci6 en la determinacié
de compostos volatils en els destil lats. Aixi doncs, en el marc d’un programa de
col laboracio cientifica del nostre grup de recerca amb el Instituto de Investigaciones
para la Industria Alimenticia (IIIA) de Cuba, es va voler adaptar el metode
desenvolupat per a la determinacié d’esters de I'aroma del vi a la determinaci6é
dels principals esters etilics de I'aroma del rom. Tota I'experimentaci6 realitzada i
les dades obtingudes en aquesta, es troben recollides en un article publicat al
Journal of Chromatography A, 922 (2001) 267-275, el qual s’adjunta al final d’aquest

apartat.

La primera part de l'estudi va consistir en trobar les condicions Optimes
d’extracci6, és a dir, les que proporcionaven una millor eficacia en I'extraccié dels
ésters etilics dels roms. Per a dur a terme l'estudi, es van fixar unes condicions
d’extracci6é que es van anar variant aixi que s’anaven trobant els valors optims dels
diferents parametres que influeixen en l'extraccié. Aixi doncs, en aquestes
condicions fixades previament, 25 mL de mostra i 6 g de NaCl s’introduien en un
vial de 50 mL de capacitat. Un cop tancat hermeticament el vial, s’agitava la mostra
mitjancant agitacié magnetica dins un bany termostatitzat a 25°C. L'extraccié es
duia a terme exposant la fibra a 'espai de cap de la mostra durant 30 minuts.

Basant-nos amb els resultats obtinguts en l'estudi dels diferents tipus de fases
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estacionaries dut a terme en el desenvolupament del metode per a I'analisi d’ésters
en vins, vam escollir la fibra de PDMS ja que era la que donava millors resultats en

'extraccié d’aquesta familia de compostos.

A causa de l'elevat contingut en etanol de les mostres (al voltant del 40% v/v), el
primer parametre que es va creure oporta estudiar va ser I'efecte de la concentracié
d’aquest alcohol en l'eficacia d’extraccié dels ésters. Amb aquest objectiu es va
analitzar un rom comercial amb un contingut en etanol del 40% v/v i tres dilucions
del mateix al 20, 12i 5% v/v d’etanol. En el grafic de la figura II1.9 es representa la
suma de les arees dels ésters etilics obtingudes als diferents nivells de concentraci6
d’etanol assajats. Tal i com es pot observar, al disminuir el contingut en etanol de
la mostra, augmentaven les arees cromatografiques dels eésters. Aquest
comportament, perod, s'observava fins a un contingut en etanol del 12%, ja que les
arees obtingudes en la mostra que contenia un 5% d’etanol eren semblants a les de
la mostra amb un 12% d’etanol. En funcié d’aquests resultats, en les segiients

analisis es va fixar el contingut en etanol de la mostra al 12%.
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Figura II1.9. Efecte del contingut d’etanol en la resposta dels analits (suma de les
arees dels esters etilics).

108



Analisi de I'aroma mitjancant la cromatografia de gasos

En l'optimitzacié dels altres parametres de 1'extraccié es va utilitzar una mostra
hidroalcoholica al 12% en etanol addicionada amb els esters i que, a més, contenia
2 mg/L d’alcohol isoamilic, que és un compost majoritari de la fraccié volatil dels
roms, per tal d’obtenir una matriu similar a una mostra de rom real. En I'estudi de
I'efecte de la forca ionica es van realitzar experiments a tres nivells diferents
d’addicié de NaCl: sense addici6, 3 M i 5 M. Els resultats mostraven que en les
mostres addicionades amb NaCl leficacia d’extracci6 dels eésters era
significativament més gran que en les mostres on no s’hi havia afegit sal. No
obstant aix0, entre 3 M i 5 M (a aquest tltim nivell la mostra ja es trobava saturada)
no hi havia diferencies significatives en 'extracci6 dels esters, tot i que si que n’hi
havia en la dels alcohols com I'etanol i I'alcohol isoamilic que presentaven arees
més grans quan es saturava la mostra amb sal. Per tant, per no afavorir 1'absorcié
dels alcohols a la fibra es va escollir 3 M com la concentracié optima de NaCl per a

I'extracci6 dels esters.

El segiient parametre que es va estudiar va ser el volum de mostra a analitzar.
Com ja s’ha comentat en l'apartat III.1.1.1, quan la concentraci6 dels analits
d’interes és molt baixa, una practica que es pot dur a terme per augmentar la
sensibilitat del métode és disminuir la relacié entre el volum d’espai de cap i el de
mostra. Com que aquest no era el cas del present estudi ja que els compostos a
determinar eren compostos volatils majoritaris de I'aroma, es va decidir fixar una
relacié 1:1 entre aquests dos volums ja que d’aquesta manera es treballava més
comodament perque hi havia espai suficient al vial per exposar la fibra sense que
hi hagués perill que en algun moment, a causa de l'agitaci6, aquesta entrés en
contacte amb la mostra liquida. Aixi doncs es van assajar volums de mostra de 10 i
25 mL i utilitzant vials de 20 i 50 mL de capacitat, respectivament. Els millors

resultats es van obtenir amb el volum més petit.

Pel fet que el temps i la temperatura d’extraccié sén dos parametres molt

relacionats, es va considerar oportd optimitzar-los conjuntament. Amb aquest
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objectiu es va dur a terme un disseny factorial amb dos factors i a dos nivells amb
un punt central. Els rangs de temps i temperatura es van escollir tenint en compte
els resultats obtinguts en la posta a punt del métode per a I'analisi d’ésters en vi.
La figura II1.10 mostra el domini experimental assajat amb els punts on es van dur
a terme l'experimentacié. En cada punt experimental es van realitzar tres analisis
de 10 mL de mostra addicionada amb una concentracié 3 M de NaCl. Els millors
resultats es van obtenir al punt central del disseny d’experiments, és a dir,

extraient la mostra a 30°C i durant 35 minuts.
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Figura IIL10. Disseny experimental realitzat en la optimitzacio del
temps i la temperatura d’extraccié.

Una vegada trobades les condicions d’extraccié optimes per a I'analisi dels esters
etilics, es van construir les rectes de calibratge addicionant diferents quantitats dels
analits d’interés a una soluci¢ hidroalcoholica al 12% en etanol que contenia 2
mg/L de 3-metil-1-butanol. Per I'experiéncia adquirida en el treball anterior amb la
teécnica del patr6 extern, es va decidir utilitzar un patré intern per a la construccié
de les rectes de calibratge. El compost escollit com a patré intern fou l’octanoat de
metil ja que havia donat bons resultats en el treball anterior i, a més, tampoc és un

compost natural de la composicié volatil dels roms. Tal com mostren els resultats
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que es presenten en l'article annex, les rectes de calibratge obtingudes presentaven
una bona linealitat en el rang de concentracions en qué es va treballar. Els limits de
detecci6, de la mateixa manera que en el treball anterior, es van calcular a partir
dels parametres de la recta amb el programa estadistic ULC [77] i els valors

obtinguts variaven entre 7 i 27 pug/L.

Per comprovar que la matriu dels roms no produia cap interferencia en la
determinaci6, es va aplicar la técnica de les addicions estandard en mostres de
roms reals diluides al 12%. Una vegada es va verificar estadisticament que no hi
havia diferéncies significatives entre els pendents de les rectes construides amb
addicions estandard i els de les rectes de calibratge, es va calcular la recuperaci6
del metode a tres nivells aprofitant els experiments duts a terme per a 'avaluacié
de l'efecte matriu. Els valors de recuperacié obtinguts es trobaven entre el 91 i el

105% i amb unes desviacions estandard relatives inferiors al 20%.

Finalment, el metode es va aplicar a la determinaci6é d’esters etilics de diferents
roms comercials. A la taula 3 de l'article annex es mostren, per a cadascun dels
roms analitzats, els valors de concentracié dels ésters que s’expressen com a mg
per litre d’etanol, ja que aquesta és la manera usual d’expressar les concentracions

en el sector de les begudes alcoholiques.

Tots els resultats i dades obtingudes es troben més ampliament descrits a 1'article
que segueix a continuacié que porta per titol Headspace solid-phase microextraction of
higher fatty acid ethyl esters in white rum aroma i que va ser publicat a la revista

cientifica Journal of Chromatography A.
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HEADSPACE SOLID-PHASE MICROEXTRACTION OF HIGHER FATTY ACID
ETHYL ESTERS IN WHITE RUM AROMA
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Abstract

Fatty acid ethyl esters are the main components of rum aroma and play an important sensorial impact in these distilled
alcoholic beverages. Herein, a method for analysing these volatile compounds is described. It involves a separation and

ration step using headsy solid-phase microextraction and determination by capillary gas chromatography using
flame i letection. The infl of different parameters related to the isolation and concentration step, such as
cthanol conee i ionic strength. sample volume, time and temperature of extraction, was studied. The developed

method enabled recoveries =91% for the analyzed compounds with limits of detection between 0.007 and 0.027 mg/1, all of
them lower than the range of concentrations found in rum samples. The method was successfully applied to the analysis of
fatty acid ethyl esters in different commercial white rums. @ 2002 Elsevier Science BV All rights reserved.

Kevwerds: Headspace analysis: Solid-phase microextraction: Aroma compounds: Fatty acid ethyl esters

1. Introduction

Rum is a fairly tasteless and neutral spirit mainly
derived from the fermentation and distillation of
sugar molasses. Once the alcohol has been obtained
from the fermentation and distillation processes, it
undergoes further processing such as passing through
carbon filters, ageing in oak barrels and blending,
which give rum its characteristic aroma.

Distilled alcoholic beverages have been distin-
guished by the presence of characteristic volatile
components coming from the raw materials used in

*Comesponding author.
E-mail address: qaenol@fe.urv.es (). Guasch).

fermentation, distillation and ageing. These com-
ponents are mainly fusel alcohols, ethyl acetate,
acetic acid, fatty acids and esters [1-3]. Fusel
alcohols, acetic acid and ethyl acetate are present in
these beverages at relatively large amounts, generally
between 10 and 4000 mg per | of ethanol, and they
can be determined directly by gas chromatography
(GC). However, fatty acid ethyl esters are usually
present at concentrations below 10 mg per | of
ethanol and their determination requires the use of a
preconcentration technigue.

Solid-phase microextraction (SPME) is a solvent-
free extraction technique that enables the extraction
and concentration steps to be carried out simul-
taneously [4-9]. It has been shown to be a very
suitable technique for the analysis of volatile and

0021-9673/02/% — see front matter @ 2002 Elsevier Science BN All rights reserved.
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semi-volatile compounds in alcoholic beverages [10—
14],

In the SPME, a fused-silica microfiber coated with
a stationary phase, which is immersed either directly
into the liquid sample (DI-SPME) or into the head-
space above it (HS-5PME), is used. Recently, direct
sampling has been shown to be very efficient for
extracting various esters in vodkas and white rums
[12]. However, HS-SPME is preferable to DI-SPME
to isolate the volatile compounds, because it allows
shorter extraction times [5] and the lifetime of the
fibre is longer.

Taking into account these observations, the pur-
pose of this work is the development of a method for
determining higher fatty acid ethyl esters in white
rum aroma using HS-SPME as extraction technique
and GC-FID as determination technique.

2. Experimental
2.1 Chemicals and reagents

The fatty acid ethyl esters studied were (CAS
number in brackets): ethyl hexancate [123-66-0],
ethyl octanoate [106-32-1], ethy] decancate [110-38-
3] and ethyl dodecancate [106-33-2]. Methyl oc-
tancate [111-11-5] was used as internal standard
(istd). They were supplied by Aldrich (Beerse,
Belgium) and all had purity above 98%.

An individual standard solution of 5000 mg/l of
each ester was prepared in HPLC-grade ethanol
(Scharlau, Barcelona, Spain) and it was stored at
5°C. A global standard solution containing all the
esters was prepared with an aliquot of each in-
dividual standard solution and subsequent dilution
with ethanol. Working solutions used in further
studies were prepared by adding different amounts of
the global standard solution to an ethanolic solution
{12% v/v) that contained 2 mg/1 of 3-methylbutanol
(Aldrich, Beerse, Belgium) in order to obtain a
matrix as similar as possible to a real rum.

22 Headspace and SPME
The SPME holder, for manual sampling, and the

polydimethylsiloxane fibres (100 pum) used in this
study were purchased from Supelco (Bellefonte,

USA). The fibres were conditioned by inserting them
into the GC injector at 250 °C for 1 h and they were
immediately used to prevent contamination.

In order to obtain optimal results, the experimental
conditions were studied (Section 3.1). In the opti-
mised procedure 10 ml of sample were placed in a
20-m] vial with 0.88 g of NaCl and were spiked with
methyl octanoate as internal standard (0.5 mg/1).
Then the vial was hermetically sealed with a silicone
septum and shaken to obtain a homogeneous mix-
ture. The HS-SPME of the sample was carried out at
30°C in a thermostatic bath for 35 min with constant
magnetic stirring (500 rpm). When the extraction
step was finished, the SPME fibre was removed from
the vial and inserted into the injection port of the GC
for thermal desorption of the analytes at 250 °C, for
1 min, in splitless mode. For every sample, at least a
duplicate analysis was carried out.

23 Chromatography

The analyses were carried out on a Hewlett-Pac-
kard 6890 gas chromatograph equipped with a flame
ionisation detector (FIDY). The injection was made in
splitless mode for 1 min using an inlet of 0.75 mm
LD, which improves the GC resolution. The tem-
perature of the injector and detector was 250 °C. The
separations were performed using a SFB-5 column
(30 m>025 mm LD, 025 um) with an oven
temperature program of 60 °C (2 min), 4 °C/min to
250°C (20 min). The carrier gas was helium with a
flow-rate of 1 ml/min.

To identify the esters and other rum volatiles,
which were also extracted by the fibre, a Hewlett-
Packard series 6890 (series II) gas chromatograph
equipped with a HP-3973 mass-selective detector
was used. The chromatographic conditions were the
same as those described for GC-FID. The detector
operated in electron impact mode (70 V) at 230°C.
Detection was carried out in the scan mode between
30 and 400 amu,

3. Results and discussion
31 HS-SPME parameter optimisation

The parameters optimised were ethanol concen-
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tration, sample ionic strength, sample volume, ex-
traction time and temperature of the sample during
extraction. In each experimental point, four samples
were analyzed. The possible interference of the
matrix was also taken into account.

The first parameter studied was the ethanol con-
centration. This alcohol is one of the major rum
constituents and can compete with the other volatile
components in the extraction process. In fact, some
authors [15-18] have found that an increase in the
ethanol content decreases the extraction efficiency.
Furthermore, a high ethanol content can modify the
nature of the matrix. Corner et al. showed that an
amount of ethanol higher than 17% (v/v) increases
the esters’ solubility into the liquid sample and,
therefore, the headspace concentration of these com-
pounds is reduced [19]. To check these effects,
samples of rum containing 40P% v/v of ethanol were
diluted to obtain different solutions with an alcohol

content of 5, 12 and 20% v/v, which were sub-
sequently analysed. In the extraction, 25 ml of
sample were placed in a 50-ml vial with 6 g of NaCl
The process was carried out at 25°C, for 30 min.
The data obtained (Fig. 1) show that the higher the
ethanol concentration, the lower the extraction ef-
ficiency; however, with 5% of ethanol there was also
a great dilution of the other volatile components.
Therefore 12% of ethanol was fixed for subsequent
analysis.

Another consideration that had to be taken into
account was that, in some cases, the ethanol contents
of rums differ by =2% v/v from the alleged 40%
v/v. After determining how these changes could
affect the fatty acid esters profile, we concluded that
these small variations in ethanol content do not affect
significantly the response of the compounds analysed
provided that an internal standard is used.

The addition of salt to the sample (salting out
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Fig. 1. Effect of ethanol content on the responses of analytes (summary of all the areas of the ethyl esters).
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effect) can modify the extraction efficiency. It seems
that the nature of the matrix can be modified by
adding a salt because this addition can affect the
liquid—-gas partition coefficients of the analytes [6].
Therefore, the effect of the salt was investigated and
several experiments were made with the same ex-
traction conditions as in the previous study. but
different amounts of sodium chloride (0-5 M) were
added to a hydroalcoholic matrix (12% ethanol). As
it is shown in Fig. 2, there are two types of
behaviour: (a) for ethanol, adsorption increases when
the salt concentration also increases; (b) for 3-
methylbutanol, ethyloctancate and ethyldecanoate,
adsorption increases initially and then levels off at
higher salt concentration. Since ethanol and 3-
methylbutanol are major rum components and they
can be measured by direct GC analysis without a
concentration step, 3 M concentration was selected n
all the HS-SPME experiences in order to increase
ester extraction but not the aleohol extraction.

Once the salt concentration was fixed, the in-
fluence of the sample volume was also tested by
working at a constant ratio of liquid—gas phases
(1:1) with 20- and 50-m] vials. Absorption times of
30 min at 25°C in 20-ml vials gave higher ex-
tractions than those obtained with 50-ml vials. This
fact can be due to the reduction of the equilibration
time when a smaller headspace is used because the
analytes would take less time to diffuse through the
headspace of the fibre [20]. Thus, a sample volume
of 10 ml in a 20-ml vial was selected.

The SPME is strongly influenced by the sample
temperature during extraction because the partition
coefficients are temperature-dependent and the ex-
traction of the analytes by the fibre is an exothermic

2,0E+04 -
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15E+04 | Bnandl """
5 10804
[ S.mathyiuancd
CIUSL KR - —
" Gniccanene
0,0E+00 + r -
0 2 4 3]
NacCl (M)
Fig. 2. Effect of salt conc ion on the res of the
analytes,

process [5]. Furthermore, the sample temperature is
closely related to the extraction time, so both param-
eters were studied simultaneously. Periods of time of
10, 35 and 60 min were tested at 10, 30 and 50 °C. In
these extractions the already ionic strength, sample
volume and vial volume conditions were used. By
way of example, the results for ethanol, ethyl
octancate and ethyl decanocate are shown in Fig. 3.
The best results were obtained in 35 min at 30°C,
since at this experimental point there is a high
extraction of ethyl esters, while the ethanol ex-
traction is minimized.

3.2 Method validation

To check the matrix interference on the extraction
process, a hydroalcoholic solution 12% (v/v) of
ethanol spiked with different concentrations of fatty
acid esters, and different rums diluted to 12% (v/v)
of ethanol and also spiked with the same analytes at
different concentration levels, were analysed under
the optimal conditions of the extraction procedure.
The calibration curves obtained from the analyses of
the different ethanolic solutions and of the diluted
rums were compared with the computer programme
ULC {(Univariate Linear Calibration) [21]. No differ-
ences at 95% confidence were observed between
slopes of both curves for fatty acid ethyl esters. So,
for determining the ester concentration in real sam-
ples, the calibration curves constructed with etha-
nolic solutions were used. Table 1 shows that the
calibration curves were linear over the selected
concentration ranges, with high determination co-
efficients (°>0.99). The limits of detection (LODs)
ranged between 0.015 and 0.070 mg/1.

In order to calculate the recovery of the method,
the matched matrix standard method was used. This
parameter was determined as the quotient between
the amount of analyte calculated from the calibration
curves and the real amount of the analyte in the
sample. This real concentration corresponds to initial
concentration, which is determined using the stan-
dard addition technique, plus the quantity of analyte
added. To calculate the recovery the analytes were
added to a rum sample at three different concen-
trations (lower, middle and higher level) of the
calibration range specified in Table 1. Table 2 shows
the average recoveries with their relative standard
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Fig. 3. Effect of time and sample temperature on the responses of the analytes.
Table 1
Parameters of the calibration curves and limits of detection of the method (LODY)
Compound Range (mg/1) Slope Intercept R LOD {mg/1y
Ethyl hexanoate 0.05-2 0.3476 00140 0998 0.007
Ethyl octanoate 0.05-1 5.2501 0.0085 0.996 0018
Ethyl decanoate 0.2-1 16.8630 —0.0142 0.998 0.015
Ethyl dodecanoate 0.1-2 32138 0.0842 0.995 0.027
deviations (RSDs). It can be seen that the recoveries
ranged between 91 and 105% and their RSDs were
lower than 20%,
Table 2 The repeatability of the response ratios (analyte/
Recovery p and relative standard d (in paren- internal standard) was determined using hydroal-
theses) coholic solutions (12% ethanol) with addition of
Compound Low level  Middlc level  High level different concentrations of analytes. The measure-
Ethyl hexanoate 996 (17.2) 96.8 (8.7) 99.7 (12.9) ments (7 =4) were found to be repeatable with 2—8%
Ethyl octanoate 100 (3.7)  100.6 (0.9)  99.6 (0.6) RSD, although for some analytes the precision
Ethyl decanoate 100 (12.9)  105.6 (8.0) 100 (5.8) deteriorated at low concentrations.
Ethyl dodecanoate  98.7 (5.5) 911 (118  99.2(1.2)

The reproducibility of the method was determined
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Fig. 4, Typical HS-SPME-GC analysis of a white rum (Cuban rum, 3 years old} using the proposed procedure. 1, Ethyl hexanoate; 2,
methyl ectanoate (istd); 3, ethyl - 4, ethyl d 5, ethyl dod 1
using several rum samples which contain low and ethyl esters in rums and shows very good repro-
high levels of esters. The samples were analysed by ducibility and recovery. A synthetic matrix was used
duplicate, one analysis per week on two consecutive for quantitative analysis because no differences to
weeks. The determination of the analyte concen- real sample behaviour were observed. However, the
tration was generally reproducible within 2-10% high ethanol content in distilled aleoholic beverages
RS3D. is a problem when SPME is used in the analyses of
Finally, the method was successfully applied to this kind of drinks. The interference of this major
determine the fatty acid esters in different commer- rum volatile constituent was minimised by diluting

cial white rums. A typical HS-SPME-GC profile of the sample at 12% v/v of ethanol.
white rum is shown in Fig. 4. Table 3 shows the fatty
acid ethyl ester concentration found in each rum
analysed. Several distinct profiles were observed in Acknowledgements
the commercial rum brands,
The authors wish to thank the Ministerio de
Educacion, Cultura y Deporte of Spain (Scientific
4. Conclusions Co-operation Program with Latin America) for the
financial support given and the CICYT (project
Headspace solid-phase microextraction is a very ALI97-0765) for providing Mrs. Marti’s doctoral

simple and fast technigue for determining fatty acid fellowship.

Table 3

Fatty acid ethyl esters (mg per | of ethanol) in commercial white rums (40% v/v ethanol}

Samples Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl
hexancate octanoate decanoate dodecanoate

Cuban rum, 3 years old 0.15 6.80 3917 0.75

Cuban rum, 7 years old 0.04 505 2340 035

Cuban rum, aged 003 241 1987 0.27

Bahamian mm 0.06 440 1948 0.09

Spanish rum 1, golden nd. 0.65 379 0.03

Spanish rum 2, golden 0.04 14.14 103.33 1.59

n.d., not detected.
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II1.2 ANALISI DE L’AROMA DEL VI MITJANCANT LA GCO

De tota la gran quantitat de compostos que conformen la fraccié volatil dels
aliments, en general, tan sols uns quants contribueixen a la seva aroma. A més,
I'experiéncia mostra que molts dels compostos amb activitat aromatica es troben
presents a concentracions molt baixes i que, per tant, la seva importancia sensorial
és deguda basicament als seus baixos llindars de percepci6 sensorial. Es per tot
aixo que el perfil cromatografic que s’obté amb un detector convencional, com pot
ser un detector d'ionitzaci6é de flama (FID) o un d’espectrometria de masses (MSD),
no té perque reflectir el perfil aromatic de 1'aliment. En el cromatograma hi poden
haver pics que corresponguin a compostos que no presenten cap olor i que, per
tant, no tenen cap importancia des del punt de vista de I'aroma o, per altra banda,
també pot ser que compostos que contribueixin de manera important a 'aroma no
s’identifiquin en l'analisi cromatografica perque la seva concentracié es troba per
sota del limit de deteccié del detector. Aixi doncs, una tasca molt important en
I'analisi de I'aroma és distingir, d’entre tots els compostos volatils, aquells que
presenten olor i que per tant sén susceptibles de participar en I'aroma de 1'aliment
en qliesti6. La cromatografia de gasos amb deteccié olfactimetrica (GCO) és 'eina

que permet dur a terme aquesta important tasca.

I11.2.1 La GCO

Aquesta tecnica consisteix en injectar al cromatograf de gasos un extracte de
I'aroma de la substancia d’interés i avaluar amb el nas huma les caracteristiques
sensorials de I'efluent de la columna cromatografica per tal de determinar en quins
temps de retencié s’hi detecten olors. El fet de que la deteccié olfactimetrica es
dugui a terme en paral lel amb un detector quimic (normalment un FID o un

MSD), permet relacionar la informacié quimica que proporcionen aquests detectors
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amb la informacié sensorial que proporciona el detector olfactimetric, amb la qual
cosa s’aconsegueix identificar quins sén els compostos volatils aromaticament
actius. D’alguna manera es pot dir que la GCO és un enllag entre I'analisi quimica i
'analisi sensorial. La figura II1.11 mostra un esquema de com es duu a terme una

analisi olfactimetrica.

Extracte

Figura III.11. Esquema d’una analisi olfactimetrica.

Els inicis de la GCO van molt lligats als inicis de la propia cromatografia de gasos.
La utilitzacié del nas com a detector cromatografic va ser proposada per Fuller i els
seus col laboradors I'any 1964 [78]. Aquest primer periode va ser molt excitant per
als quimics de I'aroma ja que van aconseguir assignar descriptors d’olors als pics
cromatografics i, a més, van poder detectar amb el seu nas compostos que no
podien ser detectats pels detectors quimics. De fet, tot i que en menor proporci6,
aix0 encara passa avui en dia ja que, per alguns compostos, el nas huma és molt

més sensible que qualsevol dels detectors quimics que existeixen.

En els primers detectors olfactimetrics que es van utilitzar, la reproductibilitat era
un greu problema que es devia basicament a la incomoditat que suposava olorar

un efluent gasods sec i calent. Per tal de solucionar-ho, es va dissenyar un detector
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que barrejava aire humidificat amb I'efluent calent que sortia de la columna,
reduint d’aquesta manera la deshidrataci6 nasal, la qual pot afectar de manera
important la capacitat olfactiva de l'individu que realitza I'analisi olfactimetrica
[79]. Actualment, es continua utilitzant aquest mateix sistema en gairebé tots els

detectors olfactimetrics existents.

Un cop trobada I'eina que permetia identificar els compostos de I'extracte aromatic
que presentaven olor, el segiient repte va ser determinar la importancia relativa de
cadascun d’ells en I'aroma global de la substancia. La recerca en aquest camp,
pero, es pot dir que encara continua activa avui en dia. Tot i que s’han
desenvolupat diferents tecniques olfactimetriques per tal d’avaluar la importancia
sensorial dels diferents compostos olorosos, tal com mostren diferents revisions
bibliografiques que s’han realitzat sobre aquest tema [80-86] totes elles presenten

limitacions i per tant no es pot dir que el problema estigui definitivament resolt.

II1.2.1.1 Les técniques olfactimétriques

El primer intent d’avaluar la contribuci6 sensorial d'un compost en I'aroma d’una
substancia fou 1'any 1963, abans del desenvolupament de la GCO, quan Rothe and
Thomas van calcular la relacié entre la concentracié del compost a la mostra i el
seu llindar de percepcié sensorial. A aquesta relacié la van anomenar valor
d’aroma [87]. Segons aquesta teoria, aquells compostos que presentin un valor
d’aroma superior a la unitat influiran en l'aroma de la substancia en quiestio.
Aquesta manera d’avaluar la importancia sensorial dels compostos volatils
requereix, per tant, la quantificacié i determinacié del llindar de percepcié
sensorial d'un gran nombre de compostos, la qual cosa suposa una despesa de

temps considerable.

Les técniques olfactimeétriques permeten obtenir una estimacié de la importancia

sensorial dels diferents compostos en l’aroma de la substancia d'una manera més
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senzilla que no pas calculant els valors d’aroma de tots els compostos. Depenent
del tipus de mesura, aquestes es poden classificar en quatre grups: tecniques de
dilucié, tecniques de temps-intensitat, tecniques d’intensitat posterior i tecniques
de freqiiéncia de deteccid. A continuaci6 es descriuen totes elles remarcant els seus

avantatges i inconvenients.

Tecniques de dilucio

Aquestes técniques consisteixen en analitzar mitjangant la GCO un extracte de
I'aroma de la substancia d’interes per tal de determinar a quins temps de retencié
apareixen olors. En una segona fase, es van duent a terme successives dilucions de
I'extracte, normalment amb el mateix dissolvent organic utilitzat per a la seva
obtencid, les quals s’analitzen també olfactimetricament. A mesura que va
augmentant la diluci6 de I'extracte, es van detectant menys olors en la seva analisi
mitjangant la GCO, fins que s’arriba a una dilucié en la que ja no es detecta cap
olor. Per a cada compost es determina el seu factor de dilucié com I'tltima dilucié
en queé s’ha detectat la seva olor. Com més gran és el factor de dilucié d'un
compost, és a dir, com més gran és la dilucié en que s’ha detectat la seva olor per
altima vegada, més gran és la seva contribucié a l'aroma de la substancia en
qliesti6. D’aquesta manera s’obté una classificacié jerarquitzada dels compostos

olorosos segons la seva poténcia aromatica.

Les dues tecniques de dilucié principals sén el CHARM (Combined Hedonic Aroma
Response Measurements), desenvolupada per Acree i col laboradors [88], i '’ AEDA
(Aroma Extract Dilution Analysis) desenvolupada per Grosch i col laboradors [89,
90]. La tecnica AEDA és la més senzilla de les dues ja que I'analista tan sols ha de
concentrar-se en la deteccié de les olors i en la descripcié de les mateixes. El
resultat s’expressa com el factor de dilucié que, com ja s’ha dit, és la maxima
dilucié en la que encara s’ha detectat I'olor. La representacié dels factors de dilucié

front el temps de retencié (o els indexs de Kovats) s’anomena aromagrama. En la
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figura II1.12 es mostra un exemple d’un aromagrama que correspon a l'analisi d'un

extracte de 'aroma d’un cafe [82].
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Figura IIL.12. Aromagrama d’'un extracte aromatic de café obtingut amb
la tecnica AEDA [82].

En el CHARM l'analista, a més a més de descriure I'olor que detecta, ha
2 N 7 . < N
d’assenyalar el moment en queé comenca l'olor i el moment en qué acaba. Aixo
s’aconsegueix amb un dispositiu connectat a un sistema informatic en el que
I'analista ha de pitjar un bot6é quan detecta 1’olor i mantenir-lo pressionat fins que
I'olor canvia o desapareix. D’aquesta manera el sistema informatic enregistra
Iinterval de temps que dura cada olor. En aquest cas, en la construccié de
I'aromagrama, a més a més del factor de dilucid, es té en compte també la duracié

de I'olor, i aix0 fa que tingui un aspecte més semblant a un cromatograma.

La figura IIL13 mostra de manera esquematica com es construeixen els
aromagrames amb la tecnica CHARM. En l'analisi de cada dilucié, l'interval de
temps de retencié de cada olor es representa mitjangant un senyal quadrat. El
diagrama final es construeix superposant els senyals quadrats de cada dilucié

analitzada. L’area d’aquest senyal es coneix com el valor CHARM, que és el que
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s’utilitza per a quantificar la poténcia aromatica, i I'alcada correspon al factor de

dilucié.

Dilucio1 — 1 | 1
Diluci6 2 d ! 1
Diluci6 3 1

Superposicio de les senyals
3
3 J_I_r—‘_ll T f—J_Ll

9 4F e Cromatograma CHARM
F: factor de dilucié
Valor CHARM: area del pic

b =T <

Figura II1.13. Esquema de la construccié dels aromagrames CHARM
[83].

En general, 'obtenci6 de l'extracte aromatic és un dels passos més critics dels
metodes olfactimetrics ja que cal extreure de manera representativa un gran
nombre de compostos volatils de diferent naturalesa quimica i que, a més, molts
d’ells estan a concentracions baixes, per la qual cosa, en la majoria dels casos, cal
concentrar l'extracte. Aquest procés, perd, pot comportar perdues importants
d’alguns compostos olorosos que falsejaran els resultats finals ja que la potencia
aromatica d’aquests compostos es veura subestimada en l'analisi olfactimetrica.
Amb I'objectiu d’evitar aquest problema, s’ha desenvolupat '’ AECA (Aroma Extract
Concentration Analysis) una tecnica que conceptualment es pot englobar amb les
tecniques de diluci6, perd que, enlloc d’analitzar-se per GCO successives dilucions
de l'extracte, s’analitzen successives concentracions del mateix [91]. En I’AEDA

s’analitzen per GCO dilucions d'un extracte que s’ha obtingut extraient els
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compostos volatils de la matriu i concentrant-los, mentre que en ’AECA s’analitza
per GCO l'extracte obtingut aillant els compostos de la matriu pero sense
sotmetre’ls a un procés posterior de concentracié. Després, mitjangant 1'eliminacié
del solvent, es va concentrant 'extracte de manera successiva i en cada pas de
concentraci6 s’analitza una aliquota de la mostra per GCO. D’aquesta manera es

determinen també les olors que es poden perdre durant el procés de concentracio.

La major part dels metodes descrits en els que utilitzen les tecniques de dilucio,
I'extracte de la mostra que s’analitza és liquid i les dilucions del mateix es fan amb
un dissolvent organic adequat. No obstant aixd, s’han desenvolupat alguns
metodes en els que analitzen 'espai de cap de la mostra. Guth i Grosch van
proposar una nova modalitat de ' AEDA combinant la técnica de I'espai de cap
amb la GCO [92]. En aquest cas la diluci6 s’obtenia injectant volums decreixents de
I'espai de cap al cromatograf de gasos. Per altra banda, Deibler i els seus
col laboradors van desenvolupar un metode utilitzant I'SPME com a técnica
d’extraccié6 en el qual aconseguien l'efecte de dilucié per calcular els valors
CHARM, utilitzant fibres de diferent gruix i de diferents llargades [93]. Aquesta
mateixa tecnica d’extraccié també va ser utilitzada en aquesta tesi en el
desenvolupament d'un metode per a la caracteritzacié de I’aroma del vi mitjangant
GCO, pero en aquest cas utilitzant la tecnica de dilucié AEDA per a l'avaluacié de
la potéencia aromatica dels compostos olorosos [58]. A diferéencia del treball de
Deibler et al., en el treball realitzat en aquesta tesi (apartat 1I1.2.3) els factors de
dilucié es van determinar a partir de les analisis olfactimetriques dutes a terme als

extractes de successives dilucions de la mostra.

Tant 'AEDA com el CHARM s6n técniques que ens proporcionen una idea
orientativa de la contribucié dels compostos en 'aroma d’una substancia pero, en
cap cas, els resultats s’han de considerar de manera categorica. Aquestes técniques
estan basades en els llindars de percepci6 sensorial dels compostos volatils en I'aire

ja que, en l'analisi olfactimetrica, els compostos olorosos es volatilitzen de
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I'extracte i llavors s’avaluen. No obstant aixo, la volatilitat dels compostos en els
aliments depén de la seva solubilitat en la matriu, aixi com també de les
interaccions amb els components de la matriu que no sén volatils. Es per aixo que
en molts casos s'utilitzen aquestes tecniques com un pas previ a la determinacié
dels valors d’aroma [94]. D’aquesta manera es simplifica molt la feina ja que només
es determina el valor d’aroma d’aquells compostos que han donat com a resultat

una poténcia aromatica important en I'analisi olfactimetrica.

Una vegada determinat quins sén els compostos amb un impacte sensorial
important en 'aroma d'una substancia, és aconsellable dur a terme estudis de
recombinacié per tal de verificar els resultats obtinguts [83]. Aquests estudis
consisteixen en elaborar una mostra sintetica a partir de la combinacié dels
compostos amb importancia sensorial a les concentracions en qué es troben en la
mostra real i, mitjancant un panel de tastadors, determinar com s’assembla 1’aroma
de la mostra sintética amb 1’aroma de la mostra real. Després, mitjangant estudis de
supressid, que consisteixen en avaluar de manera consecutiva les mostres
sintetiques pero sense afegir-les-hi un determinat compost, es pot coneéixer el paper

real que juga aquest compost en ’aroma de la substancia analitzada.

Les tecniques de dilucié, al igual que els valors d’aroma, han estat criticades pel fet
de no complir les lleis psicofisiques de la percepcié aromatica. Aquestes tecniques
assumeixen que la resposta a un estimul olfactiu és lineal amb la diluci6 i que tots
els compostos tenen el mateix pendent de resposta quan augmenta la concentracio.
No obstant aix0, aquestes assumpcions es contradiuen amb la llei psicofisica
d’Stevens la qual mostra que la relaci6 entre la intensitat aromatica i la

concentracié és exponencial:
I=k(C-T)

En aquesta equaci6 I és la intensitat aromatica, C és la concentraci6, T és el llindar
de percepci6 sensorial, k és una constant de proporcionalitat que depén de cada

compost i n és un altra constant que pot variar entre 0.3 i 0.8. Segons aquesta llei,
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dos compostos que es trobin a la mateixa concentracié i que tinguin uns llindars de
percepcidé sensorial molt semblants perd que presentin exponents (n) diferents,
poden presentar intensitats d’olor molt diferents i per tant no contribuiran de la

mateixa manera a 'aroma global de la substancia.

Un altre inconvenient de les tecniques de diluci6 és la gran quantitat de temps que
requereixen ja que un estudi d'una mostra pot durar diversos dies. Cal tenir en
compte que s’ha d’analitzar olfactimetricament 1'extracte de la mostra i totes les
dilucions que es facin del mateix fins que no es percebi cap olor i, en molts casos, el
nombre de dilucions necessaries pot ser important. A més, cal fer repeticions de
I'analisi de cada dilucié. A tot aixd se li ha d’afegir que el nombre d’analisis
olfactimetriques que pot fer un analista en un dia és molt limitat a causa dels
problemes olfactius que li pot causar estar olorant un efluent de gasos calent

durant un excés de temps.

Per altra banda, com més gran sigui el nombre d’analistes que duen a terme
I'analisi olfactimetrica, més volum de feina implica i, per tant, més temps per a
caracteritzar 'aroma d’una substancia, ja que cada analista haura de dur a terme,
com a minim per duplicat, 'analisi olfactimeétrica de 1'extracte i de totes les
dilucions que s'hi facin. Es per aixd que per tal de simplificar la feina i reduir el
temps en la caracteritzacié aromatica d’una mostra, en la majoria dels casos tan
sols duen a terme l'analisi olfactimetrica dos analistes, la qual cosa suposa no
poder aplicar tests estadistics convencionals per tal de validar les diferéncies que

s’observin entre aromagrames de productes diferents.

Tot i els inconvenients citats de les tecniques de diluci6, aquestes sén fins al
moment les més utilitzades per a dur a terme una estimacié de la contribucié
sensorial dels diferents compostos volatils en I’aroma dels aliments, principalment,
a causa de la seva senzillesa en el processament del senyal i de que no requereixen
d’instrumentacié sofisticada, sobretot la tecnica AEDA. A més, la component de

subjectivitat de l’analista que existeix en altres técniques, que s’expliquen a
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continuacid, no existeix en les tecniques de diluci6 ja que en aquestes 1'analista tan
sols ha d’indicar si percep o no una olor, i en el cas del CHARM indicar, a més a

més, el moment en que aquesta comenga i acaba.

Tecniques de temps-intensitat

Aquestes técniques es basen en I'avaluacié de la intensitat de 1’olor. McDaniel i els
seus col laboradors van ser els primers en desenvolupar una técnica de temps-
intensitat a la qual van anomenar OSME [95, 96]. Aquest nom deriva d'una paraula
grega que vol dir olor. Amb aquesta técnica 1'analista utilitza un dispositiu que
consisteix en un indicador que es mou 150 mm longitudinalment i que esta
connectat a un sistema informatic, amb el qual assenyala la intensitat de 1’olor en
un rang de 0 a 15. A més a més enregistra el temps de retenci6 i la descripcié de
I'olor. La representacié de les intensitats de les olors front el temps de retencié
s’anomena osmeograma i proporciona una representacié grafica de la importancia
sensorial dels compostos en 1'aroma global de la substancia. L’analisi la poden
realitzar diversos analistes (els autors n’utilitzen quatre) i amb el tractament que es
realitza a les dades obtingudes amb tots ells, 'aspecte final que presenta
I'osmeograma és molt semblant al d'un cromatograma. A la figura II1.14 es mostra
un exemple d’osmeograma obtingut amb l'analisi d’una soluci6é sintética de

compostos volatils olorosos [82].

S’ha demostrat, amb la utilitzacié d’una solucié sintética, que les intensitats de les
olors detectades a la sortida de la columna cromatografica presenten una bona
correlaci6 amb la concentracié dels compostos responsables de les olors [96]. No
obstant aix0, en 'tinica aplicaci6é que s’ha fet d’aquesta técnica a mostres reals [97],
sorprenentment els autors interpreten les diferencies entre osmeogrames basant-se
en les freqiiencies de deteccié de les olors (técnica que s’explica més endavant) i no
en l'estimacié de les intensitats que és el que estableix la tecnica OSME. Alguns

autors atribueixen aquest fet a que aquesta técnica presenta massa dificultats pels
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analistes ja que s’observa una gran discrepancia entre els diferents analistes en el

nombre de compostos detectats i en la qualitat de les seves olors [98].
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Figura II1.14. Osmeograma d’una mostra sintética [82].

Per tal de solucionar aquestes limitacions de la técnica OSME, un grup
d’investigadors del Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) de Dijon va
desenvolupar una altra tecnica de temps-intensitat a la qual van anomenar finger
span cross modality matching (FSCM) [98-99]. Aquesta técnica es diferencia de
I'OSME en la manera d’avaluar la intensitat. En I'FSCM I’analista assenyala la
intensitat de I'olor que percep separant el dit gros i un altre dit que pot ser I'index
o el cor, mitjangant un dispositiu. Com més gran és la distancia entre els dos dits,
més intensa és 1'olor. Aquesta manera d’avaluar la intensitat d'un estimul olfactiu
havia estat descrita en estudis psicofisics realitzats a la década dels 60 i dels 70
[100]. EI dispositiu que s’utilitza en 'FSCM mesura la distancia entre els dits i
aquesta es relaciona amb la intensitat aromatica. El diagrama que s’obté en la

representacié de les intensitats front els temps de retencié és molt semblant a un
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osmeograma. S’ha demostrat mitjancant 1'analisi de solucions sintetiques que
existeix una relaci6 logaritmica entre els valors d’alcada de pic d’aquest diagrama i

la concentracié del compost responsable de I'estimul.

L’avantatge que presenta 'FSCM vers 'OSME és que la mesura de la intensitat de
les olors és molt més rapida ja que els analistes tan sols han de separar els dits de
manera intuitiva i no han de perdre temps buscant amb el cursor la intensitat
corresponent. Cal tenir en compte que moltes vegades la duracié de les olors és

d’uns pocs segons i per tant la rapidesa en la mesura és un factor clau.

Les tecniques de temps-intensitat es basen en ’avaluacié de la intensitat de I'olor i,
per tant, a diferencia de les tecniques de dilucid, els seus principis no estan en
desacord amb les lleis psicofisiques de la percepcié olfactiva. Pel que fa al temps
que requereixen per caracteritzar aromaticament una mostra, clarament també
presenten avantatge respecte les técniques de diluci6 ja que en aquest cas tan sols

cal analitzar 1'extracte de la mostra.

Per altra banda, pero, en la determinacié de la importancia aromatica dels diferents
compostos, en les tecniques de temps-intensitat hi ha una component important de
subjectivitat de 'analista a I’hora de mesurar les intensitats de les olors, la qual és

molt més petita o, gairebé inexistent, en les tecniques de dilucié.

Tecniques d'intensitat posterior

Aquestes técniques, igual que les descrites en l'apartat anterior, consisteixen en
mesurar la intensitat de I'olor. La diferencia, pero, és que l'analista avalua la
intensitat de 1'olor que ha percebut un cop el compost ja ha eluit de la columna
cromatografica. Es per aixo que alguns autors les classifiquen en un grup diferent a
les anteriors [84]. En aquestes técniques, I'analisi olfactimeétrica la duen a terme un
panel d’analistes que puntuen les intensitats amb una escala previament fixada. La

mitjana del valor obtingut de tots els analistes és la mesura d’intensitat que se li
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dona a cada olor, amb la qual cosa, al treballar amb valors mitjans d’un panel
d’analistes, es redueix la subjectivitat dels mateixos en la mesura final. Alguns dels
treballs que s’han fet recentment, mostren que les intensitats avaluades amb
aquesta técnica presenten una bona correlacié amb la concentracié dels compostos
responsables de les olors i que, per tant, les técniques d’intensitat posterior es

poden utilitzar amb finalitats quantitatives [101, 102].

Técniques de freqiiéncia de deteccio

En aquest tipus de técniques, la mesura de la intensitat aromatica d'un determinat
compost es basa en el nombre d’analistes que han detectat la seva olor [103, 104].
L’analisi olfactimetrica és duta a terme per un panel d’analistes que, mitjangant un
sistema informatitzat, enregistren els temps de retencié on detecten olors aixi com
també la seva duracié. L’aromagrama es construeix amb les dades obtingudes de
tots els membres del panel, de manera molt semblant a com es construeixen els
aromagrames CHARM. La figura III.15 mostra de manera esquematica com es
construeix 'aromagrama de la mostra analitzada a partir dels olfactigrames de
cada analista. En el grafic final, 'alcada del pic correspon al nombre d’analistes
que han detectat en aquell temps de retenci6 una olor, mentre que l'area esta
relacionada amb el temps de duracié de les olors. Després de normalitzar a 100
(olor detectada per tots els membres del panel), I'alcada de pic resultant indica la
frequiencia de detecci6 d’aquella olor pel panel. L’alcada i l'area del pic
s’anomenen NIF (nasal impact frequency) i SNIF (surface of nasal impact frequency)

respectivament.
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Figura III.15. Esquema de la construccié dels aromagrames NIF [105].

De la mateixa manera que les técniques de temps-intensitat, les tecniques de
freqiiencia compleixen les lleis psicofisiques de la percepcié aromatica, aixi com
també permeten aplicar tests estadistics a les dades obtingudes pel fet que I'analisi

la realitzen un nombre important d’analistes.

Per altra banda, s’ha demostrat que les técniques de freqiiéncia de deteccié es
poden utilitzar amb finalitats quantitatives [106]. No obstant aixd, per la gran
quantitat d’analisis olfactimetriques que es requereixen quan es vol utilitzar la
técnica per a la determinacié quantitativa dels analits, els mateixos autors del
treball recomanen utilitzar-la tan sols en casos on sigui dificil utilitzar un altre
tipus de detecci6, ja sigui perque la concentracié en que es trobin els analits
d’interes a la mostra sigui inferior a la sensibilitat dels detectors quimics o perqueé
coelueixin amb un altre compost. En aquest dltim cas sera possible la seva

determinacio si el compost que coelueix presenta una intensitat aromatica menor.
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II1.2.1.2 Discussi6 sobre 1’aplicacié de la GCO

Tal com s’ha pogut anar observant en la discussio feta de les diferents técniques
olfactimetriques que s’han desenvolupat, totes elles presenten avantatges i
inconvenients i, per tant, depenent dels objectius que es vulguin assolir en el treball
a realitzar i els requeriments que s’exigeixin al metode a desenvolupar, s’escollira

la tecnica més adequada.

Tot i que les tecniques que mesuren intensitats i les de freqtiéncia de detecci6 si
que compleixen les lleis psicofisiques de la percepcid, la mesura que proporcionen
no és una mesura real del paper que juga un compost en 'aroma d’una substancia
ja que no hi ha cap garantia de que la concentracié del compost que arriba al nas de
I'analista en l'analisi olfactimetrica sigui la mateixa que arriba al nas del
consumidor quan aquest olora o tasta el producte. Aquestes técniques, pero,
presenten clars avantatges respecte les de dilucié quan I’objectiu és la comparacié
de diferents mostres o, fins i tot, com a métodes quantitatius d’analisi. No obstant
aix0, quan el que es vol és obtenir una llista jerarquitzada dels compostos olorosos
segons la seva contribuci6 sensorial a I'aroma de la substancia, les técniques de

dilucié son les més utilitzades, basicament, a causa de la seva senzillesa.

A part de les limitacions inherents a les diferents tecniques olfactimetriques que
s’han comentat, n’existeixen d’altres associades al fet d’utilitzar el nas com a
detector cromatografic i que afecten principalment a la reproductibilitat de 1’analisi
olfactimetrica. La fatiga i la saturacié del sentit de 1'olfacte en sén dos exemples
clars. Les condicions fisiques i ambientals en qué es dugui a terme 1'analisi també
poden influir en la validesa de les dades obtingudes. Aixi doncs, els sorolls, les
distraccions, les olors estranyes i posicions poc confortables de l'analista poden
induir a errors. Idealment, una analisi d’aquest tipus s’hauria de dur a terme en
una habitaci6 aillada on no hi hagués soroll, amb una pressié d’aire positiva per tal
d’eliminar les olors i l'analista hauria d’estar en una posicié6 confortable,

preferiblement assentat. Totes aquestes condicions ajuden a que la persona que
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esta olorant estigui concentrada en la deteccié dels compostos que van eluint de la
columna. Les perdues d’atencié afecten de manera important en compostos que
presentin poca intensitat aromatica o quan l'estimul té lloc durant un interval de

temps molt curt.

Per altra banda, 'ordre d’elucid, el caracter aromatic i la intensitat percebuda d’un
determinat compost, poden afectar directament a la intensitat que es percebi del
compost que elueix immediatament després d’aquest. Aquest efecte, pero, es pot
corregir manipulant 'elucié dels compostos mitjangant la variacié de parametres
cromatografics com sén la temperatura o la pressié, o també variant el tipus de

columna cromatografica.

L’exit de la GCO en la caracteritzacié de 'aroma d’'un aliment depén, en gran
mesura, de la técnica de pretractament que s’utilitzi per a aillar els compostos
volatils de la matriu de l’aliment. El gran nombre de compostos volatils que
normalment estan presents en els aliments, les diferéencies en les seves propietats
fisiques i quimiques i, en molts casos, els baixos nivells de concentracié en que es
troben, fan que el seu aillament de manera representativa esdevingui un repte

important.

No obstant aix0, la representativitat de l'extracte no és un terme absolut siné que
depéen de l'objectiu de la recerca. Per exemple, si l'estudi esta centrat en un
compost en concret o en una familia de compostos, els requisits que ha de complir
I'extracte és que la recuperacié dels compostos d’interes sigui elevada. Mentre que
si 'objectiu és per exemple la comparacié de 'aroma de dues mostres diferents,
llavors un extracte representatiu ha de contenir els compostos importants en
I'aroma de l'aliment en qiiesti6 i amb unes proporcions adequades. En aquest
altim cas, una manera de comprovar la representativitat de 1'extracte es duent a
terme estudis sensorials, mitjancant tests triangulars o descriptius, per tal de

comparar I'aroma de I'extracte obtingut amb el del producte original.
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En general, no existeix cap técnica ideal en I'extraccié dels compostos volatils dels
aliments. L’eleccié del metode d’extraccié depen tant del tipus d’aliment com dels
objectius que es pretengui assolir i, gairebé sempre, suposa un compromis. Si es
comparen les técniques d’espai de cap amb les d’extraccié total de la mostra
(extracci6 liquid-liquid, extraccié en fase solida, destil lacid, destil lacié-extraccié
simultania), es pot pensar que les primeres aporten una informacié més real ja que
és la fraccié que el nas detecta quan olorem la mostra. A més, si es controlen
adequadament les condicions en que es forma l'espai de cap dins a la boca quan
tastem el producte (temperatura, preséncia de saliva, diluci6, emulsid, etc.), es
possible imitar no tan sols la olfaccié ortonasal siné també la retronasal [107]. No
obstant aixo, tot aquest raonament és teoric ja que a la practica les técniques
d’espai de cap, de la mateixa manera que les altres técniques, presenten
limitacions, tal i com s’ha descrit en l'apartat 11.4.2.1. En el cas de l'espai de cap
estatic, el principal inconvenient és la baixa sensibilitat de la técnica pel fet que no
es duu a terme cap tipus de concentracié dels analits. En les técniques d’espai de
cap dinamic, en les que es duu a terme una concentracié important dels analits i
per tant permeten arribar a limits de deteccié molt baixos, les limitacions estan
associades principalment a 1'is de trampes amb materials adsorbents que poden
comportar alguns problemes com sén la generacié d’artefactes o efectes memoria a
causa de compostos que queden fortament retinguts a la trampa i que poden

apareixer en analisis posteriors.

I11.2.1.3 La GCO en I’analisi de I’aroma del vi

Com ja s’ha anat exposant al llarg d’aquesta memoria, I'aroma del vi és molt
complexa ja que esta composada per centenars de compostos organics volatils de
families quimiques diferents, amb propietats sensorials també molt diferents i amb
la dificultat afegida que molts dels compostos que contribueixen a 1'aroma es

troben a concentracions molt baixes. Tot i les eines analitiques (técniques

139



Capitol III

olfactimetriques i técniques d’aillament i concentracié de compostos volatils) que
s’han anat desenvolupant durant els tltims 20 anys, la caracteritzacié de 1’aroma

d’un vi és una tasca complicada que encara no esta ben resolta.

Els primers treballs publicats sobre la utilitzacié6 de la GCO en el camp de
I'enologia es remunten als anys 70 i en ells es fa paleés que no existeix una relacié
directa entre la composicié volatil del vi i la seva aroma [108, 109]. A la década dels
80 és perd quan s’obtenen els primers resultats exitosos en "aplicacié de la GCO en
I'analisi del vi. La identificaci6 dels compostos causants d’alguns defectes
aromatics, com per exemple la identificacié del furaneol com a responsable de
l'olor de maduixa i dolga que presenten alguns vins de varietats Vitis labrusca [110],
o estudis de compostos responsables de les notes aromatiques caracteristiques
d’alguns vins monovarietals com les olors de pebrot verd dels vins de Cabernet
sauvignon conferides per metoxipirazines [111], en sén alguns exemples. Altres
treballs, també interessants, sén els que es van enfocar a l'estudi de l'aroma
d’alguns vins monovarietals, 1'objectiu dels quals era identificar tots els compostos
de la fracci6 volatil que presentessin olor i que, per tant, podien ser susceptibles de

participar en ’aroma d’aquell vi [112-116].

L’estudi olfactimetric que es duia a terme en aquests primers treballs consistia tan
sols en olorar I'efluent de la columna per tal de poder identificar quins compostos
presentaven olor i la descripcié de la mateixa, perd no es feia cap tipus de
quantificaci6 de l'olor. Acree et al. [117] i McDaniel et al. [97, 118] van presentar les
primeres publicacions d’aplicacié de tecniques olfactimetriques que permetessin
coneixer la importancia aromatica de cadascun dels compostos olorosos en 1’aroma
del vi. Els primers autors van demostrar utilitzant la técnica CHARM la implicaci6
de I'0-aminoacetofenona en un defecte aromatic molt comu en vins de varietats
Vitis labrusca que es descriu com a “olor de guineu”, mentre que els segons van
utilitzar la técnica OSME per tal de mesurar la influéncia del grau de maduresa

dels raims i I'anyada en els vins de Pinot noir. Aquests treballs realitzats a 1'inici
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dels anys noranta van ser els primers d’'una llarga llista que arriba fins a I'actualitat
on s’han aplicat les diferents tecniques olfactimetriques en la caracteritzacié de
I'aroma d’'un gran nombre de vins, aixi com també en coneixer quins sén els
compostos causants de les diferéncies aromatiques que presenten vins de diferents
varietats, zones, edats, etc. A la taula II1.7 es presenta un recull de tots aquests
treballs elaborat a partir d'un estudi bibliografic iniciat per Ferreira et al. [85] i

ampliat fins a l'actualitat.

Tal i com es pot observar en la taula, les técniques de dilucié (CHARM i AEDA)
han estat les més emprades, i amb diferéncia, en la determinacié de la importancia
aromatica dels compostos volatils del vi. El fet que aquestes tecniques fossin de les
primeres que es van desenvolupar i la seva senzillesa respecte la técnica OSME,
que també va ser de les pioneres, podria haver propiciat el gran ts que se n'ha fet

en el camp de I'enologia.

Guth va ser el primer en aplicar la téecnica AEDA a l'estudi de la composicié
aromatica del vi, amb la qual va obtenir una llista jerarquitzada dels compostos
volatils de vins de Schreube i Gewiirztraminer segons la seva poténcia aromatica
[119]. L’estudi olfactimetric el va complementar amb un estudi quantitatiu per tal
de determinar els valors d’aroma de cadascun dels odorants i, finalment, va dur a
terme estudis de recombinaci6 que li van permetre veure l'efecte sensorial de cada
compost en I'aroma global de la mostra [120]. Un procediment similar va ser dut a
terme per Ferreira et al. [121], amb el qual van obtenir una bona caracteritzacié de
I'aroma d’'un vi rosat de Garnatxa, i per Escudero et al. [122], en la caracteritzacié
d’un vi de Macabeu amb la que van constatar que compostos amb valors d’aroma

baixos poden tenir una contribuci6 important en I’aroma del vi.
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Any Teécnica | Tipus d’estudi Ref.

1990 CHARM | Demostracié de l'activitat aromatica de 1'o-aminoacetofenona [117]
en raims Vitis Labrusca

1990 OSME Comparacié de perfils aromatics de vins elaborats amb raims [118]
Pinot noir de diferents graus de maduresa

1992 OSME Comparacié de perfils aromatics de vins elaborats amb raims [97]
Pinot noir de diferents graus de maduresa

1992 CHARM | Determinacié de l'impacte sensorial d’alguns compostos [130]
derivats de I'acid sorbic en un vi negre en mal estat

1994 CHARM | Estudi olfactimetric d"un vi de Chardonnay [131]
1994 CHARM | Estudi de la correlaci6 entre dades sensorials i olfactimetriques [132]

1994 CHARM | Comparacié dels perfils aromatics de vins de Riesling amb [133]
altres vins blancs elaborats amb raims hibrids franco-americans

1995 CHARM | Comparacié dels perfils aromatics d'un vi de Vidal blanc jove [134]
amb un de crianca

1995 CHARM | Determinaci6 dels compostos que influeixen més en 'aroma de [135]
vins de Pinot noir

1995 CHARM | Estudi de la representativitat de diferents tipus d’extracte de vi [136]
mitjancant analisi sensorial i olfactimetrica

1995 I Identificaci6 de la 4-metil-4-mercaptopentanona com un [125]
compost amb una contribucié6 molt important en I'aroma dels
vins de Sauvignon blanc

1997 AEDA Classificacié dels compostos volatils de vins de Schreube i| [119,120]
Gewiirtztraminer segons la seva poténcia aromatica

1997 AEDA Identificacié dels compostos de la rapa del raim més importants [137]
aromaticament i estudi de les seves possibilitats de ser els
causants de les olors verdes al vi

1997 AEDA Classificacié dels compostos olorosos de mostos de Muscat [138]
segons la seva poténcia aromatica

1997 I Deteccié6 d'un compost sofrat com a responsable d'una olor [139]
sofrada i de maduixa d’alguns vins que no sén Vitis vinifera

1997 I Estudi de la representativitat de diferents tipus d’extractes de [140]
xampany mitjancant analisi sensorial i olfactimetrica

1998 AEDA Classificacié dels compostos volatils d'un vi de Garnatxa [141]
segons la seva poténcia aromatica

1998 I Identificacié dels compostos responsables de les tipiques olors [142]
dels vins dol¢os de Garnatxa
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1998 I Identificaci6 d’alguns tiols com a responsables de notes [143]
empireumatiques de I'aroma de vins de Cabernet sauvignon i
Merlot

1998 AEDA Estudi de la relaci6 entre els factors de diluci6 i els OAV en [144]
solucions hidroalcoholiques

1999 CHARM | Comparaci6 dels perfils aromatics de litxis (frescos i en llauna) [145]
amb els de vins de Gewdirtztraminer

1999 AEDA Classificacié dels compostos volatils de vins monovarietals de [146]
Merlot, Cabernet sauvignon i Garnatxa segons la seva potencia
aromatica

1999 NIF Estudi de I'efecte de 'addicié6 d'un antioxidant al xampany per [147]
tal d’evitar l'oxidacié6 de compostos aromatics durant la seva
analisi

2000 NIF Determinacié dels compostos amb més importancia aromatica [148]
en dos vinagres de vi negre

2000 AEDA Classificacié dels compostos volatils de vins de Merlot i [149]
Cabernet sauvignon de Bordeaux segons la seva poténcia
aromatica

2000 AEDA Estudi dels canvis dels perfils aromatics de vins blancs durant [150]
la seva oxidaci6

2000 I Identificacié del metional com a responsable de l'olor de [126]
vegetals cuits que presenten alguns vins oxidats

2000 I Identificaci6 de la geosmina com a responsable de 1’olor terrosa [127]
que presenten alguns vins

2001 AEDA | Classificaci6 dels compostos volatils de vins de la Rioja segons [151]
la seva poténcia aromatica

2001 AEDA Determinacié dels compostos amb més importancia aromatica [152]
en quatre vins espanyols de gran qualitat

AEDA L . . )
2001 P Determinacié dels compostos amb més importancia aromatica [123]
NIF en tres mostos de varietats hibrides franco-rumaneses i

mitjancant tres tecniques olfactimetriques

2001 I Identificaci6 de la 2,6,6-trimetil-2-ciclohexe-1,4-diona (TMCHD) [153]
com a responsable de I'olor de mel que presenten alguns vins
joves portuguesos de la zona del Duero

2002 AEDA Classificacié dels compostos volatils d'un vi rosat de Garnatxa [121]
segons la seva poténcia aromatica

2002 FSCM Comparaci6 dels perfils aromatics de vins de Gewiirztraminer [124]
de diferents zones de la regi6 francesa d’Alsacia
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2002

2002

2002

2003

2003

2003

2003

2004

2004

2004

2004

2004

AEDA

NIF

AEDA

P

AEDA

P

AECA

AEDA

Identificacié del 1,3-dimetoxibenzé com a responsable de I'olor
medicinal, dolga, amb notes d’avellana i de fusta que presenten
els vins de Porto

Determinacié dels compostos responsables de les olors
desagradables que es generen en 1'oxidacié dels vins blancs

Identificacié dels compostos aromaticament actius de vins de
gel de diferents zones del Canada i d’Alemanya

Avaluaci6 de la relaci6 entre les dades obtingudes amb I’analisi
sensorial i amb 1'analisi olfactimetrica de vins de Chardonnay
francesos

Determinacié dels compostos responsables de les olors
desagradables que presenten els vins blancs envellits
prematurament

Comparaci6 dels perfils aromatics de vins monovarietals (Gual,
Verdello, Marmajuelo, Listan blanc i Malvasia) de les illes
Canaries

Classificacié dels compostos volatils d'un vi de Garnatxa
segons la seva importancia aromatica

Comparacié dels perfils aromatics de vins negres de crianca
espanyols de gran qualitat

Classificaci6 segons la seva importancia aromatica de
compostos provinents de la hidrolisis de precursors aromatics
extrets de raims de Tempranillo i Garnatxa

Identificacié dels compostos amb importancia aromatica en
vins de la varietat turca Kalecik Karast

Estudi de la percepcié retronasal, després de tastar el vi, dels
compostos volatils de dos vins Chardonnay

Classificacié dels compostos volatils d"un vi de Macabeu segons
la seva poténcia aromatica

[128]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[58]

[159]

[160]

[161]

[129]

[122]

Taula IIL7. Estudis olfactimetrics realitzats en el camp de l'enologia. I: tan sols identificacio; IP:

intensitat posterior.

En els dultims anys, tot i que es continuen utilitzant les tecniques de dilucio,
sobretot ’AEDA, s’estan emprant també i amb resultats forca bons les técniques de
freqiiéncia de detecci6 i les d'intensitat posterior. Serot et al. [123] mostren en un
treball en que determinen els compostos aromaticament més importants d’uns

mostos utilitzant tres técniques olfactimetriques diferents (AEDA, freqiiéncia de

144




Analisi de I'aroma mitjancant la cromatografia de gasos

detecci6 i intensitat posterior), que els resultats que obtenen amb les tres tecniques

son forga similars.

Pel que fa a les técniques de temps-intensitat, aquestes han estat les menys
utilitzades. Com ja s’ha comentat anteriorment, en l'aplicacié que es va fer de la
tecnica OSME en I'analisi de vi [97], els autors van interpretar les diferéncies entre
osmeogrames basant-se en les freqiiéncies de detecci6 i no en les intensitats a causa
de la gran variabilitat de les mesures. No obstant aixo, la técnica de temps-
intensitat FSCM sembla més prometedora ja que recentment ha permes la

comparacié de perfils aromatics de vins de Gewtirztraminer d’Alsacia [124].

Alguns treballs a destacar sén també els que han permes identificar compostos
amb gran importancia sensorial en 'aroma d’alguns vins. Alguns exemples sén la
identificaci6 de la 4-metil-4-mercaptopentanona com un compost amb una
contribuci6 important a I'aroma caracteristica dels vins de Sauvignon blanc [125],
un altre compost sofrat (metional) s"ha identificat com el responsable de 1'olor de
vegetals cuits que presenten alguns vins oxidats [126], la identificaci6 de la
geosmina com a responsable de I'olor terrosa d’alguns vins [127] o la importancia
de 1'1,3-dimetoxibenze en les notes d’avellana caracteristiques dels vins de Porto
[128]. En aquests treballs la GCO ha sigut una eina clau en l'atribucié de les olors

investigades als compostos responsables de les mateixes.

Recentment, Buettner [129] ha obert un nova linia en l'estudi de la percepcié
aromatica del vi amb el desenvolupament d’una técnica que permet fer un estudi
dels compostos que tenen a veure amb la percepcié retronasal, és a dir, els
compostos responsables de 1'aroma que percebem un cop ens hem introduit el vi a
la boca. Aquesta técnica, a la qual anomena BOSS (buccal odor screening system),
consisteix, a grans trets, en estudiar els compostos volatils que romanen a la boca
un cop ingerit el vi, mitjancant 1'extraccié dels mateixos amb la técnica SBSE (stir
bar sorptive extraction). L’analisi consisteix en introduir una barra de SBSE a la boca,

després d’ingerir el vi, per tal de que s’hi quedin retinguts els compostos volatils.
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Després aquests es recuperen mitjancant desorcié térmica i es determinen
cromatograficament. L'Gs d’un detector olfactimetric permet identificar els que fan

olor i que, per tant, s6n susceptibles de participar en I’aroma retronasal.

Com ja s’ha comentat anteriorment, els resultats que s’obtinguin d’'una analisi
olfactimetrica depenen en gran mesura de l'obtencié de l'extracte aromatic.
L’elecci6 del metode d’extraccié no és gens facil ja que no existeix cap técnica ideal
per a l'extraccié dels compostos volatils del vi i, en cada cas, s’haura d’escollir
aquella que s’adeqiii més als objectius que es pretenguin assolir. Tot i que s’han
dut a terme diversos estudis on s’ha avaluat la representativitat dels extractes de vi
obtinguts amb diferents tecniques [136, 140, 148, 162], en cap d’ells s’ha arribat a

conclusions definitives.

En la taula III.8 es mostra un recull bibliografic de les técniques d’extraccié
utilitzades per a l'obtencié d’extractes aromatics de vi per a la seva analisi
olfactimetrica. La tecnica més emprada és I'extraccié liquid-liquid utilitzant com a
solvent extractant el diclorometa. Alguns autors han demostrat que aquest solvent
proporciona uns extractes aromatics del vi forca representatius ja que és poc
selectiu [148, 162]. En el cas que només interessin compostos que no siguin polars,
el fre6 113 és un bon extractant d’aquest tipus de compostos [85]. No obstant aixo,
en ambdoés casos 'addicié de sal augmenta la recuperacié dels compostos més

polars.

En els ultims anys, l'extraccié en fase solida també ha donat bons resultats en
'obtencié d’extractes aromatics representatius de 'aroma del vi. Ferreira ef al., en
un estudi on comparen els resultats obtinguts amb diferents tipus d’adsorbents,
mostren que el Amberlite XAD-4 és el que proporciona l'extracte menys selectiu

[162].

Un altre metode d’extraccid utilitzat és la desmixturitzacié del vi mitjancant
I'addici6 de sals. Pero, tot i que I'extracte etanolic que s’obté conté gairebé tots els

compostos volatils aromaticament importants, també conté quantitats elevades de
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polifenols i altres substancies no volatils que dificulten la seva analisi per

cromatografia gasosa. Alguns autors proposen la destil lacié de I'extracte per tal de

solucionar el problema [136, 140, 163], perd aixd6 complica el metode i implica més

manipulacié de la mostra, amb els inconvenients que aixo suposa.

Teécnica d’extraccio

Substancia extractant

Ref.

Diclorometa

Fre6 113 i acetat d’etil

[123, 135, 137, 142, 143,
148, 149, 153-155, 157,
160, 161]

[97, 130, 133, 134, 145]

. . ) Fre6 11 [141, 146, 150]
Extracci6 liquid-liquid (LLE)
Penta-eter etilic [119]
Hexa-eter etilic [128]
Penta [127]
Acetat d’etil [139]
Desmixturitzacié - [126, 147]
XAD-4 [122, 124, 151, 152]
Extracci6 en fase solida (SPE)
LiChrolut EN [158, 159]
Espai de cap estatic (SHS) - [120]
Espai de cap dinamic (DHS) Tenax-TA [156]
Microextracci6 en fase solida (SPME) | DVB-CAR-PDMS [58]
Stir bar sorptive extraction (SBSE) PDMS [129]

Taula IIL8. Tecniques d’extraccié utilitzades en 1'analisi olfactimetrica del vi.

Altres tecniques utilitzades més esporadicament en I'obtencié d’extractes

aromatics del vi per GCO han estat les técniques d’espai de cap. En aquesta tesi
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s’ha desenvolupat un metode que utilitza I'SPME per a l'extraccié dels compostos
volatils en la caracteritzacié d"un vi mitjancant la técnica olfactimetrica AEDA [58].
Una técnica de recent aparicié com és la SBSE també ha estat utilitzada, com ja s’ha
comentat anteriorment, per a la determinacié dels compostos que tenen a veure

amb la percepci6 retronasal [129].
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II1.2.2 Caracteritzaci0 de l'aroma de diferents vins monovarietals

mitjancant la GCO

El vi és un aliment que, per les seves caracteristiques, basa gran part del seu valor
afegit en la qualitat aromatica. La GCO, tal i com ja ha quedat palés en l'apartat
anterior, és una eina important en 'avaluaci6 d’aquesta propietat tan valuosa ja
que ens permet coneéixer quins sén els compostos volatils responsables de 1’aroma

que percebem quan tastem un vi.

L’objectiu del treball que s’exposa a continuacié va ser la posta a punt de la técnica
de la GCO al nostre laboratori de recerca mitjangant la caracteritzacié de 1’aroma
de vins monovarietals de les varietats Cabernet sauvignon, Viognier i Ull de llebre.
Per a l'obtencié dels compostos volatils es va utilitzar un metode d’extraccié
liquid-liquid amb diclorometa adaptat de metodes extrets de la bibliografia [136,
142]. Per a la determinacié de la contribucié sensorial de cada compost es va
escollir la técnica AEDA ja que és una técnica senzilla que no requereix de cap

instrumentacié especial.

A continuacié es descriu el treball experimental dut a terme aixi com els resultats
obtinguts en la caracteritzacié de l'aroma de cadascun dels vins analitzats

olfactimeétricament.

II1.2.2.1 Materials i metodes

Mostres

Es van analitzar tres vins de la varietat blanca Viognier i tres vins de les varietats
negres Cabernet sauvignon i Ull de llebre, alguns elaborats al celler experimental
“Mas dels Frares” de la Facultat d’Enologia i altres subministrats per diferents

cellers catalans. Es van escollir aquestes varietats perque, des del punt de vista
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aromatic, sén prou diferents entre elles. La Viognier és una varietat blanca bastant
aromatica, el Cabernet sauvignon és una varietat, molt utilitzada actualment, que
té unes notes aromatiques molt caracteristiques i I'UIl de llebre és una varietat
autoctona que no destaca de manera especial per la seva aroma ja que és de les

varietats que s"Tanomenen neutres.

Procediment d’extraccio

En el procediment d’extraccié dels compostos volatils dels diferents vins, 250 mL
de vi addicionats amb 6.4 mg/L de 4-nonanol (patré intern) i 20 g de NaCl, per tal
d’augmentar la forca idnica, es van extreure amb 100 mL de diclorometa.
L’extracci6 es va dur a terme durant 1 hora, amb agitaci6, protegida de la llum i
amb atmosfera de nitrogen. Un cop passat el temps establert, es va recollir la fase
organica i es va centrifugar durant 8 minuts a 10000 rpm per tal de trencar
I'emulsi6 que es formava en I'extraccié. Seguidament es va assecar la fase organica
amb sulfat sodic anhidre i es va filtrar. L’extracte aromatic es va concentrar al
rotavapor fins a 5 mL, a temperatura ambient i amb el refrigerant a una
temperatura per sota de 0 °C per tal d’evitar pérdues. Es va recollir I'extracte
concentrat i es va sotmetre a un altre procés de concentraci6 fins a 1 mL en un bany
a 43 °C i emprant una columna rectificadora Vigreux. L’extracte aromatic final es
va guardar en un vial de vidre a -23 °C, protegit de la llum i en atmosfera de

nitrogen fins al moment de la injeccio.

Analisi cromatografica

Les analisis cromatografiques es van dur a terme en un cromatograf de gasos
Hewlett-Packard 6890 equipat amb un FID i amb un detector olfactimetric. La
figura II1.16 mostra un esquema del sistema cromatografic emprat. En aquest es

pot observar que al final de la columna analitica es disposava d'un sistema de
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divisi6 de fluxos que dividia l'efluent de la columna en dues parts, una que es
dirigia al FID i I’altra que es dirigia cap a I'exterior del cromatograf de gasos on les

analistes efectuaven la detecci6 olfactimeétrica.

Extracte

] Con olfactiu

Figura II1.16. Esquema del sistema cromatografic emprat.

En I'analisi cromatografica 4 pL de I'extracte aromatic s’injectaven manualment en
I'injector del GC amb mode splitless durant 1 minut a 250 °C. La separacié
cromatografica es duia a terme amb una columna capil lar CP-Wax 57 CB (50 m x
0.25 mm i.d., 0.2 pm de gruix) de Chrompack, utilitzant He com a gas portador
amb un flux de 0.8 mL/min i aplicant la seglient programacié de temperatura: 30
°C (1 min), 70 °C/min fins a 60 °C, 3 °C/min fins a 210 °C (30 min). La temperatura
del FID era de 250 °C i la flama s’alimentava amb 40 mL/min d’hidrogen, 450

mL/min d’aire i 45 mL/min d’heli que actuava com a gas auxiliar.

Per a la deteccié olfactimetrica es va emprar un dispositiu comercialitzat per SGE
International constituit per un sistema de divisi6 de fluxos (ODO-I) que, mitjangant
una microvalvula de control (OSS-2), proporcionava una divisié de flux variable
entre els dos detectors. La relaci6 de flux que es va utilitzar entre el FID i el

detector olfactimetric va ser 2:8. El detector olfactimetric portava incorporat un
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sistema de transferencia de calor del forn del cromatograf fins a la sortida a
I'exterior de la columna per evitar la pérdua d’olors en 1'analisi olfactimeétrica
deguda a la condensacié d’alguns compostos, aixi com també un sistema que
mesclava aire humidificat amb l'efluent de la columna per tal d’evitar una possible
deshidrataci6 nasal de l'analista. Aquests dos sistemes es troben indicats a

I'esquema del detector olfactimetric emprat que mostra la figura I11.17.

Con olfactiu
Aire humidificat

Sistema d’aire

Aigua calent

Paret del forn

Entrada d’aire calent

FORN GC Columna capil lar

Figura III.17. Esquema del detector olfactimetric.

Les analisis olfactimetriques les van dur a terme dues analistes que preéviament
s’havien sotmeés a un procés d’entrenament. Aquest, va consistir, per una banda, en
olorar patrons de vi que es van preparar segons un protocol descrit per Noble et al.
i els seus col laboradors [164] per tal de familiaritzar-se amb els diferents tipus
d’olors que es poden trobar en els vins. També es van realitzar analisis
olfactimetriques de solucions sintétiques que contenien compostos olorosos que

apareixen habitualment en els extractes de vi. Les analisis dels vins monovarietals
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es van fer per duplicat i alternant-se les dues analistes cada 20 minuts en la

detecci6 de les olors dels compostos que eluien de la columna.

La identificacié dels compostos es va fer principalment per espectrometria de
masses. Les analisis GC-MS es van dur a terme en un cromatograf de gasos
Hewlett-Packard 5890 (series II) acoblat a un detector de masses Hewlett-Packard
5972. La separaci6é cromatografica es va dur a terme en les mateixes condicions
descrites anteriorment en l'analisi per GC-FID i GCO per tal de poder identificar
els compostos segons el temps de retencié. La ionitzaci6 dels compostos en
I'espectrometre de masses es va fer per impacte electronic a 70 eV i amb el detector

a una temperatura de 280 °C. La detecci6 es va fer en mode scan entre 30 i 300 amu.

L’estimacié de la contribucié sensorial de cada compost en 1'aroma dels diferents
vins analitzats, es va dur a terme utilitzant la técnica AEDA. Es van analitzar
olfactimetricament i per duplicat successives dilucions 1:5 de I'extracte aromatic

amb diclorometa fins a la dilucié on ja no es va detectar cap olor.

I11.2.2.2 Resultats i discussio

A la taula IIL.9 es mostren les regions aromaticament més importants (FD2625) que
es van trobar en els vins d’Ull de llebre ordenades segons el temps de retencié
relatiu, que correspon al temps de retencié on apareix 'olor respecte el temps de
retenci6 del patr6 intern (4-nonanol). Aquesta normalitzacié del temps de retencié
es va fer per tal de corregir les petites diferencies que s’observaven d’aquest
parametre en alguns cromatogrames i que es devien, principalment, a la injeccié

manual de I'extracte en el cromatograf de gasos.

La identificaci6 dels compostos responsables de les olors es va fer per
espectrometria de masses. Alguns d’ells, pero, no es van poder identificar pel fet
que es trobaven a una concentracié inferior a la del nivell de deteccié del MSD, o

bé, a que sortien molt solapats amb altres compostos, la qual cosa dificultava la
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seva identificacié. En alguns casos, com per exemple la y-undecalactona, es va
identificar el compost per la seva olor caracteristica i, mitjancant la injeccié del

patrd, es va confirmar la seva identitat amb el temps de retencié.

N° TRR Descriptor de l'olor Compost FD
U1 U2 U3
1 0.36 Mantega Diacetil 625 625 15625
2 036 Afruitada, maduixa Desconegut 625 <625 3125
3 038 Afruitada Desconegut <625 625 <625
4 0.39  Afruitada, maduixa Butirat d’etil 15625 625 625
5 041 Afruitada Isovaleriat d’etil - 625 <625
6 0.46 Quimica, fruita seca, herbacia 2-metil-1-propanol <625 625 <625
7 052 Quimica, herbacia Desconegut 15625 <625 625
8 0.57 Quimica, rancia, fruita seca Alcohol isoamilic 15625 3125 15625
9 0.62 Afruitada Hexanoat d’etil 3125 3125 <625
10 0.73 Bolets, brou de carn Desconegut <625 78125 625
11 077 Afruitada Desconegut - 625 -
12 092 Herbacia, vinosa Desconegut <625 3125 3125
13 094 Vinagre Acid acetic <625 625 <625
14 094 Afruitada Desconegut - - 625
15 123 Formatge Acid butiric <625 <625 625
16 131 Formatge Acid 3-metilbutiric i acid 2- 625 625 3125
metilbutiric
17 142 Patates bullides 3-metiltio-1-propanol <625 625 3125
18 155 Melmelada de préssec, Desconegut - 3125 3125
afruitada, pomes bullides
19 158 Formatge, floral Acid hexanoic <625 3125 <625
20 1.67 Roses 2-Feniletanol <625 78125 15625
oy
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oy
21 189 Sucre cremat, melmelada, 5,6-dihidro-4-metil-2H-piran- 625 15625 3125
dolca 2-ona

22 193 Sucre cremat, afruitada Desconegut 625 625 625
23 196 Sucre cremat, afruitada Desconegut - 3125 3125
24 197 Sucre cremat, afruitada Desconegut - 625 625
25 199 Floral, afruitada, dolca Desconegut - 3125 <625
26 2.02 Afruitada, dolga, almivar Desconegut - 625 <625
27 2.05 Floral, dolca Desconegut - 15625 -

28 210 Fusta Desconegut - <625 625
29 213 Fusta, curri 4-Etoxietilguaiacol - 625 <625
30 217 Coco y-Undecalactona* - - 625
31 230 Fusta, castanyes crues Desconegut - 15625 <625
32 264 Vainilla Vainil lina - 625 625
33 270 Vainilla, dolga, floral Vainillat de metil - 625 3125
34 285 Dolga Acid tetradecanoic - - 3125

Taula IIL.9. Ull de llebre: olors amb una poténcia aromatica important (FD > 625).

(*) No s’ha pogut identificar per GC-MS. Identificacié segons I'olor i el temps de retenci6.
(-) No s’ha detectat la seva olor a I'extracte.

TRR: temps de retenci6 relatiu; Ul: Ull de llebre 1; U2: Ull de llebre 2; U3: Ull de llebre 3

Tal i com es pot observar a la taula, en general, es detecten gairebé les mateixes
olors als tres vins perd presenten factors de diluci6 diferents, és a dir,
contribueixen de manera diferent a la seva aroma global. No obstant aixo, en
I'tltima regi6 dels cromatogrames dels vins d'Ull de llebre 2 i 3, apareixen tota una
seérie d’olors de sucre cremat, fusta, coco i vainilla que no es detecten en 1'Ull de
llebre 1. Alguns dels compostos identificats responsables d’aquestes olors son el 4-
etoxietilguaiacol, la y-undecalactona, la vainil lina i el vainillat de metil, els quals
formen part de 'aroma terciari, és a dir, s’originen durant els procés d’envelliment

del vi. El fet de que I'UlI de llebre 1 fos un vi jove i que, per tant, no va ser sotmes a
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cap procés de crianga, explicaria que no es detectessin les olors de fusta, coco i

vainilla en aquest vi.

Els resultats de I'analisi olfactimetrica dels tres vins de Viognier es mostren a la
taula II1.10. En aquests vins, i sobretot en el Viognier 2, destaquen tota una serie
d’olors florals que apareixen en els temps de retencié relatiu entre 1.52 i 1.67,
algunes de les quals, com les del 2-feniletanol o I'acetat de 2-feniletil, també tenen
factors de dilucié importants en alguns dels altres vins. Fins i tot, 1'olor floral que

apareix al temps de retencié relatiu 1.60 no es va detectar en cap vi de les altres

varietats.
N° TRR Descriptor de I'olor Compost FD
Vi1 V2 V3
1 0.31 Afruitada, maduixa Desconegut 625 - -
2 036 Mantega Diacetil - 3125 <625
3 0.36  Afruitada, maduixa Desconegut - - <625
4 038 Afruitada Desconegut <625 - -
5 0.39 Afruitada, maduixa Butirat d’etil <625 3125 <625
6 0.46 Lactica, dolca Desconegut 3125 - -
7 0.52 Quimica, herbacia Desconegut <625 625 <625
8 0.57 Quimica, rancia, fruita seca Alcohol isoamilic 625 15625 625
9 0.62 Afruitada Hexanoat d’etil 625 3125 625
10 0.66 Herbacia, picant Desconegut 625 - -
11  0.73 Bolets, brou de carn Desconegut <625 15625 15625
12 0.76 Lactica Desconegut 78125 - -
13 0.92 Herbacia, vinosa Desconegut <625 3125 3125
14 1.10 Floral, fresca, dol¢a Linalool <625 <625 625
15 123 Formatge Acid butiric <625 15625 3125
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oy
16 131 Formatge Acid 3-metilbutiric i acid 2- 625 <625 <625
metilbutiric
17 152  Roses Acetat de 2-feniletil <625 625 15625
18 155 Melmelada de préssec, Desconegut 625 15625 15625
afruitada, pomes bullides
19 1.58 Formatge, floral Acid hexanoic <625 625 625
20 1.60 Floral, afruitada Desconegut <625 3125 -
21 1.62 Floral, afruitada, balsamica Alcohol benzilic <625 625 <625
22 1.67 Roses 2-Feniletanol 3125 15625 78125
23 1.78 Coco, fusta Whiskey lactona <625 3125 -
24 189 Sucre cremat, melmelada, 5,6-dihidro-4-metil-2H-piran- 625 15625 625
dolca 2-ona

25 193 Sucre cremat, afruitada Desconegut <625 3125 625
26 196 Sucre cremat, afruitada Desconegut 625 3125 625
27 197 Sucre cremat, afruitada Desconegut 625 - -
28 199 Floral, afruitada, dolca Desconegut 625 3125 <625
29 208 Fumat 4-vinilguaiacol <625 625 <625
30 213 Fusta, curri 4-Etoxietilguaiacol <625 625 <625
31 219 Floral, peres bullides Desconegut <625 625 <625
32 230 Fusta, castanyes crues Desconegut 3125 15625 3125
33 232 Lactica Desconegut <625 625 <625
34 264 Vainilla Vainil lina <625 3125 <625
35 2.83 Fusta, floral, incens Desconegut <625 3125 <625

Taula IIL.10. Viognier: olors amb una poténcia aromatica important (FD > 625).

(*) No s’ha pogut identificar per GC-MS. Identificacié segons I'olor i el temps de retenci6.
(-) No s’ha detectat la seva olor a I'extracte.
TRR: temps de retenci6 relatiu; V1: Viognier 1; V2: Viognier 2; V3: Viognier 3

En el Viognier 1 apareix una olor lactica al temps de retenci6 relatiu de 0.76, de la

qual no se’n va poder identificar el compost responsable, que és la que presenta

una major poténcia aromatica en aquest vi ja que es detecta fins a I'altima dilucio.
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En un dels vins de Cabernet sauvignon analitzats es va detectar la mateixa olor en
el mateix temps de retencio, tot i que el seu factor de dilucié va ser molt més baix

(< 625).

A la taula II1.11 es mostren les olors amb major poténcia aromatica detectades en
els vins de Cabernet sauvignon. Al igual que en els altres casos, les olors que es
detecten en els tres vins sén gairebé les mateixes i el que varia és la intensitat. La
excepcid, perod, son unes olors de sucre cremat, dolces, de fusta i de vainilla que
elueixen a temps de retencio elevats i que només es detecten al Cabernet sauvignon

3. Toti que, en vins d’altres varietats, també s’havien detectat.

N° TRR Descriptor de I'olor Compost FD
C1 C2 C3
1 036 Mantega Diacetil 3125 15625 625
2 0.36  Afruitada, maduixa Desconegut 3125 625 <625
3 038 Afruitada Desconegut 15625 3125 -
4 0.39 Afruitada, maduixa Butirat d’etil 625 <625 625
5 041 Afruitada Isovaleriat d’etil 625 3125 <625
6 0.46  Quimica, fruita seca, herbacia 2-metil-1-propanol 3125 - <625
7 047  Alls, cautxt, goma Desconegut 3125 <625 -
8 049 Platan Acetat d’isoamil 3125 <625 <625
9 0.52 Quimica, herbacia Desconegut 3125 625 <625
10  0.57 Quimica, rancia, fruita seca Alcohol isoamilic 15625 15625 3125
11  0.73 Bolets, brou de carn Desconegut 78125 625 78125
12 0.74 Bolet, lactica Desconegut 3125 78125 -
13 094 Vinagre Acid acetic 625 <625 <625
14 099 Patates bullides Desconegut 78125 625 <625
15 1.00 Herbacia, patates bullides Desconegut - 625 -
16  1.07 Herbacia, plastic, floral Desconegut 625 625 625
f
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17 1.23 Formatge Acid butiric 625 <625 <625
18 131 Formatge Acid 3-metilbutiric i acid 2- 3125 625 3125
metilbutiric
19 142 Patates bullides 3-metiltio-1-propanol <625 <625 625
20 1.43 Floral, plastic Desconegut <625 625 <625
21 151 Patates bullides, formatge Desconegut <625 3125 -
22 152 Roses Acetat de 2-feniletil 625 625 <625
23 155 Melmelada de préssec, Desconegut - - 625
afruitada, pomes bullides
24 1.67 Roses 2-Feniletanol 15625 15625 78125
25 189 Sucre cremat, melmelada, 5,6-dihidro-4-metil-2H-piran- - <625 15625
dolca 2-ona

26 189 Melmelada de préssec, dolca y-decalactona 15625 - -
27 193 Sucre cremat, afruitada Desconegut 15625 625 625
28 196 Sucre cremat, afruitada Desconegut - - 625
29 199 Floral, afruitada, dolca Desconegut 625 3125 <625
30 2.02 Afruitada, dolga, almivar Desconegut - - 625
31 230 Fusta, castanyes crues Desconegut - - 3125
32 270 Vainilla, dolga, floral Vainillat de metil - - 625

Taula III.11. Cabernet sauvignon: olors amb una poténcia aromatica important (FD > 625).
(*) No s’ha pogut identificar per GC-MS. Identificacié segons I'olor i el temps de retenci6.
(-) No s’ha detectat la seva olor a I'extracte.

TRR: temps de retenci6 relatiu; C1: Cabernet sauvignon 1; C2: Cabernet sauvignon 2; C3: Cabernet
sauvignon 3.

En els vins de Cabernet sauvignon 1 i 3 apareix una olor de bolets i de brou de carn
al temps de retenci6 0.73 que, en els dos casos, juntament amb I'olor de roses del 2-
feniletanol, és la que presenta un factor de dilucié més gran. Aquesta mateixa olor
apareix en altres vins pero en cap cas se n'ha pogut identificar el compost

responsable.

Tal i com ja s’ha comentat, I’objectiu d’aquest treball no era la caracteritzacié dels

vins monovarietals analitzats sind que era 1'aprenentatge de la técnica de la GCO i
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la familiaritzacié amb les olors que es detecten en els vins. Es per aquest motiu que
no es va dur a terme un treball exhaustiu en la identificacié dels compostos
responsables de les olors que hagués comportat, per exemple, analitzar tots els
extractes en una altra columna de diferent polaritat, adquirir patrons que
presentessin olors dels compostos no identificats i injectar-los al cromatograf de
gasos per tal de comprovar si coincidia l'olor i el temps de retencié amb la del

compost desconegut.

Tot I'aprenentatge adquirit en ’analisi de tots aquests vins monovarietals va ser de
molta utilitat en el desenvolupament del treball que es presenta a continuacio, el
qual si que suposa una nova aportacié al camp de la recerca en I'aroma del vi. En
aquest es va desenvolupar un metode que utilitza 'SPME per a I'obtencié d'un
extracte representatiu de I’aroma del vi i que permet la determinacié de la poténcia
aromatica dels diferents compostos olorosos mitjancant una nova modalitat de la

tecnica de dilucié AEDA.
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II1.2.3 Desenvolupament d’'una nova modalitat de '’ AEDA mitjancant

SPME-GCO i aplicacio a la caracteritzacié d'un vi negre de Garnatxa

En la revisi6 bibliografica presentada anteriorment de l'aplicacié de la GCO en el
camp del vi, s’ha mostrat que 1'extraccié liquid-liquid és la técnica més utilitzada
per a l'extraccié dels seus compostos volatils. No obstant aixo, tal i com s’ha pogut
comprovar en el treball anterior, els metodes que utilitzen aquesta tecnica sén
llargs i tediosos ja que requereixen de molts passos per a 'obtencié de 1'extracte
final, la qual cosa pot comportar pérdues importants de compostos volatils

aromaticament importants.

La microextraccié en fase solida (SPME), que ha estat ampliament explicada a la
primera part d’aquest capitol, ja havia donat bons resultats en l'extraccié de
compostos volatils del vi (taula III.1). Les seves caracteristiques de rapidesa i
senzillesa en l'extraccié dels compostos volatils i 'experiéncia que es tenia en el
nostre grup de recerca en la utilitzacié d’aquesta técnica, ens va fer pensar en la
possibilitat d’aplicar-la a 1'obtencié d’extractes aromatics de vins per a la seva

caracteritzacié mitjancant la GCO.

Aixi doncs, amb aquest objectiu, es va procedir a desenvolupar un meétode que
permetés coneixer quins son els compostos aromaticament actius d’un vi i fer una
estimacio de la importancia sensorial dels mateixos mitjangant una nova modalitat
de la técnica de diluci6 AEDA, en la que s’utilitza 'SPME per a l'obtencié de
'extracte aromatic. El metode es va aplicar a la caracteritzacié de 1'aroma d’un vi
negre de la varietat Garnatxa del qual es va determinar la poténcia aromatica dels
compostos olorosos. Posteriorment, es van avaluar els valors d’aroma dels
compostos amb una major poténcia aromatica, és a dir, els més influents en
I'aroma segons l'estudi olfactimetric. Tota l'experimentacié duta a terme i els
resultats obtinguts en el desenvolupament del meétode olfactimetric, es troben
recollits en un article que s’adjunta al final d’aquest capitol el qual porta per titol

“Solid-phase microextraction and gas chromatography olfactometry analysis of successively
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diluted samples. A new approach of the Aroma Extract Dilution Analysis applied to the
characterization of wine aroma” i que va ser publicat a la revista cientifica Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 51 (2003) 7861-7865.

I11.2.3.1 Desenvolupament del métode d’extraccio

El primer parametre d’extracci6 que es va considerar va ser el tipus de fase
estacionaria de la fibra de silice que s’utilitza en 'SPME. En base a I'experiencia
que es tenia amb aquest tipus d’extracci6, es va decidir provar tres tipus de fases
estacionaries: la de polidimetilsiloxa (PDMS) que és apolar, la de poliacrilat (PA)
que és polar i la de divinilbenze-carboxen-polidimetilsiloxa (DVB-CAR-PDMS) que
conté mescles de diferents fases estacionaries i presenta una bona capacitat de
retencié. Es van fer extraccions d’un vi negre amb les tres fibres i a diferents
condicions de temps i temperatura d’extraccié. En la figura II1.18, on es mostren
tres cromatogrames obtinguts duent a terme I'extraccié a 30 °C durant 3 hores amb
cadascun dels tres tipus de fases estacionaries, es pot observar que el
cromatograma corresponent a la fibra DVB-CAR-PDMS és el que presenta major

nombre de pics.

No obstant aix0, en el tipus d’estudi que s’havia plantejat, el nombre de pics
detectats pel FID no podia ser una parametre decisiu a 'hora d’escollir el tipus de
fibra que més compostos olorosos extreia ja que, com s’ha explicat reiteradament,
no té perqueé haver-hi una relacié directa entre el perfil cromatografic obtingut amb
un detector quimic i el perfil aromatic del vi. Per tant, de manera simultania a la
detecci6 amb I'FID, es va dur a terme també la detecci6 olfactimetrica. Ja que
I'objectiu de I'estudi era la caracteritzacié de 'aroma d’un vi i, per tant, interessava
extreure el nombre més gran possible de compostos olorosos, es va escollir la fibra
de DVB-CAR-PDMS perqué era amb la que es detectava un nombre més gran

d’olors.
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Figura IIL.18. Cromatogrames resultants de I'SPME d'un vi negre
amb els tres tipus diferents de fibres.

Una vegada escollit el tipus de fase estacionaria es van optimitzar els altres
parametres de l'extraccié com sén la forca ionica, el volum de mostra, la relacié
entre el volum de mostra i el volum d’espai de cap, el temps i la temperatura. En
tots els casos, a I'hora d’escollir les millors condicions, es van tenir en compte tant
les arees cromatografiques obtingudes amb el FID com el nombre i la intensitat
aromatica dels compostos detectats olfactimetricament. Aixi doncs, en les analisis
dutes a terme amb les condicions optimes, 25 mL de mostra s’'introduien en un vial
de 50 mL de capacitat juntament amb 8.7 g de clorur sodic i una petita barra
magnetica. Un cop tancat hermeticament el vial amb un septum, aquest es deixava
preequilibrar en un bany a 40 °C durant 15 minuts i amb agitacié magnetica. Passat
aquest temps s’exposava la fibra a I'espai de cap de la mostra durant 4 hores a la
mateixa temperatura. Un cop realitzada l'extraccié dels analits, aquests es
desorbien a I'injector del cromatograf de gasos exposant-hi la fibra durant 1 minut

a 270 °C.
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I11.2.3.2 Determinacid de la poténcia aromatica dels compostos olorosos

Amb el meétode d’extraccié optimitzat es va procedir a ’analisi olfactimetrica d’'un
vi negre de Garnatxa de la Denominacié d’Origen Qualificada Priorat per tal de
caracteritzar la seva aroma. En I'analisi duta a terme per dues analistes entrenades,
es van detectar 70 regions aromaticament actives, 7 de les quals, pero, van ser
detectades també en les analisis en blanc que es van dur a terme extraient 1'espai
de cap del vial buit, sense mostra. Per tant, aquestes 7 olors no es van considerar

olors del vi de Garnatxa.

El segiient objectiu va ser determinar la importancia relativa de cadascuna de les
63 olors restants en 'aroma del vi de Garnatxa. La técnica de dilucié AEDA és la
que s’havia emprat en els estudis anteriors (apartat II1.2.2) pero, amb la utilitzacié
de 'SPME com a técnica d’extraccid, la dilucié de l’extracte aromatic no era
possible ja que, en aquesta tecnica, 1'extracte esta retingut a la fibra i, per raons
obvies, aquest no es pot diluir. Alguns autors havien proposat de simular I'efecte
de la diluci6 amb I'SPME utilitzant fibres de diferent gruix o exposant diferents
llargades de fibra a I'espai de cap de la mostra [93]. Aquesta estratégia, pero,
presenta l'inconvenient de que, per una banda, no totes les fases estacionaries es
comercialitzen amb diferents gruixos i, pel que fa a l'exposicié6 de diferents
llargades, les fibres més llargues sén de tan sols 2 cm i per tant és complicat
utilitzar varies llargades amb aquestes dimensions tan petites. Per tal de solucionar
el problema, la nostra proposta va ser diluir la mostra successivament i dur a terme
les extraccions amb SPME sobre les mostres diluides fins a la dilucié en que ja no
es detectés cap olor. D’aquesta manera, el factor de dilucié (FD) d'un determinat
compost correspondria a la dltima dilucié de la mostra on s’ha detectat la seva olor
i seria analeg al factor de dilucié que s’obté quan el que es dilueix és l'extracte. Per
tal de que al diluir el vi no es produissin canvis importants en la matriu que
poguessin afectar a la volatilitat dels compostos, les dilucions es van fer amb un vi

sintétic que contenia el mateix percentatge d’etanol del vi objecte d’estudi (13.5%).
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Amb l'aplicacié de la nova modalitat de la tecnica AEDA a l'analisi del vi de
Garnatxa, de les 63 regions aromaticament actives que s’havien detectat en I’analisi
olfactimetrica de l'extracte de la mostra, 38 van presentar importants factors de
dilucié (entre 64 i 4096). Aquestes es mostren a la taula III. 12 ordenades segons el

seu index de retencio.

N° IR  Descriptor de 1'olor FD Compost Identificaci6
MS IR olor

1 893  Afruitada, maduixa 256  Desconegut

2 938  Afruitada, quimica 256  Propanoat d’etil a + +
3 960 Maduixa 4096 Isobutirat d’etil + + +
4 980 Mantega 256  Diacetil a + +
5 1010 Cola, quimica 64  Desconegut

6 1033 Afruitada, maduixa 64  Butirat d’etil + + +
7 1051 Poma verda 4096 2-metilbutirat d’etil + + +
8 1069 Afruitada 1024 Isovaleriat d’etil + + +
9 1115 Herbacia, sofrada 64  Desconegut

10 1142 Afruitada 4096 Valeriat d’etil + + +

11 1181 Fruita madura, quimica 256  Desconegut

12 1229 Quimica, rancia 4096  Alcohol isoamilic + + +
13 1248 Afruitada, poma verda 1024 Hexanoat d’etil + + +
14 1311 Bolet 64  1l-octen-3-ona b + +
15 1468 Patates bullides 256  Metional + + +
16 1546 Floral 256  Linalool + + +
17 1565 Formatge 256  Acid isobutiric + + +
18 1690 Gerani 64  Desconegut

19 1694 Formatge blau 256  Acid isovaleéric + + +
20 1720 Dolga, anisada 64 Desconegut

21 1739 Patates bullides 64  Metionol + + +
22 1770 Melmelada de préssec 64  Desconegut
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oy
23 1795 Floral, rosa 64  Fenilacetat d’etil + + +
24 1825 Rosa 64  Acetat de 2-feniletil + + +
25 1828 Gerani 256  Desconegut

26 1832 Melmelada de préssec 1024 B-damascenona + + +
27 1871 Desagradable, verda 1024 3-mercapto-1-hexanol b + +
28 1890 Fumat, quimica 1024 Guaiacol + + +
29 1905 Fruita madura, dolga 256  Dihidrocinamat d’etil + + +
30 1941 Rosa 1024 2-feniletanol + + +
31 2060 Fumat, especiada 1024  Etilguaiacol + + +
32 2071 Dolga, xarop 256  Furaneol b + +
33 2112 Caramel 64  Homofuraneol b + +
34 2165 Afruitada, dolga 1024 Cinamat d’etil + + +
35 2173 Dolga, préssec 64  y-decalactona + + +
36 2191 Especiada, clau 64  Eugenol + + +
37 2206 Estable, animal 256  4-etilfenol + + +
38 2239 Especiada, curri 256  Sotolon + + +

Taula III.12. Regions aromaticament actives més importants del vi de Garnatxa estudiat (FD 2
64). (a) No va ser possible la identificaci6 mitjancant GC-MS a causa de la interferéncia del
solvent. (b) No va ser possible la identificacié mitjancant GC-MS a causa de la baixa concentracié
del compost. IR: Index de retencio; FD: Factor de diluci6

La identificaci6 dels compostos responsables de les olors es va fer analitzant
I'extracte per GC-MS i també comparant les olors i els temps de retencié amb
patrons que es van injectar al cromatograf de gasos. No obstant aixd, no es va
poder identificar el compost responsable de 8 de les 38 olors que es van considerar

importants.

La comparacié dels resultats amb els d’altres autors que havien estudiat I’aroma de
vins de Garnatxa utilitzant altres metodologies diferents [121, 141, 146, 165], va
posar de manifest que amb I'SPME es poden obtenir de manera senzilla i sense
gaire manipulacié de la mostra, extractes aromatics amb un rang ampli de

compostos olorosos, adequats per a la seva analisi mitjancant GCO. A més, la nova

166



Analisi de I'aroma mitjancant la cromatografia de gasos

modalitat d’AEDA proposada permet obtenir una llista jerarquitzada dels

compostos volatils segons la seva importancia aromatica.

I11.2.3.3 Determinaci6 dels valors d’aroma (OAVs)

La técnica AEDA i, en general, totes les tecniques de diluci6, estan basades en els
llindars de percepcié sensorial dels compostos volatils en l'aire i, per tant, no tenen
en compte la solubilitat dels compostos volatils en la matriu de 1'aliment en qiiestié
ni tampoc les interaccions d’aquests compostos amb altres components de la
matriu que no sén volatils. Es per aixd que alguns investigadors de ’aroma [94]
aconsellen determinar els valors d’aroma dels compostos amb importancia
aromatica seleccionats en I'estudi olfactimetric, ja que aquests estan basats en els
llindars de percepcié sensorial en l'aliment i per tant proporcionen una millor

estimaci6 de la contribucié dels diferents compostos a 'aroma de I'aliment.

El segiient pas, doncs, va ser determinar la concentracié dels compostos volatils
seleccionats en l'estudi olfactimetric per tal de poder calcular-ne els valors
d’aroma. Amb aquest objectiu es va desenvolupar un metode cromatografic amb
detecci6 per espectrometria de masses (GC-MS). Per a I'extraccié dels compostos
volatils del vi es va utilitzar el mateix meétode, mitjancant 'SPME, que s’havia

optimitzat per a I'analisi olfactimetrica.

Solucions patro

En alguns estudis de compostos volatils del vi on s’utilitzava I'SPME com a técnica
d’extracci6 [21, 30, 54, 57], es van detectar interferéncies de la matriu que impedien
I'ts de rectes de calibratge amb solucions sintétiques per a la quantificacié dels
analits. Es per aquest motiu que es va optar per utilitzar el métode de les addicions

estandard per a I'analisi quantitativa dels analits d"interés del vi de Garnatxa.
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Es van preparar solucions mare de cada analit de 1000 mg/L en etanol i, per
diluci6é d’aquestes amb el mateix solvent, es van preparar solucions de 10 mg/L de
tots els analits. Les solucions de calibratge mitjancant la técnica de les addicions
estandard, es van preparar addicionant aliquotes de les solucions mare de cada
analit al vi de Garnatxa. Les addicions es van fer a tres nivells diferents de
concentracié (baix, mitja i alt) en el rang de concentracions en qué es troben
normalment aquests analits en el vi, el qual s’especifica a la taula II1.13. A les
solucions de calibratge s’hi va addicionar també octanoat de metil i 4-metil-2-
pentanol, en una concentracié de 10 i 1 nug/L respectivament, els quals es van
utilitzar com a patrons interns. Es van escollir aquests dos compostos perquée no es
troben presents al vi de forma natural i pertanyen a dos families quimiques (els
ésters i els alcohols) a les quals pertanyen una bona part dels compostos

aromaticament importants identificats en el vi de Garnatxa.

Procediment d’extraccio

Com ja s’ha comentat, el procediment d’extraccié dels compostos d’interes utilitzat
va ser el mateix que s’havia posat a punt en l'estudi olfactimetric i que es troba

detallat en I’apartat anterior i a I’article que s’adjunta al final del capitol.

Analisi cromatografica

Les analisis cromatografiques es van dur a terme mitjangant un cromatograf de
gasos Hewlett-Packard 6890 equipat amb un detector d’espectrometria de masses
Hewlett-Packard 5973. Per a la separacié cromatografica es va utilitzar la mateixa
columna polar que en les analisis olfactimetriques (CP Wax 57 CB de Chrompack) i

amb les mateixes condicions de flux i temperatura.

Els espectres de masses es van adquirir mitjancant una ionitzacié per impacte

electronic a 70 eV. Les temperatures de la font d"ionitzacié i del quadrupol van ser
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de 230 i 150 °C respectivament. Per tal d’augmentar la sensibilitat i la selectivitat
del métode, el detector es va utilitzar amb mode selecting ion monitoring (SIM).
L’eleccié de I'i6 (m/z) a monitoritzar per a cada analit es va fer tenint en compte
I'abundancia, ja que com més gran és I'abundancia major és la sensibilitat del
metode per a aquell compost, i que no hi haguessin compostos que eluissin a un
temps de retencié proper i que donessin el mateix i6 en la seva fragmentacié. La
taula II1.13 mostra 'i6 que es va seleccionar per a cada compost. En el cas dels
patrons interns es va seguir el mateix criteri i es va escollir 1'i6 de m/z 127 per a

I'octanoat de metil i I'i6 de m/z 87 per al 4-metil-2-pentanol.

Tot i la selectivitat aconseguida amb la programacié duta a terme dels ions a
analitzar en cada temps de retencid, a causa de la complexitat de la fraccié volatil
del vi, aquesta no va ser suficient per a obtenir una bona separaci6 dels 30
compostos d’interes. Aquest fet el mostra el cromatograma de la Figura I11.19, en el
que es pot observar que alguns d’ells eluien molt junts i, per tant, la integraci6 de
les seves arees no es podia fer de manera correcta. Aquest és el cas, per exemple,
del propionat d’etil, I'isobutirat d’etil i el diacetil que eluien en un rang de temps

molt curt, entre 7.6 i 8.2 minuts.
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Figura II1.19. Cromatograma obtingut amb 1’analisi dels 30 compostos a la vegada mitjancant GC-MS
amb mode SIM.
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Aixi doncs, i amb 1'objectiu de determinar la concentracié de tots els compostos
amb una exactitud adequada, cadascuna de les mostres de calibratge es va
analitzar dues vegades mitjancant GC-MS utilitzant dues programacions d’ions
diferents en les que es determinaven compostos diferents en cadascuna d’elles. La
figura II1.20 mostra els cromatogrames obtinguts amb les dues programacions

d’ions diferents i els compostos determinats en cadascuna d’elles.
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Figura III.20. Cromatogrames obtinguts en 'analisi dels 30 compostos mitjangant GC-MS amb mode
SIM utilitzant el metode proposat. PI': 4-metil-2-pentanol; PI?: octanoat de metil.
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Resultats de 'analisi quantitativa

La taula III.13 mostra els parametres de les rectes de calibratge obtingudes per als
diferents analits. Els valors dels coeficients de correlacié (r) indiquen una bona
linealitat de la resposta en els rangs de concentraci6 en els que es va treballar. La
precisi6 intermitja del metode, expressada com a desviacié estandard relativa, va
ser de 4.7%, el qual és un valor for¢a bo tenint en compte que els compostos
analitzats tenien propietats quimiques diferents i es trobaven a nivells de

concentracié també molt diferents, la majoria d’ells a nivells traga.

N° Compost 16 Rang concentracions Pendent Ordenada r
(my/z) (ug/L) al’origen
2 Propanoat d’etil 57 65-160 0.01 5.58 0.99
3 Isobutirat d’etil 102 50-165 0.03 4.65 0.99
4  Diacetil 86 8-18 0.02 0.45 0.99
6  Butirat d’etil 88 105-150 0.08 14.81 0.97
7  2-metilbutirat d’etil 102 6-12 0.32 11.54 0.97
8 Isovaleriat d’etil 88 45-70 0.26 13.41 0.99
10 Valeriat d’etil 88 2-4 0.34 0.72 0.99
12 Alcohol isoamilic 57 4000-9000 0.07 0.21 0.99
13 Hexanoat d’etil 115 90-290 0.003 0.07 0.99
14 1-octen-3-ona 70 1-3 0.17 0.03 0.99
15 Metional 104 20-75 0.002 0.13 0.97
16 Linalool 71 8-11 0.65 2.86 0.98
17 Acid isobutiric 73 420-1480 0.001 0.38 0.97
19  Acid isovaleric 60 1400-1600 0.01 7.55 0.99
21 Metionol 106 30-60 0.04 6.73 0.99
23  Fenilacetat d’etil 164 4-8 0.78 9.07 0.98
24 Acetat de 2-feniletil 104 10-16 0.004 0.19 0.99
26  B-damascenona 190 4-8 0.06 3.40 0.99
27  3-mercapto-1-hexanol 100 20-60 0.001 0.02 0.97
28 Guaiacol 124 1-3 0.14 0.32 0.98
29 Dihidrocinamat d’etil 178 1.0-2.5 1.78 0.96 0.99
30 2-feniletanol 103 130-195 0.08 65.10 0.99
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31 Etileuaiacol 152 90-190 0.001 0.19 0.99
32  Furaneol 128 115-360 0.001 0.05 0.96
33 Homofuraneol 142 30-60 0.02 0.87 0.98
34 Cinamat d’etil 176 1.0-25 0.52 0.03 0.99
35 v-decalactona 85 0.4-1.5 0.57 0.87 0.99
36 Eugenol 164 5-9 0.44 1.03 0.96
37  4-etilfenol 122 60-190 0.001 0.31 0.99
38 Sotolon 83 42-75 0.007 0.32 0.99

Taula IIL13. Ions seleccionats per a l'analisi quantitativa mitjancant GC-MS amb mode SIM i
parametres obtinguts de les rectes de calibratge.

La bona capacitat de retenir compostos volatils de la fibra de DVB-CAR-PDMS
juntament amb 1'elevada sensibilitat del detector d’'MS quan es treballa en mode
SIM, van permetre obtenir un metode per a la determinacié simultania dels 30
compostos d’interés. Aquest va ser un repte important tenint en compte la
diversitat quimica dels compostos i els diferents nivells de concentraci6 als que es
troben. La senzillesa i rapidesa d’aquest métode sén clars avantatges front altres
protocols que apareixen a la bibliografia donat que requereixen de diversos
metodes, amb técniques d’extraccié diferents en cadascun d'ells, per a la

quantificacié de tots els compostos.

Calcul dels valors d’aroma (OAV)

Una vegada quantificats els compostos d’interes, es van calcular els corresponents
valors d’aroma a partir dels llindars de percepci6 sensorial trobats a la bibliografia.
Dels 30 compostos amb major importancia aromatica identificats amb la técnica
AEDA, 13 presentaven un valor d’aroma superior a 1 i, per tant, segons aquesta
teoria, aquests son els compostos que realment poden contribuir a I'aroma del vi

de Garnatxa. La taula II.14 mostra la concentraci6, els llindars de percepci6
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sensorial i els OAV d’aquests 13 compostos que es trobaven al vi de Garnatxa a

una concentracié superior al seu llindar de percepci6 sensorial.

N° Compost Concentracio Llindar percepci6 sensorial OAV
(ng/L) ug/L1 Ref.
26 B-damascenona 54 0.05 (b) [120] 1076
27  3-mercapto-1-hexanol 19 0.06 (a) [166] 315
19  Acid isovaleéric 614 33.4 (c) [165] 184
8 Isovaleriat d’etil 51 3(c) [165] 17.1
13 Hexanoat d’etil 231 14 () [165] 16.6
12 Alcohol isoamilic 313323 30000 (b) [120] 10.4
3  Isobutirat d’etil 150 15 (c) [165] 10
31 Etilguaiacol 324 33 (c) [165] 9.8
6  Butirat d’etil 185 20 (b) [120] 9.2
38 Sotolon 43 5(a) [167] 8.7
32  Furaneol 40 5(d) [121] 8.1
7  2-metilbutirat d’etil 35 18 (¢) [165] 2.0
17 Acid isobutiric 384 230 (c) [165] 1.7

Taula III.14. Concentraci6, llindar de percepcié sensorial i valor d’aroma (OAV) dels
compostos amb una contribucié important a 'aroma del vi de Garnatxa estudiat segons
els valors d’aroma. 1S’indica entre pareéntesi la matriu en la que es van determinar els
llindars de percepci6 sensorial: (a) solucié hidroalcoholica al 12%; (b) solucié
hidroalcoholica al 10%; (c) solucié hidroalcoholica al 10% amb un contingut en glicerina de
7 g/Liamb un pH de 3.2; (d) soluci6 hidroalcoholica al 10% amb un pH de 3.

Tal i com es pot observar en la taula, la f-damascenona i el 3-mercapto-1-hexanol
son, amb diferéncia, els compostos que més contribueixen a 'aroma del vi de
Garnatxa analitzat. Altres compostos olorosos importants sén 5 eésters etilics, 2
acids i un alcohol (I'alcohol isoamilic), tots ells productes de la fermentaci6, aixi
com també l'etilguaiacol, el sotolon i el furaneol. Aquests resultats son molt
similars als trobats per Ferreira et al. [121] en l'analisi d'un vi rosat també de la

varietat Garnatxa en el que la f-damascenona i el 3-mercapto-1-hexanol eren també
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els compostos amb un valor d’aroma més elevat. A més a més, exceptuant el 2-
metilbutirat d’etil i I'etilguaiacol, la resta de compostos de la taula II1.14 van ser
determinats també en el vi rosat de Garnatxa amb una concentracié superior al seu
llindar de percepcid sensorial. Tot i que 1'origen del vi caracteritzat per Ferreira et
al. era diferent al caracteritzat en aquest estudi i les técniques de pretractament
utilitzades en tots dos treballs també van ser diferents, existeix una bona

concordanca entre els resultats obtinguts en ambdds estudis.

Tot i que, com s’ha dit reiteradament, no existeix cap metode ideal per a la obtenci6é
d’extractes representatius de 'aroma del vi, en aquest estudi s’ha demostrat que
I'SPME és una técnica adequada per a I'extraccié d'un ampli rang de compostos
aixi com també per a obtenir una llista jerarquitzada dels compostos segons la seva
importancia aromatica, quan aquesta es combina amb la GCO. A més, el mateix
metode d’extraccié desenvolupat per a I'analisi olfactimetrica es pot utilitzar amb
finalitats quantitatives. L’elevada capacitat d’extracci6 de compostos olorosos de
les fibres de DVB-CAR-PDMS combinada amb la deteccié cromatografica en mode
SIM, permeten obtenir un meétode amb elevades sensibilitat i selectivitat per a la

determinaci6 simultania de tots els compostos que contribueixen a 1’aroma del vi.

A continuacié s’inclou l'article que porta per titol “Solid-phase microextraction and
gas chromatography olfactometry analysis of successively diluted samples. A new approach
of the Aroma Extract Dilution Analysis applied to the characterization of wine aroma” en
el que es presenta el métode desenvolupat per a la caracteritzacié de I'aroma del vi

utilitzant I’'SPME com a técnica d’extraccio.
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SOLID-PHASE MICROEXTRACTION AND GAS CHROMATOGRAPHY
OLFACTOMETRY ANALYSIS OF SUCCESSIVELY DILUTED SAMPLES. A NEW
APPROACH OF THE AROMA EXTRACT DILUTION ANALYSIS APPLIED TO
THE CHARACTERIZATION OF WINE AROMA

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51 (2003) 7861-7865
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Solid-Phase Microextraction and Gas Chromatography
Olfactometry Analysis of Successively Diluted Samples. A New
Approach of the Aroma Extract Dilution Analysis Applied to the

Characterization of Wine Aroma

Maria Par MARTL* MONTSERRAT MESTRES, CRISTINA SALA,
OLGa Busto, AnD Josep GUASCH
Departament de Quimica Analitica i Quimica Organica (Unitat d’Enclogia, CeRTA),
Facultat d'Enologia de Tarragona, Universitat Rovira i Virgili, Avenida Ramén y Cajal, 70,
E-43005 Tarragona, Spain

The relationship between the composition and the aroma of the wine can be established by using
gas chromatography with olfactometric detection (sniffing or GCO), which combines the chromato-
graphic response with the human nose response. To evaluate the contribution of the cdor compounds
in wine aroma, we designed a new approach of the aroma extract dilution analysis (AEDA) that lies
in the GCO analysis of serially diluted wine samples using headspace solid-phase microextraction
(HS-SPME) as the extraction technique. The fiber coating used was Flex divinyl-carboxen-poly-
dimethylsiloxane. The method developed was applied to determine the aromatic composition of a
red Grenache wine from Priorat (Spain). The method allows 38 important odorants to be determined
in the AEDA study, 30 of them precisely identified. These results are similar to those reported by
other studies related to this variety of wine. HS-SPME is a suitable technigue to obtain representative

extracts of wine aroma with several advantages such as simplicity, speedi and little pl
manipulation.
KEYWORDS: Wine; flavor; characterization; organic volatile p ds; gas ch phy-olfacto-

metry; solid-phase microextraction
INTRODUCTION appropriate technique, because the human and electronic
responses are blended to maximize the available detection
capabilities (7). On the other hand, several techniques have been
developed to collect and process GCO data and to estimate the
sensory contribution of each odorant, Among these techniques,
the aroma extract dilution analysis (AEDA) has been widely

The presence or absence of some aroma compounds plays a
definitive role in the quality of most food and beverages. In
the case of wine, the aroma properties have a direct influence
on the acceptance or rejection of the product.

The aroma of a wine is influenced by the action of several

different compounds on the sensory organs. These volatile
aromatic compounds are produced through metabolic pathways
during ripening and harvest of grapes, duning their fermentation
and/or also during the storage of wine (/—2), Among these
origins, it is well known that the variety of the grape gives a
characteristic aroma. This varietal aroma allows the classification
and even the labeling of wines, so it is important to know the
typical aromatic pattern of a wine variety in order to ensure its
quality (3-6).

To determine the wine aroma composition, the chemical
analysis of the volatile compounds is not satisfactory, because
not all of them are odorants, thus an analytical study directed
to the identification and quantification of the ones that are flavor-
active is required. This fact implies the use of an analytical tool
that correlates sensory and instrumental analysis. In this context,
gas chromatography olfactometry (GCO) seems to be the most

* To whom d. E-mail; i rv.es,

used to determine the relative oder potency of compounds
present in a sample extract of many different products, including
wine (3, 6, § 9-14).

Wine aroma contains hundreds of components that belong
to very heterogeneous groups such as alcohols, aldehydes,
ketones, esters, acids, terpenes, etc. Furthermore, the concentra-
tion levels of each of these compounds are very variable, ranging
from several mg/L. to a few ng/L.. This complexity and these
low levels of concentration require the use of extraction and
also concentration techniques.

Therefore, several different sampling techniques have been
used: liquid—liquid extraction, solid—liquid extraction, distil-
lation, headspace techniques, demixing, etc. (5, 6, 8, 15—19).
The solid—phasc microextraction (SPME) is an extraction
technique appeared more recently than the others, although it
has already given good results for the analysis of different wine
volatiles (20—28). Its main advantages are simplicity and little

should be add

10.1021(f0345604 CCC: $25.00

le manipulation.
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Table 1. Chemical Standards Used in the Study

compound CAS no. SOuce
acelic acid [51 9. 1] 98, 7% Aldneh
acelone [513-860]  =97% Fluka
butane-2,3-dione (diacetyl) [431-038]  97% Aldrich
butynic acid [107-92-6]  99+% Aldnch
fG-damascenone [23726-91-2] 90+% Fluka
5-hydroxydecanoic acid é-lactone (6-decalactone)  [705-86-2] 9849 Aldnch
4-hydroxydecanoic acid y-lactone (y-decalactone) [7106-14-9)  99% Aldnch
2.6-timethogyphenal [91-10-1] 99% Aldnch

2 5-dimethyl-4-hydroxy- 32H)-furanone (furaneol)  [3658-77-3]  =99% Fluka

el acelale [141-786]  >99.5% Fluka
el butyrate [105-54-4]  =96% Fluka
elind cnnamate [103-36:6]  99% Aldnch
elhyl difrydrocinnamate [2021-28.5]  98% Fluka
elhyl hexanoale (ethyl caproate) [123-66-0]  99-+% Aldnch

2ethyl-4-hydroxy.5-methyl 3(2H) furanone [21538.09.6] 97% Aldrich

{Homofuraneol)

A-ethyl-2 3! yhqualacol) [2785-89-9]  98% Lancasier

elivl 2 melhyibutyrale [7452-191]  99% Aldrich
elll]i J-methylbutyrate (et isovalerate) [108-64-5]  =95% Fluka

2 I yrate) [97-627] 9% Aldnich

euqd octanoate (elhyl caprylate 106321 99+% Aldnch
elhyl pentancate (ethyl valerale) [539-82-2]  99% Aldnch
A-ethylphensl (1230791 >97% Fluka
elhyl phenylacetale [101-97-3]  99% Fluka
elivd propionate [105-37-3]  =99% Fluka
4-allyl-2- methoxyphenol (eugenol) [97-53-0] 99% Aldnch
hexanoic acid [142-62-1]  99.5% Aldrich
3-methyl- 1-buthyl acetate (soamyl acelate) [123:92:2]  +99% Akdnch
J-methylbutyric acd (isovalenc acid) [503-74-2]  >98% Fluka
2-methyl-3-furanthiol [28588-74-1]  Ierchim
2-methylpropaneic aced {sobutme acd) [19-31-2] >99.5% Fluka
3-methyl-1-butanol (iseamy alcohol) [123-51-3]  >99% Fluka
linalool [78-70-6] 7% Aldrich
Jmercapto-1-hexanol [51755-83-0) Imerchim
methyl anthranikate [134-20-3]  Fluka
Z-methoxyphenol (guaiacol) [90-05-1] 8% Mdnch
J-methyltino-1-propanal (methional) [3268-49-3]  Aldnch
3-methyithio-1-propanel (methienel) [505-10-2]  98% Aldrich
octanoi; acid [124.07-2)  99.5% Aldrich
1-octen-3-one [4312-99-6]  97% Lancasier
2-phenylethanol (5-phenethyl alcohol) [60-12-8] >95% Fluka
phenylacec acid [103-82-2)  99% Aldnch
2-phenylethyl acetate [103-45-7)  >95% Fluka
4-vinylphenal [2628-17-3]  10%sod,

sler

Lanca:
4.5-dimethyl- 3-hydroxy-2,5-diydrofuran-2-one [28664-35-9]  97% Aldrich

(sotalon)

The aim of the following investigation is to demonstrate the
usefulness of SPME combined with GCO for the characteri za-
tion of wine aroma and to elucidate the most odor-active
compounds in a Grenache wine by applying this technique.

MATERIALS AND METHODS

Samples. Among several different young Grenache wines (2001)
from AOC Priorat, we selected the most repr from this wine
growing zone of the North-East of Spain, according to a panel of wine
experts.

Reagents and Chemicals. The standards of the different aroma
compounds studied were supplied by Sigma-Aldrich (Madnd. Spam)
Fluka (Madnd, Spain), 1 (Bischheim, France) or [

Marti et al.

thickness of the fibers were tested: polydimethylsiloxane (PDMS) 100
pm, polyacrylate (PA) 85 jem and StableFlex divinylbenzene-carboxen-
polydimethylsiloxane (DVB-CAR-PDMS) 50/30 gm. All the fibers
were conditioned before use and cleaned between analyses by inserting
them into the GC injector, where f.hey were kept at the recommended
temperature, and to prevent iom, were used i liately afler
conditioning.

Headspace Solid-Phase Microextraction (HS-SPME) Aanalysis.
The different parameters that influence the HS-SPME analyses were
studied (28-30) sample ionic strength, sample volume, extraction time,
and temperature of the sample duning the process. The expenments
made to evaluate the influence of each of these factors were carried
ont with the Grenache wine selected. The results are discussed in the
next section. The optimal conditions were as follows: for each analysis,
25 mL of sample (wine or diluted wine) was placed into a 50-mL glass
vial with 87 g of NaCl (6M) and a little magnetic stir bar. Then, the
vial was tightly capped with a silicon septum and was preequilibrated
for 15 min at 40 °C in a thermostatic bath. Aflerward, the stainless
steel needle, where the fiber is housed, was pushed through the vial
septum, then the fiber was pushed out of the housing and exposed for
3 hoat 40 °C to the headspace generated in the sample vial. After
extraction, the fiber was pulled into the housing, and the SPME device
was removed from the vial and inserted into the injection port of the
GC for thermal desorption of the analytes at 270 °C for 1 min.

Gas-Chromatography Analysis, GC-FID. These analyses were
performed with a Hewlett-Packard 6890 gas chromatograph equipped
with a flame ionization detector (FID) and a olfactory detector. The
injection was made in the splitless mode at 270 °C for | min, using an
inlet liner of 0.75-um id. to minimize peak broad Ch
graphic separations were performed using a Chrompack CP-WAX 57
CB (50-m = 0.25-mm i.d., 0.2-um film thickness) fused silica capillary
column with helium as carrier gas at a constant flow-rate of 1 mL/
min. The initial oven temperature was 40 °C, after 10 min it was raized
at 5 °Clmin to 100 °C, then at 3 “C/min to 180 °C, and finally at 20
“Clmin to 210 °C, which was held for 10 min. The temperature of the
FID was set to 250 “C. The column used to verify the identity of the
compounds was a HP-3 MS (30-m =« 0.25-mm 1.d, 0.25-gm film
thickness) fused silica capillary column with helium as carmer gas at a
constant flow-rate of | mL/min. The oven temperature was 40 °C; after
5 min, it was raiged at 2 *C/min to 120 °C and then at 10 *C/min to
210 °C, which was held for 30 min.

GC-0 Analyses. GCO was camed out using an olfactory detector
commercialized by SGE International. This dmu. has an outlet splitter
gystem (ODO-I) that provides a conti iable range of split
ratios by a micro corllml valve (0S8-2), The gplit ratio used in the
olfactometric analysis was 1:10 into the FID and into the sniffing port,

vely, using two deacts d and ted fused silica capillaries
(40 em = 0.25 mm) as a transfer lines between the valve and the
detectors. The olfactory detector also incorporates a heated transfer
section from the GC oven to the glass detection cone that it maintaine
the unit at a femperature high enough to transfer the compounds to the
detection cone without losses due to condensation. Moreover, the glass
cone is purged with humidified air to prevent nasal mucous membranes
from drying out over long peniods and so maintains olfactory sensitivity.

The analyses were made under the analytical conditions described
for the GC-FID analysis Timing and description of aromas were
recorded by two trained researchers (replaced at 15 min intervals) after
snmple extract injection. Each trained researcher analyzed each extract
using two different fibers to take into account the efficiency

(Montlugon, France). The CAS number, the source and purity of each
campound are specified in Table 1. All the other chemicals and reagents
used were of analytical grade.

When samples had to be diluted, we used a synthetic wine that was
obtained by dissolving 3.5 g of L(+) tartaric acid and 135 mL of ethanol
in a suitable amount of Milli-Q) quality water to give 1 L of soltion.
The pH was adjusted to 3.5 with IN NaOH. The percent of ethanol
and pH value were 13.5% and 3.5, respectively, to reproduce the
properties of the young Grenache wine studied (20, 21).

SPME. The SPME holder, for manual sampling, and fibers used in
this investigation were purchased from Supelco (Bellefonte, PA).
Different commercially available stationary phases and various film

vanainluy of SPME Stable Flex fibers,

A new approach of the AEDA technique was developed to estimate
the sensory contribution of each odorant. It consists of camying out
successively dilutions of the Grenache wine sample (steps 1:4) with
synthetic wine before the SPME.

To check the linear recovery of this new pmcedurc, we prepared a
model mixture by adding some d ation level
similar to a real wine, to a synthetic wine ao]uhcm. This model mixture,
and also the successively dilutions (1:4) of it, were analyzed using the
methodology developed.

GC-MS Analyses. GC-MS analyses were carried out using a Hewlett-
Packard 6890 gas chromatograph conpled to an HP-5973 mass selective
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Table 2. FID freas of Different Compounds Obtained from Different
Coating Fibers
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Table 3. Linearity of the FID Response in Relation to the Sample
Dilutions:

POMS PA DVBCARIPOMS
isobutanol b4 125 2692
isoamyl acetale B34 256 2705
rsaoamyl alcohol 6304 9548 33922
ethyl hexanoale 490 207 1942
hexanol 61 14 540
elhyl octanoate 3056 188 941
lmalnal 13 2 N
elhyl decanoate 2314 658 4130
2-phenyleiiy acetale 50 61 500
2-phenylethanol 1083 3008 9615
actanoic acid 1085 2911 o901
decanoic acid 239 208 265
4-elhvyiphenol 15 L 76

detector. Separation was achieved under the same conditions described
before, using the same columns as in the GC-FID and GC-O analyses
to identify the odorant compounds using the retention time parameter.
The mass spectrometer was operated in the electron impact ionization
mode (70 eV). Interface, source, and quadrupole temperatures were
200 °C, 230 °C, and 150 °C, respectively. Mass range was from 35 to
300 amu.

Compornd Identification, The odorants detected were identified by
comparison with reference substances on the basis of the following
eriteria: odor quality as well as odor intensity perceived at the sniffing-
port, mass spectra obtained, and retention index (RI) on two stationary
phases of different polarity (CP—~WAX 57CB and HP-5 MS). To
calculate these RI values, we added a series of n-alkanes (from 6 to 26
carbon atoms) to a synthetic wine sample which was extracted by SPME
and analyzed under the GC conditions aforementioned.

RESULTS AND DISCUSSION

1. HS—SPME. Comparison of Different Fiber Types. Three
fiber coatings were compared for the extraction of the wine
aroma volatiles: PDMS, PA, and DVB/CAR/PDMS. Microex-
tractions were made at different time and temperature conditions.
The results showed that, although PDMS (apolar coating) was
more sensitive to esters than PA (polar coating) and PA was
more sensitive to aleohols than PDMS. the best overall
extraction efficiency was obtained when we used DVB/CAR/
PDMS coating. This behavior can be seen in Table 2, where
are shown the FID areas obtained in the analysis of 25 mL of
sample into a vial of 50 mL for 2 h at 30 °C and with a NaCl
concentration of 4M, with the three different coating fibers.

However, taking into account that the aim of this study was
to extract the odorant compounds, we also checked which
coating extracted most of these compounds. So, the extracts
obtained by using the different kinds of coating fiber were also
analyzed by GCO, and the results agreed with the first ones.
The number of odorants detected with the PDMS and PA fibers
were 21 and 22 respectively, whereas with the DVB/CAR/
PDMS fiber, 38 odorants were detected. Therefore, the DVE/
CAR/PDMS coating fiber was chosen as the most suitable for
this study.

HS-SPME Parameter Optimization. In the optimization of
the parameters influencing the extraction equilibria, we evaluated
both the chromatographic areas of the compounds extracted (FID
response) and the number and intensity of odorants extracted
(GCO response).

The results showed that, in general, high ionic strength
increased the extraction efficiency, so samples were saturated
with NaCl to get a concentration of 6 M. On the other hand,
we also verified that the volume of the sample vial and the ratio
sample/headspace have an important influence on the extraction.
The experiments made with vials of 100, 50, and 20 mL of
sample with ratios of 1/1, 3/1 and 1/3 showed that the

linear range re
ethyl butyrate 25-160.0 il 0.998
3-methyl-1-butanol 0.1-33.0 myg/l. 0.990
ethyl hexanoale 0.4-110.0 iyl 0.988
Inalool 0.16-2.50 il 0993
f-damascenone 0.09-5.70 pgil 0.982
2-phenylethanol 0.02-0.31 mylL 0.998
A-ethylphenol 0.9-15.0 gl 0999

efficiencies improved as the headspace decreased. However,
repeatability worsened as the volumes increased. So, vials of
50 mL with 25 mL of sample were chosen as the best volume
conditions.

With regard to time and temperature, it is well known that
the extraction rate is strongly influenced by temperature, so both
parameters were studied simultaneously (28). To determine the
optimum values of these parameters, several experiments were
carried out in a range from 10 to 40 °C and from 1 to 4 h. The
results showed that when using shorter sampling times and lower
temperatures, the chromatographic profiles were poorer. On the
other hand, although times longer than 4 h and temperatures
higher than 40 °C improved the extraction of compounds with
low volatility, the overall extraction efficiency did not improve.
Therefore, 3 h at 40 °C was chosen as the optimal condition,
because although equilibrium was not totally reached, the
response obtained was good enough. In fact, the signal (both
chromatographic and olfactometric) of most of the target
compounds only improved by 10—15% when equilibrium state
was reached after 4 h.

2, SPME-GCO. Aroma Extract Dilution Analysis (AEDA).
With the SPME technique, it is not possible to dilute the extract.
So, to solve this problem, we successively diluted the Grenache
wine samples. To ensure the linear recovery of the analytes with
this new procedure, we carried out a study with a model mixture
added with some selected compounds. In Table 3 are shown
the determination coefficients (%) of the calibration curves from
the analyses of the model mixture dilutions by GC-FID. As can
be observed, all of them were above 0.9. We checked that some
compounds had a nonlinear behavior at high levels of concen-
tration because of a saturation effect of the fiber. However, this
fact did not affect the determination of the sensory contribution
of each odorant with the method proposed, because the FID

[ at low trations was always linear.

In this way, it is possible to consider this procedure as a new
concept of aroma extraction dilution analysis, and the flavor
dilution factors (FD) of the odor active compounds can be
determined. taking into account the last dilution in which the
different odorous regions are detected. In fact, these FD values
are totally analogous to the factor dilution value used in AEDA.

GC-0. The volatiles extracted by SPME from Grenache wine
were analyzed by the new concept of AEDA, described above,
to find the most potent odorants, As it is summarized in Table
4, the results yielded 38 odor active regions with important
flaver dilution factors (ranging from 64 to 4096), which have
been arranged following their retention indices (polar column).
The compounds with highest FD factors (4096) are three esters
(ethyl isobutyrate, ethyl 2-methylbutyrate, and ethyl valerate)
and one alcohol (ispamyl alcohol), which give fruity and
chemical notes. A second important group of compenents (FD
of 1024) also consists of esters (ethyl isovalerate, ethyl
hexanoate, ethyl cinnamate) and one alcohol (2-phenylethanol )
but also of one ketone (f-damascenone], two phenols (guaiacol
and ethylguaiacol), and one sulfur compound (3-mercapto-1-
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Table 4. Main Odorants Found in Grenache Red Wine from Priorat (FD = 64)
Rl Rl identification
no. polar apolar odor quality D odorant MS RI odor
1 893 fruity, strawbermy 256 unknowmn
2 938 105 fruity, chermical 256 elly propanoate a %
3 960 139 sirawberry 4096 elind isobutyrate x x x
4 980 612 butter 256 diacetyl £l % X
] 00 (e, chemcal 64 unknowmn
i 1033 a0z Iruity, strawberry 04 el butyrate x % %
7 1051 845 qreen apple A6 ethyl 2-methylbutyrate x x X
8 1069 851 fruity, berry 1024 clid isovalerate x x H
a 115 herbaceous, sulfurous 4 unknawm
0 1142 902 fruity Ao cihy valerate X * -
n 181 nipe fruit, chemical 256 unknown
12 1229 L] chemical, harsh, stale 4096 isoanmy alcohol x x x
13 1248 1001 fruity, green apple 1024 el hexanoate x % %
L] 131 933 mushroom 64 T-octen-3-one i % %
15 1468 909 cooked polaloes 256 methional x % %
16 1546 108 Nowery 256 linalool X % %
17 1565 190 cheese 256 isobutynic acid X ¥ X
18 1690 qeranium L] unknaown
19 1694 869 blue cheese 256 isovaleric acid X H x
20 1700 sweel, anise 64 unknasm
pil 1730 418 cooked potatoes o methional x X x
22 111 sweel, peach jam L] unkna#m
23 1795 1243 Mlowery, rose (1] eyl phe ] x ¥ x
24 1825 1256 rose 4 2-phenylethyl acelate X % %
25 1828 geranium 256 unknaem
26 1832 1380 peach jam, sweel 1024 S-damascenone x ¥ x
21 181 1125 unpleasant 1024 3-mercapto-1-hexanol b x x
8 1890 1088 smoky, chermical 1024 quasacol X x %
29 19405 1347 ripe fruit, frut jam, sweet 256 el diydrocinnamate X b X
0 1941 1110 105 1024 2-phenylethanol b ¥ %
kj| 2060 1216 smoky, spicy 1024 ethylguaicol % b X
2 207 1008 SWEEL Syrp 256 furanesl b b3 b
13 a2 115 caramel 4 hamwafuraneol b ¥ X
Hu 2165 1454 fruity, sweel, 1024 el cinnamate H X L
35 2173 1439 sweel, peach 64 y-decalactone X ¥ ¥
36 219 1356 spicy, clove (1] eugenl X ¥ X
1 2206 1178 stall, animal 256 4-ethylphenol x x x
ki 2230 1112 Spicy, cury 256 sololon X X X

*GC-MS identification not possible due 1o the solvent mederence. * GC-MS ientification nat possible due 10 the low concentration of the target compound.

hexanol). This second group of compounds contributes to wine
aroma with fruity, sweet, flowery, and smoky odors. Other
compounds with significant FD values (256—64) are acids,
sulfur compounds, terpenes, lactones, enolones, and phenols,
Their aromatic properties are very different depending on each
compound.

These results are very similar to those obtained by researchers
who have used other extraction techniques. If we focus on

one, methional, ethyl phenylethyl, 2-phenylethyl acetate, eth-

lguaiacol, and eight comp that we could not identify.
The compound with RI 893 and with fruity odor has the same
RI as the ethyl acetate, but its odor is different; however, this
overlap of both chromatographic peaks made impossible its
identification. The unknown with RT of 1181 could be an ethyl
ester, because its MS spectrum showed the usual fragment ions
of this kind of compounds and its fruity odor is also typical of

Grenache wine, we should compare our results to those obtained
by Ferreira et al. who carried out the most recent studies about
this wine vanety (6, 10, 13, 14). However, to make these
comparisons, it has to be taken into account that the wines
analyzed in those studies were from another AOC and the
sample preparation and extraction techniques were also different
to those used in the present study.

In a general way, these comparisons showed that, whichever
it was the technique used, the od compound: d are
almost the same ones and the differences lie in the perception
of some of these compounds (different FD values). In fact,
besides the compounds specified in Table 4, we identified other
compounds in the AEDA with FD values below 64, which had
important FD values in the studies made by Ferreira et al. These
compounds are isoamyl acetate, butyric acid, acetic acid,
octanoic acid, phenylacetic acid, y lactone, d-decalactone
methyl anthranilate, 2,6-dimethoxyphenol and 4-vinylphenol.
On the contrary, we have identified other compounds with
important FD values in our study but with low FD, according
to Ferreira et al. The compounds with this behavior are ethyl
propanoate, ethyl 2-methylbutyrate, ethyl valerate, 1-octen-3-

this ch I family. From the unknown with RI 1720, we can
suspect that it could be the same compound that Ferreira et al.
have already found in their studies, because the odor descriptor
and the RI are similar. Related to compounds with RI 1115,
1690 and 1828, taking into account their odor deseriptions and
that the fiber-coating used in this study has high affinity to sulfur
compounds, it seems probable that they belong to this family
of chemicals.

On the other hand, ethyl octancate, hexanoic acid, 1-hexanol,
and acetoine are compounds that we identified by GC-MS, but
although in other studies they gave important FD values, in our
olfactometric analysis, we did not perceive them. However, from
the odor threshold of these compounds (500 ug/L, 8 mg/L, 8§
mg/L and 150 mg/L, respectively), and their usual concentrations
in wines (usually below the odor threshold values, except for
ethyl octanoate (1, 9, 13)) it is obvious that depending on the
extraction technique used they can be detected or not in the
olfactometric analysis,

Another compound with a high FD value, according to other
studies, was 2-methyl-3-furanthiol. The literature and our own
experience in the analysis of sulfur compounds in wine aroma
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(14, 20, 3I) show that the best extraction of this family of
chemicals is obtained by HS-SPME with fibers coated with
Carboxen/polydimethylsiloxane. However, we could not find
this compound in our wine, neither using our optimized SPME
conditions nor using the SPME conditions established by other
authors (14).

From these results, we can conclude that the Carboxen-poly-
dimethylsiloxane-coated fiber is the most suitable for analyzing
odor compounds, because its micropores retain smaller analytes
{C3—C20) at trace levels better than other coating fibers do.
Therefore, the HS-SPME technique is a good technique to obtain
wine aroma extracts with a wide range of odorants and can be

itable for GCO, b it provides information about the
composition of volatile fraction that will be perceived by the
consumer when smelling wine. Furthermore, with the new
approach of the AEDA presented here, it is possible to establish
a hierarchy on the contribution of each compound to wine
aroma. However, with GCO data themselves, is not possible to
conclude anything about the contribution of the different
constituents to the overall wine aroma. To achieve this, the
application of aroma extract dilution analysis must be followed
by quantitative analysis and calculation of odor activity values
{OAVs). This is the present objective of our studies.
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Analisi de I'aroma mitjancant el nas electronic

Les técniques cromatografiques permeten obtenir un coneixement a fons de la
composicié de 'aroma del vi, tant qualitativament com quantitativa. A més, tal
com s’ha mostrat en el capitol anterior, la utilitzacié del nas huma com a detector
cromatografic permet investigar quins son els compostos responsables de I’aroma i
determinar el complex perfil aromatic del vi. No obstant aixo, tot i els avengos que
hi ha hagut en aquest camp, és dificil encara contrastar els resultats d’una analisi
sensorial amb la informacié obtinguda amb la GCO, ja que aquesta ultima esta
[luny encara de poder interpretar les percepcions que es reben durant la degustacié
i que, en definitiva, son les que es tindran en compte a I'hora d’avaluar la qualitat

del producte.

Es per aquest motiu que l'analisi sensorial és la técnica més utilitzada en la
industria per a 'avaluacié de la qualitat aromatica dels seus productes. Tanmateix,
el disposar d'un conjunt de persones entrenades que tan sols poden analitzar un
nombre limitat de mostres cada dia, suposa un problema per a moltes empreses. A
més, la subjectivitat del tastador a 'hora de determinar les olors i els seus canvis de
sensibilitat a causa de l'edat, de la fatiga, dels refredats, de I'estat emocional, etc.
poden afectar de manera important al resultat de les analisis. Tota aquesta
problematica va ser la causa de que, a comencaments dels anys 80, s’iniciés una
important recerca en el desenvolupament d’un instrument que pogués imitar el
sentit de l'olfacte i que proporcionés, de manera rapida i objectiva, informacié
sensorial de les mostres (similituds i diferéncies entre I’aroma de diferents mostres,
presencia de defectes aromatics, etc.). El resultat d’aquesta recerca, que encara

continua activa avui en dia, son els anomenats “nassos electronics”.

Sén nombroses les empreses de sectors com la cosmetica, la perfumeria, la quimica,
I'automobil, etc. que ja han incorporat nassos electronics per al control de qualitat
dels seus productes i/ o de les materies primeres. Pero, sens dubte, la indudstria que

ofereix un major potencial en l'aplicacié d’aquest instrument és 1’agroalimentaria.
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En aquesta, a part del control de la qualitat de les materies primeres i dels
productes acabats, el nas electronic es pot utilitzar en la monitoritzacié dels
processos de fabricacié (cuinat, fornejat, torrat, fermentacio, etc.), de curacié (en
pernils i embotits) i maduracié (en formatge i vins). També es pot utilitzar per a
determinar l'autenticitat de l'origen d’alguns productes (olis vegetals, vi), per
avaluar l'estat de conservacié (peix, carn, grasses, vegetals crus), el grau de

maduresa (fruita) o la interacci6 entre el producte i el seu embalatge.

Tot i les nombroses aplicacions que s’han dut a terme ja en el camp dels aliments
[1-6], en el moment en queé es va plantejar la present tesi doctoral, a la bibliografia
es van trobar tan sols unes poques aplicacions d’aquesta técnica a l'analisi de vins
[7-9] 1 que, a més, no presentaven uns resultats massa exitosos. Aquest fet era
perque l'elevat contingut d’etanol que conté el vi saturava els sensors de gasos dels
quals esta composat el sistema de detecci6 d’aquests instruments. La recent
aparici6 al mercat d’un nou tipus de nas electronic que es basava en la tecnologia
de l'espectrometria de masses enlloc de la de sensors de gasos, ens va fer pensar en
la possibilitat d’aplicar-lo a I'analisi de vi, ja que I'espectrometria de masses en si
era una tecnica prou consolidada i molt utilitzada com a detector cromatografic en

I’analisi de la seva aroma [10].

En aquest capitol es presenten els resultats de la recerca duta a terme en l'aplicacié
d’un nas electronic basat en l'espectrometria de masses a 1'analisi de vins i
d’aiguardents de canya de sucre. En el cas del vi, la técnica s’ha aplicat a la
diferenciacio i classificacié de vins segons diversos parametres d’interés enologic
com son la varietat, 1'origen i el temps d’envelliment, aixi com també al seguiment i
control dels processos de maduraci6 del raim i vinificacié. Una altra aplicaci6 de
caire diferent ha estat la determinacié rapida del 2,4,6-tricloroanisole, el principal
compost responsable del defecte aromatic conegut com a “gust de suro” que
actualment preocupa molt al sector enologic. En el cas dels aiguardents de canya

de sucre, la técnica s’ha aplicat a la determinacié del temps d’envelliment d’aquest
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producte en boétes de roure, aixi com també s’ha estudiat el seu potencial en
realitzar la mateixa tasca que un panel de tastadors, és a dir, en imitar al sistema

olfactiu huma en 1’analisi sensorial de les mostres.

L’experimentacié realitzada en aquests estudis ha donat lloc a diverses
publicacions en revistes cientifiques, cadascuna de les quals s’inclou a l'apartat

corresponent d’aquest capitol.
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IV.1 EL NAS ELECTRONIC

Definir que és un nas electronic no és una tasca gens facil a causa de la varietat
d’instruments que es poden englobar dins d’aquest terme. L’any 1994, Gardner i
Bartlett [11] van definir-lo com “un instrument dotat d’un conjunt de sensors quimics
amb especificitat parcial i d’un programa quimiometric de reconeixement de models, que és
capag de reconeixer olors individuals o complexes”. La seva finalitat, doncs, no és
conéixer quins compostos quimics integren 1'aroma d’una determinada substancia
i en quines quantitats s’hi troben sind, de manera similar a com actua el sistema
olfactiu huma, obtenir informacié qualitativa que permeti reconeixer 1'aroma i

classificar-la.

Pel fet que el disseny d’aquests instruments es va basar en el funcionament del
sentit de I'olfacte, existeix un paral lelisme entre el nas electronic i el nas huma, el

qual es mostra a la figura IV.1.

NAS ELECTRONIC
Da(‘ies Sistema informatic
Pretractament Reconeixement
Sensors l__.’ de dades de models
Compostos Classificaci6
I‘) i 1> del’aroma
volatils
: : (Resposta)
Y Bulb Cervell
Ceél lules receptores Il; n:;l olfactiu (memoria)

| MULTISENSOR | |

< >

i‘ PROCESSAT DE SENYALS

SISTEMA OLFACTIU HUMA

Figura IV.1. Paral lelisme entre el sistema olfactiu huma i el nas electronic.
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Tal i com s’ha explicat en el capitol II, quan olorem una substancia, les molecules
volatils arriben fins a les fosses nasals on té lloc la seva interaccié amb les cel lules
receptores, les quals tenen especificitats parcialment solapades, és a dir, cada
cel lula receptora és sensible a un ampli ventall de molécules oloroses. Els senyals
produits per aquestes cel lules sén enviats al bulb olfactori i, des d’alli, al cervell
que és el que processa tota la informaci6. Es creu que la sensibilitat de les cel lules
receptores és de 1'ordre de parts per milié i que la seva vida mitjana és d’'uns 22
dies. Pero, el processat neural que té lloc posteriorment al cervell és capag
d’incrementar la sensibilitat, eliminar les derives associades a 1’envelliment o a la
substituci6 de les cellules receptores i permetre la discriminacié entre milers

d’aromes [1, 12].

De manera analoga, en els instruments desenvolupats per tal d’imitar el nas huma,
els compostos volatils presents a 'espai de cap de la mostra interaccionen amb un
sistema de sensors, el qual genera un conjunt de senyals que es pot considerar com
una empremta digital de 'aroma de la substancia analitzada. Quan s’analitzen
diverses mostres, es genera una matriu de dades que es tractada amb tecniques
quimiometriques per tal de buscar similituds i diferencies entre elles segons la seva
composicié volatil i, si s’escau, classificar-les segons el seu origen, puresa,
tractament rebut o qualsevol altra propietat d’interes. Aixi doncs, aquesta técnica, a
diferencia de les tecniques cromatografiques, no proporciona informacié sobre els
compostos que constitueixen I'aroma siné que, de manera similar al sistema
olfactiu huma, proporciona una informacié global del perfil aromatic de la
substancia analitzada que permet la seva comparaci6 amb els de les altres

substancies analitzades.

La majoria dels nassos electronics desenvolupats es basen en la tecnologia dels
sensors de gasos. A finals dels anys 90, pero, es va desenvolupar una nova
generacié de nassos electronics basats en la tecnologia de l'espectrometria de

masses [13]. Tot i les diferencies instrumentals, 1’objectiu d’ambdés tipus de nassos
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electronics és essencialment el mateix: la comparacio i la posterior classificacié de

mostres segons la seva composicié volatil, d'una manera rapida i senzilla.

IV.1.1 L’instrument

Tot i que en el mercat existeixen diferents tipus de nassos electronics, tots ells
consten de tres parts basiques, que sén: un sistema de mostreig, un sistema de
detecci6 i un sistema informatic de tractament de dades capag de convertir en
informaci6 util els senyals originats al detector. La funcié del sistema de mostreig
és extreure els compostos volatils de la mostra i introduir-los al sistema de
detecci6. Normalment, s’utilitzen técniques d’espai de cap ja que els sistemes de
detecci6 estan dissenyats per a que els analits hi entrin en forma gasosa. El sistema
de detecci6 és la part més important d'un nas electronic ja que és la que
proporciona l'empremta digital de I'aroma de la mostra analitzada, ja sigui
mitjangant la interaccié dels compostos amb sensors de gasos, en els instruments
que utilitzen aquesta tecnologia, o mitjancant I'obtencié d’un espectre de masses
global de l'aroma en els instruments basats en l'espectrometria de masses. Per
altim, el sistema de tractament de dades és el que permet, mitjangant técniques
quimiometriques, establir les similituds i diferencies entre 'aroma de diferents
substancies, crear models de classificaci6 per a coneixer propietats d’interes de
mostres futures (origen, maduresa, varietat, puresa, etc.) o, fins i tot utilitzant
técniques de calibratge multivariant, crear models per a la prediccié de variables
continues com pot ser la concentracié d'un analit, el temps d’envelliment d'un vi,

el temps de curat d'un formatge, etc.

A continuaci6 es descriu cadascuna d’aquestes tres parts de qué consta un nas
electronic, detallant les diferents tecniques que es poden utilitzar en cadascuna

d’elles.
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IV.1.1.1 Sistema de mostreig

En principi, qualsevol de les técniques de mostreig de 1'espai de cap descrites en el
capitol II es podria utilitzar per a extreure els compostos volatils. No obstant aixo,
la tecnica de 'espai de cap estatic és, amb diferéncia, la més utilitzada a causa,
principalment, de la seva senzillesa i rapidesa. En aquesta tecnica, les variables que
cal tenir en compte son la temperatura de la mostra, el temps necessari per a queé es
produeixi l'equilibri dels compostos entre 1'espai de cap i la mostra, el volum de
mostra a analitzar, la relacié entre el volum de mostra i el volum d’espai de cap i,

per dltim, el volum d’espai de cap a injectar en el detector.

La baixa sensibilitat que presenta aquesta técnica és, perd, un inconvenient
important en algunes aplicacions. Llavors, cal recérrer a técniques on, a més a més
de l'extracci6, tingui lloc un procés de concentracié dels compostos volatils. La
tecnica de l'espai de cap dinamic és una de les utilitzades com a sistema de
mostreig en algunes aplicacions on es requereix d’una major sensibilitat [14-16].
Cal tenir en compte, pero, que amb 1'ts d’aquesta técnica es veu compromes un
dels requisits que se li exigeix a un nas electronic com és la rapidesa. La
concentracié dels analits a la trampa és un pas més que s'introdueix al metode

d’extracci6 i que, per tant, implica un temps d’analisi més llarg.

Altres técniques amb una gran capacitat de concentracié i que han estat també
utilitzades en algunes aplicacions son la microextraccié en fase solida (SPME) [14,

17-19] i la stir bar sorptive extraction (SBSE) [20].

IV.1.1.2 Sistema de deteccio

Tot i que cadascuna de les tres parts de que consta un nas electronic és important i
del tot indispensable, el sistema de deteccié es podria dir que és la part principal
de l'instrument. De fet, els diferents tipus de nassos electronics existents al mercat

es caracteritzen, principalment, pel sistema de deteccié que els conformen. Com ja
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s’ha comentat, hi ha una divisié6 molt clara entre els instruments que utilitzen
sensors de gasos i els que utilitzen la tecnologia de 1'espectrometria de masses com
a sistema de deteccié. A continuaci6 es descriuen per separat aquests dos tipus

d’instruments emfatitzant els avantatges i inconvenients de cadascun.

Sensors de gasos

Els instruments que utilitzen la tecnologia dels sensors de gasos sén els més
emprats, en gran part perqué van ser els primers en desenvolupar-se. El sistema de
detecci6 d’aquests instruments esta constituit per una bateria de sensors composats
d’un material sensible a gasos i vapors, el qual modifica alguna de les seves
propietats eléctriques, mecaniques o Optiques en estar-hi en contacte. Aquest
material es troba dipositat sobre un transductor que mesura aquest canvi de
propietat i el tradueix a una variacié en alguna magnitud eléctrica, per exemple
tensid o corrent eléctric. Els sensors presenten especificitat parcial, la qual cosa vol
dir que cadascun respon de manera més selectiva a un grup de compostos quimics
perd que, a la vegada, també pot donar resposta a altres compostos. D’aquesta
manera, un nombre no molt gran de sensors (normalment entre 8 i 32) poden
respondre a un ampli ventall d’olors diferents i no cal tenir un sensor especific per

a cada compost quimic, o familia de compostos.

La resposta que s’obté de cada sensor és deguda a tot el conjunt de molecules que
hi hagin interaccionat. El diagrama resultant de les respostes de tots els sensors
(figura IV.2), com ja s’ha dit, es pot interpretar com una empremta digital de

I’aroma de la substancia analitzada.

En general, la resposta dels sensors de gasos es veu influenciada per canvis en les
condicions ambientals de temperatura i humitat, per tant, en el seu us, cal tenir
molta cura en controlar de manera rigorosa aquestes condicions. Convé també que

el volum d’espai de cap de la mostra que s’introdueix a la cambra dels sensors es
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perllongui durant un temps superior al de la resposta dels sensors pero, al mateix
temps, no gaire superior per tal d’evitar enverinaments. El temps de recuperacié
dels sensors després d’analitzar una mostra cal que sigui tan breu com sigui
possible per tal que el temps que calgui esperar per a I'analisi de la segiient mostra

sigui el minim.

Resposta

1 5 10 15 20 25 30
N° sensor

Figura IV.2. Senyals obtinguts amb un detector de sensors de gasos.

Els sensors de gasos presenten problemes de deriva de la linia base i pérdua de
sensibilitat amb el seu s, sobretot en presencia d’elevades concentracions de
compostos volatils majoritaris, com l'aigua o 1’etanol en les begudes alcoholiques,
que en alguns casos, a més, provoquen problemes de saturacié dels sensors. Un
altre inconvenient és el seu temps de vida limitat, que obliga a substituir-los

periodicament, la qual cosa implica calibratges continus de l'instrument.

Les prestacions dels nassos electronics queden fonamentalment condicionades per
les caracteristiques dels sensors que integren l'agrupacid. Per aquesta rad, s’han

desenvolupat diversos tipus de sensors, basats en diferents materials i principis de
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funcionament [1, 2, 5, 6, 21-23]. Mentre que alguns d’ells estan ja ben establerts,

altres estan encara en fase de recerca i desenvolupament.

Els oxids de metalls semiconductors (MOS) i els polimers conductors (CP) sén els
sensors més classics i també els més comunament utilitzats. Els primers treballen a
temperatures elevades (entre 100 i 600 °C) produint-se a la seva superficie la
combusti6 dels vapors detectats. L’alteracié de la concentracié d’oxigen adsorbit a
la superficie del sensor a causa de la reaccié provoca una variacié6 de la seva
conductivitat electrica. Els MOS sén molt sensibles a un ampli ventall de
compostos organics i s6n, potser, els que presenten un millor balang entre deriva,
temps de vida i sensibilitat. No obstant aixo, la seva resposta es veu molt afectada
per la presencia de compostos volatils a la mostra a concentracions elevades, com
per exemple I'etanol en les begudes alcoholiques, el qual satura els sensors. Un
altre problema que presenten en l'analisi d’aliments és que les molecules de pes
molecular elevat fan que la recuperacié de la linia base després d'una analisi sigui
molt lenta. A més, sén molt susceptibles a l'enverinament per compostos que

continguin sofre o per acids febles.

El principi de funcionament dels polimers conductors, els quals treballen a
temperatura ambient, es basa en "adsorci6 reversible de les molecules volatils a la
capa activa polimerica dipositada sobre uns eléctrodes, produint-se un canvi en la
conductivitat eléctrica. Aquests sensors presenten una selectivitat més gran que els
anteriors i també son més resistents a I'enverinament. Tanmateix, la seva resposta
és molt sensible a la humitat, la qual cosa fa dificil el seu s en mostres aquoses o

amb un gran contingut d’aigua.

Un altre tipus de sensors sén les microbalances de cristall de quars (QMB) i els
fonamentats en ones actistiques de superficie (SAW). Aquests es basen també en la
interaccié dels compostos volatils amb polimers perd que, en aquest cas, estan
dipositats sobre dispositius piezoelectrics, de manera que l'adsorcié de les

molécules de I'aroma en la capa polimeérica produeix una variacio en la freqiiencia
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d’oscil lacié del sensor. L’avantatge més clar d’aquests sensors front els descrits
anteriorment és la seva elevada sensibilitat. Mentre que la dels MOS i CP és de
I'ordre de mg/L, la sensibilitat dels QMB i SAW és de l'ordre de pg/L. Per altra
banda, la dependéncia de la seva resposta amb la temperatura i la baixa

reproductibilitat son factors a tenir en compte a I'hora d’utilitzar-los.

Per dltim, un altre tipus sén els sensors quimics de fibra optica. Aquests estan
constituits per una sonda de fibra optica modificada amb polimers que porten
incorporats un colorant fluorescent. Aquest tltim experimenta canvis en la seva
longitud d’ona d’emissié depenent de la polaritat del polimer, la qual es veu
modificada amb la interaccié de les molecules volatils de la mostra. Els sensors
Optics son petits, economics i es poden fabricar amb un ampli ventall de polimers
la qual cosa permet disposar de molts sensors diferents. El seu principal avantatge
és la seva rapidesa de resposta. Mentre que el temps de resposta dels altres tipus
de sensors és de varis minuts, aquests responen en fraccions de segon. Les
limitacions dels sensors de fibra optica sén, pero, que tenen un temps de vida

relativament curt i que requereixen d’instrumentacié molt sofisticada.

Espectrometria de masses

Els nassos electronics que utilitzen un espectrometre de masses (MS) com a sistema
de detecci6 han estat desenvolupats més recentment [13, 24]. En aquest tipus
d’instrument, s’introdueix 1'espai de cap de la mostra dins la font d’ionitzacié del
detector sense separacié previa dels compostos. Cal remarcar que I'MS és el mateix
que s’utilitza com a detector en cromatografia de gasos. La diferéncia esta en que
enlloc d’analitzar individualment els compostos que van eluint de la columna del
cromatograf de gasos, s’analitzen tots al mateix temps. D’aquesta manera el que
s'obté és un espectre de masses que correspon a la fragmentacié de tots els

compostos a la vegada, és a dir, un espectre global de la fracci6 volatil de la mostra.
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Aquest espectre global també es pot interpretar com una empremta digital de

I"aroma de la substancia analitzada.

A la figura IV.3 es mostren els dos tipus de senyals que s’obtenen en 1'analisi d"una
mostra. El primer (IV.3.a) correspon al senyal del detector en funcié del temps
d’analisi, on 'abundancia, en cada temps, és deguda a la suma de tots els ions
(m/z) que s’hi han detectat. El segon grafic (IV.3.b) correspon a l'espectre de
masses global de la mostra, on I'abundancia de cada i6 (m/z) s’obté a partir de la
suma de tots els fragments amb aquella m/z que s’han detectat durant tot el temps
d’analisi, en aquest cas entre 0.5 i 1 minut. Per tant, 'abundancia d’un determinat
i6 no és deguda a un sol compost sind a tots els compostos que hagin donat aquell

i6 en la seva fragmentacio.
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Figura IV.3. Senyals obtinguts amb el detector d'MS en I’analisi d'un vi. (a) Senyal en
funci6 del temps d’analisi; (b) Espectre de masses global.
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Si s’estableix un paral lelisme entre aquests instruments i els que utilitzen sensors
de gasos, cada i6 equivaldria a un sensor. Una diferéncia important, pero, és el
nombre de “sensors” que pot tenir cada instrument. Mentre que els instruments de
sensors de gasos tenen com a maxim al voltant de 30 sensors, el nombre d’ions que
es poden detectar amb un MS és molt superior, en la majoria dels casos se

n’analitzen més de 100.

Una altra caracteristica important d’aquesta nova generacié d’instruments, és que
els ions de I'espectre de masses contenen informacié quimica de la mostra ja que
so6n fragments de les molecules que conformen l'aroma. En alguns casos aquest fet
pot proporcionar informacié sobre el tipus de compostos responsables de les
diferenciacions entre mostres. A més, els resultats es poden comparar directament

amb els resultats obtinguts d'una analisi de la mostra mitjancant GC-MS.

En el cas de que es vulgui obtenir més informacié de l'origen molecular dels
fragments, enlloc d’ionitzar les molécules mitjancant impacte electronic, que és la
manera més usual, es pot fer mitjangant ionitzacié quimica, amb la qual la
fragmentacié és més suau. No obstant aix0, treballant amb impacte electronic
també es pot modificar el voltatge d’ionitzacié per tal d’aconseguir efectes
semblants [25]. En alguns casos, aquestes estratégies, a la vegada, milloren també

els resultats de classificaci6 o predicci6 [26].

La sensibilitat i selectivitat de linstrument es pot augmentar, en aquelles
aplicacions que ho requereixin, treballant en mode SIM (selected ion monitoring).
Aquesta técnica de treball és molt utilitzada en GC-MS i també es pot utilitzar en

aplicacions amb nas electronic [27].

Un fet interessant és que un cromatograf de gasos acoblat a un detector de masses
(HS-GC-MS), que és un instrument usual en els laboratoris d’analisi, es pot
utilitzar com a nas electronic si, enlloc d’utilitzar una columna analitica, s’utilitza
una columna buida, sense fase estacionaria, de manera que els analits no quedin

retinguts i entrin tots de manera rapida i simultania al detector. Una altra
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possibilitat és utilitzar una columna analitica, amb fase estacionaria, i aplicar unes
condicions de flux i temperatura que no permetin la separaci6é dels compostos, o
que aquesta sigui la minima possible i que, amb pocs minuts, es transfereixin tots
al sistema de detecci6. D’aquesta manera s’obté un instrument més versatil, ja que
tan sols variant les condicions cromatografiques 1'instrument es pot utilitzar com a

HS-GC-MS o com a nas electronic (HS-MS).

Tot i que I'MS és una técnica molt consolidada, hi ha alguns aspectes encara que
cal millorar quan aquesta s’utilitza com a sistema de deteccié d"un nas electronic.
Un d’ells, i segurament el més important, és la inestabilitat del senyal amb el
temps. Aquest problema provoca que el senyal d’'una mostra analitzada al cap
d'un temps, varii de manera significativa respecte l'original, és a dir, que una
mateixa mostra doni un perfil aromatic diferent quan aquesta és analitzada al cap
d’un temps que, en alguns casos, pot ser relativament curt. Les causes d’aquesta
inestabilitat del senyal poden ser diverses. Per exemple, que es vagi embrutant la
font d’ionitzaci6, que el buit no sigui estable, que el multiplicador d’ions vagi

perdent eficacia o que s’hagi canviat algun filament.

Una de les estrategies que s’ha desenvolupat per solucionar aquest problema és
I'estandarditzacié interna [18]. Aquesta consisteix en addicionar a la mostra un
patré intern i, en el tractament de les dades, dividir I'abundancia de tots els ions de
la mostra per 1’'abundancia d’un dels ions del patré intern. El requeriment que ha
de complir un compost per a poder utilitzar-lo com a patr6 intern és que el seu
espectre no interfereixi en el perfil de la mostra. En el cas de mostres solides, on
I'addici6 d'un patré intern, en la majoria dels casos, no és gens facil, s’ha
desenvolupat una técnica a la qual se 'anomena addicions estandard de gas [28].
Aquesta consisteix en introduir de manera continua a la font d’ionitzacié de I'MS
una petita quantitat de xendé, de manera que, en el tractament de les dades,
I'abundancia de cada fragment es normalitza respecte I'abundancia del xené

mesurat durant I’analisi.
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Tant l'estandarditzacié interna com l'addicié estandard de gas sén técniques
valides quan la inestabilitat del senyal és constant en tots els fragments, és a dir,
quan l'abundancia de tots els ions varia de la mateixa manera. En nombroses
ocasions, perd, aquesta inestabilitat és irregular, de manera que no tots els ions
presenten les mateixes variacions d’abundancia. Fins i tot, I'abundancia d’alguns
pot augmentar amb el temps mentre que la d’altres pot disminuir. En aquest cas,
per a solucionar el problema, cal recérrer a les tecniques de transferéncia de

calibratge [29].

Per a I'aplicacié d’aquestes tecniques cal analitzar cada vegada, juntament amb les
mostres, un conjunt de mostres de referéncia. La transferéncia de calibratge
consisteix en corregir els espectres de les mostres obtinguts al cap d'un temps,
tenint en compte les variacions que han sofert els espectres de les mostres de
referencia. El fet d’haver d’analitzar cada vegada un conjunt de mostres
addicionals no suposa una carrega de feina important per a una tecnica tan rapida i
senzilla com és el nas electronic basat en I'MS. Pero, el que si que suposa realment
un problema, i sobretot en el camp de I'analisi d’aliments, és el poder disposar de
mostres de referéncia adequades i que siguin estables en el temps, tant des d'un

punt de vista fisic com quimic.

Com a conclusi6 de la discussi6 presentada en aquest apartat sobre els dos tipus de
sistemes de deteccié que s’utilitzen en els nassos electronics, els instruments basats
en I'MS ofereixen prestacions superiors tot i que a canvi d'un major cost economic.
A més, presenten menys problemes de deriva i de pérdua de sensibilitat, i la
resposta en general és més rapida. La interferéncia que produeixen en molts casos
els compostos volatils majoritaris en els sensors de gasos és facil d’eliminar quan
s’utilitza un detector d’'MS ja que aquest pot discriminar els senyals que provenen
d’aquests compostos interferents. Per exemple, en el cas de les begudes
alcoholiques es pot eliminar la interferéncia de I'etanol no analitzant els ions amb

una relacié m/z inferior a 46, que és el pes molecular d’aquest alcohol. Per altra
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banda, en els casos en que es necessiti un instrument portatil, per exemple, per a
fer mesures in-situ, els instruments d'MS no poden competir encara amb els de

sensors de £asos.

IV.1.1.3 Sistema de tractament de dades

L’altima part, perd no per aixd menys important, d'un nas electronic és el sistema
de tractament de les dades. La quantitat d"informacié obtinguda amb el sistema de
detecci6 és molt gran ja que cada mostra estd definida en un espai
multidimensional, amb tantes dimensions (variables) com sensors tingui
I'instrument. En el cas dels instruments basats en I'MS el nombre de dimensions

correspon al nombre d’ions analitzats pel detector.

Un parametre important a considerar quan es treballa amb un nas electronic és el
nombre de mostres a analitzar. Cal disposar d’'un nombre representatiu de mostres
de cadascuna de les propietats que es volen estudiar. Per exemple, si es volen
diferenciar mostres segons el seu origen cal analitzar un conjunt de mostres
representatives de cada origen. Cal tenir en compte que en el cas dels aliments
existeix una variabilitat natural i, en molts casos, també tecnologica de les mostres.
Es a dir, dues mostres de les mateixes caracteristiques poden tenir perfils aromatics
diferents, la qual cosa implica analitzar un nombre important de mostres per a

poder contemplar aquesta variabilitat.

Aixi doncs, quan s’analitza tot el conjunt de mostres, es genera una matriu de
dades com la que es mostra a la figura IV .4, on les files corresponen a les mostres i
les columnes a les variables, que poden ser entre 4 i 32 en els instruments que
utilitzen sensors de gasos, perd més de 100 en els que utilitzen I"espectrometria de
masses. Per a poder manipular i treure informacié ttil d’aquest gran conjunt de

dades cal recorrer a les tecniques quimiometriques [30-34].

215



Capitol IV

j=1 variables j=m

X

mostres

i=n

Figura IV.4. Matriu de dades generada en
I’analisi d"un conjunt de mostres.

Técniques de pretractament de dades

El primer pas en l'analisi de les dades consisteix en el pretractament matematic
dels senyals generats pels sensors o pel MS, amb la finalitat d’eliminar o reduir
fonts de variabilitat en el senyal que no estan relacionades amb la propietat
d’interes. Existeixen diferents tipus de pretractaments, com s6n la normalitzaci6, el
suavitzat, la correccié de la linia base o el centrat de variables, que s’escolliran en
funci6 del tipus de dades o del comportament que s’hagi observat en elles [35]. En
aquesta tesi, els pretractaments que s’han realitzat a les dades obtingudes
analitzant les mostres amb el nas electronic han estat la normalitzaci6 a 100,

excepte en aplicacions quantitatives, i el centrat de variables.

La normalitzacié consisteix en posar totes les mostres en una mateixa escala,
dividint cada variable per una constant, per tal d’eliminar variacions sistematiques
que, normalment, estan associades a la quantitat total de mostra que s’ha analitzat.
En el cas d’aplicacions quantitatives, per exemple el calibratge de la concentraci6
d’un analit, no és recomanable normalitzar ja que es podria perdre informacié
important sobre la concentracié, en cada mostra, de l'analit en qiiesti6. En la

normalitzacié a 100 es divideix, per a cada mostra, el valor de cada variable per un
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factor (fi), que es calcula com l'arrel quadrada del sumatori dels valors de totes les

variables al quadrat, i el resultat es multiplica per 100.

Pel que fa al centrat de variables, aquest generalment es duu a terme perquée les
relacions que existeixen entre les mostres es visualitzen millor quan es situa
I'origen de la representacié al centre del conjunt de dades. A més, s’accentuen
també les diferéncies dels senyals entre mostres ja que s’elimina la tendencia
comuna. El centrat de cada variable consisteix en restar el seu valor mitja a totes les

mostres.

Tecniques de reconeixement de models no supervisades

Una vegada pretractades les dades, el segiient pas és la seva exploracié. El fet de
que cada mostra estigui definida en un espai de més de tres dimensions
(multidimensional), fa que sigui impossible la seva visualitzaci6 en tot el conjunt
de variables. Les tecniques d’analisi exploratoria el que fan és, d’alguna manera,
reduir la complexitat del conjunt de dades per tal de poder visualitzar de forma
grafica les agrupacions naturals i les tendéncies de les mostres en relacié amb les
variables que s’estan estudiant (la resposta dels sensors o 'abundancia dels ions),

aixi com també poder detectar mostres discrepants o outliers.

S’anomenen técniques de reconeixement de models no supervisades perqué no
s’utilitza la informaci6 sobre la pertinenca de les mostres a una determinada classe.
Les classes, o categories, fan referéncia als diferents valors de la propietat que es

vol estudiar. Per exemple, en un estudi de diferenciacié d’olis segons la materia
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primera a partir de la qual s’han elaborat, les classes serien les diferents materies

primeres de les mostres (oliva, palma, gira-sol, etc.).

Les tecniques no supervisades més utilitzades sén 'analisi d’agrupacions (HCA,
Hierarchical Cluster Analysis) i I'analisi de components principals (PCA, Principal

Component Analysis).

L’analisi d’agrupacions examina les distancies que existeixen entre els objectes
(mostres o variables). La informaci6é es representa amb un dendograma on els
objectes s’agrupen de forma jerarquica segons la seva distancia. A causa de que els
valors de distancia varien amb el tipus de mesura, aquests es transformen en

valors de similitud mitjangant la segiient equacio:

dab

Sab =1-

max
On Sup i dab s6n la similitud i la distancia entre els punts a i b respectivament, i dmax
és la distancia entre els punts més allunyats de tot el conjunt. D’aquesta manera les
similituds queden acotades entre 0 i 1. Existeixen diferents tipus de distancies, pero
normalment es considera I'euclidiana, que entre dues mostres, a i b, es calcula de la

segilient manera:

El dendograma es construeix unint els punts un a un, comengant pels dos més
proxims, els quals constitueixen el primer grup. El segiient pas consisteix en
substituir aquest grup per un punt que el representi, per exemple, el punt mig del
segment que uneix els dos punts. Perd aquesta no és I'nica manera, ja que per a
I'elecci6 d’aquest representant del grup existeixen diversos criteris. No obstant
aixo, si la matriu de dades mostra tendéncies ben definides, les conclusions de

'estudi seran les mateixes independentment del criteri escollit. La construccié del
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dendograma finalitza quan tots els punts s’han unit fins arribar a un tronc comd.
D’aquesta manera l'aspecte que presenta aquest grafic és el d'un arbre que es
bifurca des d'un tronc comad fins a tantes rames o objectes com es vulguin agrupar.
Com més curta és la rama que uneix dos objectes, o dos grups d’objectes, més gran
és la similitud entre ells. A la figura IV.5 es mostra un exemple de dendograma
obtingut en un test triangular de vins realitzat amb un nas electronic basat en
I'espectrometria de masses. Aquest test s’acostuma a fer en analisi sensorial i
consisteix en distingir entre tres copes (dues d’elles amb el mateix vi), quina conté
el vi diferent. En I'exemple que es mostra, es van analitzar diverses répliques d'un
vi de la varietat Chardonnay (mostres A i B) i d'un altre de la varietat Macabeu
(mostra C) [36]. El grafic mostra que les mostres A i B sén del tot diferents de les C

ja que la similitud entre les dues agrupacions és zero.

Similitud
1.0 08 06 04 02 00

Chardonnay (B)

Chardonnay (A)

Chardonnay (A)

Chardonnay (B)

Chardonnay (A)

Chardonnay (B)

Macabeu (C)

Macabeu (C)

Macabeu (C)

Figura IV.5. Exemple d'un analisi d’agrupacions en un analisi de vins amb
el nas electronic [36].

En l'analisi de components principals (PCA) es duu a terme una reduccié de les

variables de manera que la informaci6 rellevant que conté la matriu
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multidimensional pot quedar reflectida en unes poques variables, que s6n
combinaci6 lineal de les variables originals, i que es coneixen com a components
principals o factors. D’aquesta manera, amb la representacié de les mostres en
funcié dels 2 o 3 primers components principals, es poden visualitzar graficament
les agrupacions naturals que existeixen entre elles. Els components principals
s’ordenen segons el tant per cent de variabilitat que expliquen. Aixi doncs, el
primer component principal és sempre el que explica la maxima variabilitat de les
dades, és a dir, és el que conté més informacié sobre les similituds i diferencies que
existeixen entre les mostres. El segiient és el segon component principal i aixi

successivament.

La figura IV.6 mostra la representacié de les mostres de I'exemple anterior sobre
els dos primers components principals del PCA realitzat a les dades. Tal i com es
pot observar, les mostres de Chardonnay i les mostres de Macabeu s’agrupen entre
elles. El primer component principal, que explica un 96.6% de la variabilitat total
de les mostres, diferencia clarament els dos vins. Aquest grafic on es representen

les mostres sobre els components principals s’anomena grafic d’scores.
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F1 (96.6% var.)

Figura IV.6. Grafic d’scores del PCA realitzat a un test triangular de vins. A i
B: Chardonnay; C: Macabeu [36].
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Si enlloc de les mostres es representen les variables originals (grafic de loadings), es

pot obtenir informacié de les correlacions que existeixen entre elles i també del seu

poder discriminant sobre les mostres. La figura IV.7 mostra el grafic de loadings

corresponent al mateix exemple de diferenciacié de vins. Les variables que estan

més separades del nucli que formen la majoria de les variables, el qual esta situat al

voltant del punt (0, 0) de l'eix de coordenades definit pels dos components

prinicipals, s6n les que tenen una contribucié més gran a aquests dos components

principals i, per tant, les que més influeixen a les diferenciacions entre mostres. En

aquest cas s’observa que els ions 88 i 55 son les variables que més contribueixen al

primer component principal, que és el que diferencia els dos vins.

F2 (1.9% var.)

0.4+

0.2

88

101

60

'55

02

0.4
F1(96.6% var.)

Figura IV.7. Grafic de loadings del PCA realitzat a un test triangular de vins

[36].
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Técniques de reconeixement de models supervisades

En molts casos, l'aplicaci6 de les técniques de reconeixement de models no
supervisades és un pas previ a l'analisi classificatoria. En aquesta, es construeixen
models estadistics amb 1'objectiu de classificar mostres futures. E1 SIMCA (Soft
Independent Modeling of Class Analogy), el KNN (K-Nearest Neighbors) i 1'analisi
discriminant (LDA, Linear Discriminant Analysis) son les técniques de classificacié
més utilitzades. Aquestes tecniques es diu que sén supervisades ja que en la
construccié dels models s'utilitza informacié sobre la classe o categoria a la qual
pertany cada mostra, és a dir, el valor de la propietat a estudiar (l'origen, la

varietat, 'edat, etc.).

Aixi doncs, per a construir el model cal disposar d'un conjunt de mostres de les
quals en coneguem el valor de la propietat a estudiar. Aquest conjunt de mostres
constitueix el conjunt d’entrenament amb el qual es construira el model de

classificacio.

Una vegada construit el model matematic, cal validar-lo determinant la seva
habilitat de classificacié i la seva estabilitat o robustesa. Per a dur a terme la
validaci6 cal disposar d"un segon conjunt de mostres (conjunt de validacié) que no
hagin estat utilitzades per a la construccié del model i de les quals també se’'n
conegui la classe a la qual pertanyen. L’habilitat de classificacié del model sera el
percentatge de mostres del conjunt de validacié que hagin estat classificades
correctament pel model. Per altra banda, un model és estable si l'eliminacié
d’algunes mostres del conjunt d’entrenament, o la seva substitucio per altres, no fa
variar la seva habilitat de classificaci6. Els models que es construeixen amb un

nombre insuficient de mostres tendeixen a ser inestables.

El SIMCA és la tecnica de classificacié que s’ha utilitzat en aquesta tesi. D'una
manera molt simplificada, es pot dir que consisteix en la construccié d'un model
de components principals per a cada classe predefinida i l'establiment d’un

interval de confianca al voltant d’aquest model. Després, en la classificacié d'una
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nova mostra es determina en quin dels diferents models s’ajusta millor el vector de
dades (resposta de les diferents variables) obtingut amb 1’analisi de la mostra, aixi
com també es comprova que estigui dins de l'interval de confianga establert en
aquell model. En el cas de que alguna mostra no sigui classificada en cap dels
models, es pot pensar que és un outlier i que no pertany a cap de les classes que
s’han definit. El grafic de la figura IV.8 mostra de manera esquematica i
simplificada com funciona el SIMCA. Amb el conjunt de mostres de cada classe, en
aquest cas son dues classes, es construeix el model de components principals. Per a
coneixer la classe a la qual pertany una mostra nova, aquesta es projecta sobre
cadascun dels models i es compara la seva dispersié en el model amb la dispersié
de la resta de mostres amb les que s’ha construit el model, o dit d'una altra manera,
s’avalua la distancia de la mostra al centre del model. En I'exemple de la figura
IV.8 es pot observar que la mostra desconeguda s’ajusta millor al model de
components principals de la classe 1 que al de la classe 2, per tant aquesta mostra
es classificaria a la classe 1. Aquest grafic en dues dimensions esta molt simplificat
ja que no hi apareix l'interval de confianca de cada model, el qual es representaria

amb una gran esfera que envoltaria el model.

Classe 1
(Model 1)

AN
Classe 2 \\ ?}
(Model 2) -

Figura IV.8. Esquema de la construccié d’un model SIMCA.
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La distancia entre classes és un parametre que proporciona aquesta técnica i que
indica com de separades estan les classes predefinides o, dit d'una altra manera,
com de diferents sén els models construits. Una distancia entre dues classes

superior a 3 indica que aquestes estan estadisticament ben diferenciades [26].

Tecniques de calibratge multivariant

Quan la variable que interessa modelar no és una variable categorica sin6é que és
continua, per exemple la concentracié6 d'un analit, llavors cal recérrer a les
tecniques de calibratge multivariant. La regressi6 per minims quadrats parcials
(PLS, Partial Least Squares) i la regressié per components principals (PCR, Principal

Component Regression), son les més utilitzades.

Pel que fa al procediment a seguir en l'aplicacié d’aquestes técniques, existeix un
clar paral lelisme amb el de les tecniques de classificaci6, el qual es mostra a

I'esquema de la figura IV.9.

Primerament, per a construir el model cal escollir un conjunt de mostres de
calibratge de les quals coneguem el valor de la variable que volem modelar. Els
valors han d’estar ben distribuits dins del rang que s’hagi establert previament en
el plantejament de 'estudi. Un cop analitzades les mostres amb el nas electronic,
s’aplicara a les dades el métode de regressié escollit per tal de construir el model.
El model es validara avaluant la seva habilitat de prediccié mitjancant un conjunt
de mostres diferents a les utilitzades per a construir-lo i de les quals coneguem
també el valor de la variable que hem modelat. Finalment, el model ja es podra

utilitzar per a la quantificacié de mostres problema.
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Classificaci6 Calibratge
iy} U
Resposta Resposta
categorica continua
iy U

Conjunt Conjunt de
d’entrenament calibratge
i 4
Tecniques: Tecniques:
SIMCA, KNN, PCR, PLS,...
LDA,...
ol U
Model Model de
classificatori regressio
I 4
Conjunt de validacié
U 4
Avaluaci6 habilitat Avaluaci6 habilitat
de classificacio de prediccié
iyl 0
Classificacié mostres Quantificacié
problema mostres problema

Figura IV.9. Esquema del procediment a seguir en les técniques de
classificacié i en les de calibratge.

Els metodes de regressi6 estableixen una relacié, o model, entre una propietat de la
mostra, la qual és una variable dependent, com per exemple la concentracié d’un
analit, i un conjunt de variables independents que sén les respostes dels sensors o
I'abundancia de les relacions m/z. L’'esquema de la figura IV.10 mostra les dues

matrius de dades de que es disposa en un calibratge multivariant: la matriu X que
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conté les variables independents mesurades a les diferents mostres i la matriu Y
que conté les variables dependents. En el cas que la matriu Y contingui més d’una

variable dependent, s’establira un model per a cadascuna d’elles.

=1 j=m k=1 k=1

i= 1=

mostres
mostres

i=n i=n
variables independents variables dependents

Figura IV.10. Matrius de dades en calibratge multivariant.

El primer pas en la construccié del model és escollir les mostres del conjunt de
calibratge. Aquestes han de ser representatives de les futures mostres de prediccié
i han d’incloure suficient variabilitat dels fenomens que facin variar la resposta,
aixi com també de les interferéncies que hi puguin haver, per tal de que el model

sigui robust.

Tant la técnica PCR com la PLS estan basades en la reduccié de variables per tal de
disminuir la complexitat de les dades i extreure’n el maxim d’informacié rellevant.
Per tant, un element a tenir en compte en la construccié del model, és el nombre de
factors que s’utilitzaran. Aquesta eleccié és bastant critica ja que, si no es tenen en
compte totes les fonts de variabilitat significatives que influeixen sobre la resposta,
s’obtenen models “subajustats” que es caracteritzen per dur a terme prediccions
esbiaixades. En el cas oposat, el model té més parametres que els estrictament

necessaris per a representar totes les fonts de variabilitat rellevants correlacionades
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amb la resposta i es diu que el model esta “sobreajustat”. Les prediccions dutes a
terme amb un model sobreajustat tenen variancies excessivament grans pel fet que
el model inclou vectors que aporten informacié redundant, o tan sols soroll, la qual

cosa incrementa l'incertesa de les prediccions.

L’eleccié del nombre de factors es basa en l'estudi de I'evolucié d'un error de
prediccié mitja amb models que inclouen cada vegada més factors. Si es disposa
d’un conjunt independent de mostres (que no s’han utilitzat en el calibratge)
aquest error es pot calcular com l'arrel quadrada de l'error mitja de prediccié
(RMSEP, Root Mean Square Error of Prediction) del conjunt de mostres que no han

participat en el calibratge:

Per cada mostra del conjunt independent, y; és el valor mesurat (conegut) de la
variable dependent, ¥ és el valor predit pel model i n és el nombre de mostres del
conjunt independent. Les unitats de 'RMSEP sén les mateixes que les de la
variable dependent que s’ha modelat i, per tant, pot utilitzar-se de forma

qualitativa com una estimacié de I'exactitud de les prediccions.

Si no es disposa d’un conjunt independent de mostres, I'estimacié de I'error mitja
de predicci6 es pot fer mitjancant el meétode de la validacié creuada o cross-
validation. Aquest consisteix en excloure una, o varies, de les mostres del conjunt de
calibratge en la construccié del model i després predir el seu valor amb el nou
model que s’ha construit sense ella, o elles. Aquest procés es fa de manera iterativa

per totes les mostres del conjunt de calibratge. En aquest cas s’obté un error de
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prediccié similar a 'RMSEP que s’anomena arrel quadrada de l'error mitja de

validaci6 creuada (RMSECV, Root Mean Square Error of Cross-Validation):

RMSECV =

Per cada mostra de validaci6, yi és el valor mesurat de la variable dependent, ¥; és
a“:r

el valor predit pel model construit sense la mostra “i” i n és el nombre de mostres

del conjunt de calibratge que s’han tret en la validacié creuada.

Aixi doncs, la representacié de I'RMSEP o 'RMSECV front el nombre de factors
del model (figura IV.11) permet veure el nombre de factors que ha de tenir el
model per a que l'error de prediccié sigui minim. Normalment s’agafa com a valor

optim el primer minim local o el minim absolut.

0, 184
o
1)
=
~
1.6
1.4
121 Valor optim
1.0 1
2 4 6 8 10
Factors

Figura IV.11. Representaci6é de I'RMSEP front el nombre de factors.
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La preséncia o abséncia d’error sistematic es comprova mitjangant una regressi6
lineal entre els valors mesurats i els predits pel model multivariant. Si no existeix
error sistematic, el resultat d’aquesta regressié hauria de ser una recta de pendent
la unitat i d’ordenada a l'origen zero. Pero, a causa d’errors de tipus aleatoris,
aquests valors poden ser lleugerament diferents a 1 i a 0 respectivament. Llavors,
mitjancant un test estadistic conjunt del pendent i 'ordenada a l'origen, es pot
determinar si els valors trobats d’aquests dos parametres sén significativament

diferents dels esperats (1 i 0), la qual cosa voldria dir que el model esta esbiaixat.

La concordanca existent entre els valors mesurats i els predits pel model es pot
determinar mitjancant el calcul de l'error mitja (RMSEP) descrit anteriorment.
Aquest parametre ens permetra coneéixer 'error que obtindrem en la prediccié de

mostres futures.

L’RMSEP ens aporta informacié sobre I'exactitud dels valors predits pel model, és
a dir, la diferéncia que hi ha entre el valor conegut (mesurat) i el predit. Pel que fa a
la precisi6, aquesta esta relacionada amb la desviacié estandard dels residuals de

predicci6 corregits pel biaix (SEP, Standard Error of Prediction):

3 (v, - 9, ~biaix)?
SEP= 1| =

n-1

On el biaix és:

biaix=
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Per tant, la relaci6é que hi ha entre 'RMSEP i I'SEP és la segtient:
RMSEP? = SEP? + biaix?

L’eleccié del millor model de calibratge dependra de I'equilibri entre la variancia
(SEP?) i el biaix, a través del nombre de factors optim que proporcioni el minim

RMSEP.

Per altra banda, la representacié dels valors predits pel model front els valors
mesurats de les mostres, permet visualitzar facilment la capacitat de prediccié del
model (figura 1V.12). Com ja s’ha dit, en el cas d'un model ideal, els punts
s’haurien d’ajustar a una recta d’ordenada a l'origen zero i pendent la unitat. El
coeficient de correlacié d’aquesta recta (r) també ens donara una idea de l'ajust

dels valors reals amb els predits.

~. Pendent =1 -
=3
: T l'origen =
57 A A
_",_,.,.I 4 | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
12
Val mesurat TCA (ug/L)

Figura IV.12. Representacié dels valors mesurats de les mostres front els
predits pel model en la determinacié de TCA en vins blancs amb un nas
electronic [27].

Un altre element a tenir en compte a 'hora de construir el model, és la preséncia en

el conjunt de calibratge de mostres discrepants o outliers. Aquestes mostres es

poden detectar mitjangant diversos grafics de representacié de les mostres. A mode
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d’exemple, la figura IV.13 mostra dos grafics que poden ser ttils a 'hora de

detectar outliers: el grafic d’scores (a) i el grafic d'influencia (b).

En I'exemple del grafic d’scores que es mostra, es pot observar que una de les
mostres és molt diferent a tota la resta, per tant, es podria pensar que aquesta és
una mostra discrepant o outlier. En els grafics d’influéncia es representa els
residuals de les mostres front el seu leverage, que és la distancia de la mostra al
centre del model. Una mostra amb un residual gran és probable que sigui un
outlier, pero en el cas de que la mostra a més a més tingui un leverage elevat, llavors
és un outlier perill6s ja que és una mostra discrepant amb una gran influéncia en el

model.

o //’ \\‘ Outlier (a)
8 —
4
0 ABTA A
N NAYNA
pPB .
4
10 0 10 20
F1
= Outlier - )
E ( ; /7 Outlier
2 N [ A | perillés (b)
m AN - ’//
AD
A A %% A A . Mostra
A % / A influent
Leverage

Figura IV.13. Exemples de deteccié d’outliers. (a) grafic d’scores; (b)
grafic d’influencia.
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Una vegada trobat el model optim, aquest ja es pot utilitzar per a la prediccié de

mostres desconegudes.

Xarxes neuronals artificials

Totes les tecniques quimiometriques descrites fins ara proporcionen bons resultats
quan la resposta instrumental és lineal. Aquest és el cas dels instruments basats en
'espectrometria de masses. Moltes vegades, pero, la resposta dels sensors de gasos
no és lineal, amb la qual cosa abans d’aplicar aquestes técniques cal transformar les
dades. En alguns casos, una simple transformacié logaritmica pot donar bons
resultats. Una altra opci6 és aplicar técniques no lineals com les xarxes neuronals

artificials (ANN, Artificial Neural Network).

Una xarxa neuronal artificial és un procediment de reconeixement de models que
es basa en el funcionament dels sistemes nerviosos biologics i que és capag de
predir, amb precisio, variables categoriques i també continues [31]. Per a obtenir
resultats, hi ha d’haver un entrenament previ de la xarxa neuronal. La seva
capacitat d’aprenentatge dependra de la manera com s’hagi construit i del metode
que s’hagi escollit per a dur a terme el seu entrenament. En algunes aplicacions,
una xarxa neuronal ben entrenada pot donar millors resultats que els que

s’obtenen amb les altres técniques lineals descrites anteriorment.

IV.1.2 Aplicaci6 a I’analisi de begudes alcoholiques

Com ja s’ha comentat en la introduccié6 d’aquest capitol, quan es va plantejar
aquesta tesi, es van trobar a la bibliografia nombroses aplicacions de nassos
electronics a l'analisi d’aliments perdo, un nombre molt petit a begudes

alcoholiques.
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La principal causa de que aquests instruments hagin estat poc utilitzats en la
diferenciaci6 i classificacié de begudes alcoholiques, és els problemes de saturacié
que causa l'elevat contingut d’etanol en alguns tipus de sensors. Cal tenir en
compte que el desenvolupament d’instruments basats en MS és molt recent i que,

per tant, els instruments més utilitzats sén els que es basen en sensors de gasos.

Per altra banda, el senyal de l'etanol pot emmascarar el senyal dels altres
compostos volatils que sén minoritaris respecte aquest alcohol, amb la qual cosa,
les diferenciacions que s’observen entre les mostres, en molts casos, séon degudes a
les variacions en el contingut d’etanol i no a les variacions dels altres compostos
volatils que son els que tenen a veure amb l'aroma. En un treball dut a terme amb
un nas electronic que combina tres tipus de sensors de gasos (MOS, CP i QMB),
s’ha demostrat que no és possible distingir una soluci6 sintetica amb un contingut
d’etanol del 12% de la mateixa solucié addicionada amb 1 g/L d’acid acetic o 300
mg/L d’acetat d’etil [37]. Cal remarcar que un vi amb unes concentracions tan
elevades d’aquests dos compostos, valors indicatius duna acidesa volatil molt
elevada, és inacceptable. L'elevat contingut d’etanol també provoca que el senyal
dels sensors tardi un temps relativament llarg a recuperar-se després de cada

analisi, la qual cosa incrementa el temps real d’analisi per mostra.

Per tal de solucionar aquests problemes alguns autors han desenvolupat
metodologies en les que s'intenta disminuir el contingut en etanol de la mostra
abans de que aquesta sigui analitzada pel sistema de sensors. Entre elles hi ha
utilitzar una columna cromatografica per tal de separar l'etanol de la resta de
compostos volatils abans de ser introduits al sistema de sensors [38]. Una altra
estrategia utilitzada ha estat l'aplicaci6 de tecniques de pervaporacié que
consisteixen en separar els compostos d'una manera selectiva mitjangant
membranes. L'ts de membranes amb poca afinitat per 1'etanol permet enriquir
I'extracte de manera important amb els compostos de I'aroma respecte I'etanol.

Aquesta tecnica de separacié ha estat utilitzada amb éxit en la monitoritzacié de
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I'evoluci6é de I'aroma durant el procés de fermentacié del most [39]. També s’ha
estudiat la seva aplicacié a la diferenciacié de vins treballant, perd, amb mostres
sintetiques addicionades amb etanol i altres compostos volatils que formen part de

I'aroma del vi [40, 41].

La utilitzacié de técniques d’extraccié com el purga i trampa o I'SPME, enlloc de
'espai de cap estatic que és la més utilitzada, també ha proporcionat bons resultats
en alguns casos [7, 42, 43]. Aquest fet és perque algunes de les trampes que
s'utilitzen en la tecnica del purga i trampa, sobretot les menys polars, i també
algunes de les fibres que s’utilitzen en I'SPME, retenen poc l'etanol. D’aquesta
manera, en l'extracte obtingut amb aquestes técniques, el contingut d’etanol
disminueix respecte el de la mostra original, mentre que el contingut de la resta de

compostos volatils augmenta.

Totes aquestes estrateégies que s’han dut a terme per tal de disminuir la quantitat
d’etanol que arriba al sistema de sensors, han donat bons resultats i han permes
aplicar els nassos electronics basats en sensors de gasos a l'analisi de begudes
alcoholiques amb resultats prou satisfactoris. No obstant aixo, la seva utilitzacié
implica la introduccié d’"un nou pas en el meétode d’analisi que va en detriment de
la rapidesa i la simplicitat de la técnica, dues caracteristiques molt valorades en

aquests instruments.

La taula IV.1 mostra les principals aplicacions que s’han dut a terme amb els
nassos electronics basats en sensors de gasos a 1’analisi de begudes alcoholiques.
En algun d’aquests estudis, pero, no s’ha tingut en compte el contingut d’etanol de
les mostres, amb la qual cosa hi podrien haver errors en la interpretaci6 dels
resultats [8, 9, 44-50]. Per altra banda, el nombre de mostres analitzades en la
majoria dels casos, és molt petit. Com ja s’ha dit, en aquest tipus d’estudis que es
duen a terme amb els nassos electronics, els quals tenen una gran component

estadistica, cal que el nombre de mostres analitzades sigui elevat per tal de poder
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garantir la validesa dels resultats, aixi com també per a poder obtenir models

robustos en el cas d’estudis de classificacié o de calibratge.

Any Mostra N° Tipus d’estudi Extraccié® | Detecci6? | Tractament | Ref.
mostres dadesc
1991 | Whisky 5 Diferenciaci6 de 5| Fluxde QMB ANN [44]
whiskies japonesos vapor
1991 | Vi, cervesa, 8 Diferenciaci6 de 7 DHS MOS PCA,HCA | [7]
aiguardent tipus de  begudes
alcoholiques
1991 | Whisky, 5 Classificaci6 de 4 DHS MOS LDA [7]
cognac whiskies diferents i un
cognac
1992 | Cervesa 3 Diferenciaci6é de | Fluxde MOS ANN [45]
cerveses vapor
1993 | Brandy, 4 Diferenciaci6 de 2 SHS CP PCA [51]
ginebra, brandies, una ginebra i
aiguardent un aiguardent
1995 | Vi 4 Diferenciaci6 de vins SHS MOS PCA [8]
de 4 anyades diferents
1996 | Vi 4 Diferenciaci6 de vins SHS MOS ANN [9]
de 4 vinyes diferents
1998 | Cervesa 4 Diferenciacié de | Fluxde CP PCA, DFA, | [46]
cerveses addicionades | vapor ANN
amb 3 compostos
diferents
2000 | Cervesa 8 Diferenciacio de SHS QMB PCA [38]
cerveses de 8 marques
diferents
2000 | Vi 5 Diferenciaci6 de vins SHS MOS PCA [38]
de 5 varietats diferents
2000 | Vi 3 Diferenciaci6 de vins DHS CP PCA [42]
de 3 origens diferents
2001 | Licor de 30 Diferenciacié de licors SHS CP+QMB PCA [47]
coco de coco de diferents +MOS
origens
2001 | Vi 3 Diferenciaci6 de vins| SPME CP PCA [43]
de 3 origens diferents
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2001 | Vi 2 Diferenciaci6 de 2 vins | SPME CP PCA [43]
negres amb diferent
envelliment

2002 | Vi 10 Monitoritzacié de SHS CP PCA [39]
I'evoluci6 del perfil
aromatic d’'un vi
durant la fermentacio
alcoholica

2004 | Vi 8 Diferenciaci6 de vins SHS MOS PCA, ANN | [48]
adulterats amb
metanol, etanol o altres
vins

2004 | Vi 9 Diferenciaci6 de vins SHS MOS PCA, ANN | [49]
blancs, negres i rosats

2004 | Vi 36 Correlaciéon entre les SHS QMB PCA, PLS | [50]
dades del nas
electronic i diferents
descriptors
determinats en I'analisi
sensorial

Taula IV.1. Principals aplicacions dels nassos electronics basats en els sensors de gasos a l'analisi de
begudes alcoholiques (ordre cronologic).

aDHS: espai de cap dinamic; SHS: espai de cap estatic; SPME: microextraccié en fase solida.

bQMB: microbalances de cristall de quars; MOS: oxids de metalls semiconductors; CP: polimers
conductors.

¢ANN: xarxes neuronals artificials; PCA: analisi de components principals; HCA: analisi d’agrupacions;
LDA: analisi discriminant lineal.

El desenvolupament recent de nassos electronics que es basen en la técnica de I'MS
ha suposat un aveng en l'aplicaci6 d’aquesta técnica a alguns camps on els
instruments basats en sensors de gasos presenten limitacions importants. Un d’ells,
que és el que s’estudia en aquesta tesi, és el de les begudes alcoholiques. La taula
IV.2 mostra les aplicacions que s’han dut a terme amb els nassos electronics basats
en l'espectrometria de masses en el camp de les begudes alcoholiques des de

'aparici6 d’aquests instruments.

Com s’ha esmentat anteriorment, en aquests nous instruments, 'elevat contingut
d’etanol de les mostres no satura el detector. Per altra banda, el problema

d’emmascarament dels compostos de l'aroma causat per compostos volatils
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majoritaris es pot solucionar facilment eliminant del rang d’analisi els ions
resultants de la fragmentacié del compost interferent. Aixi doncs, I’etanol no
suposa cap problema en l'analisi de begudes alcoholiques si els ions que

s’analitzen tenen una relacié m/z superior a 46, que és el pes molecular de I’etanol.

Any | Mostra N°® Tipus d’estudi Extraccié® | Detecci6? | Tractament | Ref.
mostres Q
dades
2002 | Whisky 6 Deteccio SHS, SBSE MS PCA, [20]
d’adulteracions SIMCA,
PCR
2002 | Cervesa 5 Diferenciaci6 de 5 SPME MS PCA [52]
cerveses  alemanyes
diferents
2003 | Vi 18 Determinacié6 de la SHS MS (SIM) PLS [27]
concentracié de TCA
2003 | Vi 4 Diferenciacié6 de vins SHS MS PCA [53]
de dues varietats
diferents
2004 | Vi 209 Diferenciaci6 de vins SHS MS PCA, [54]
de tres varietats SIMCA
diferents
2004 | Vi 25 Diferenciaci6 de vins SHS MS PCA, [54]
de dos origens SIMCA
diferents
2004 | Vi 131 Diferenciacié de vins SHS MS PCA, [54]
amb diferents temps SIMCA

d’envelliment

2005 | Aiguardent 20 Determinacio del SHS MS PLS [55]
temps d’envelliment

2005 | Aiguardent 20 Determinaci6 de la SHS MS PLS [56]
intensitat de diferents
descriptors aromatics
definits en l'analisi
sensorial

Taula IV.2. Principals aplicaciéns dels nassos electronics basats en 1'espectrometria de masses a 1’analisi
de begudes alcoholiques (ordre cronologic).

aDHS: Espai de cap dinamic; SHS: espai de cap estatic; SPME: microextraccio en fase solida; SBSE: stir
bar sorptive extraction.

bMS: espectrometria de masses; SIM: selected ion monitoring .

<PCA: analisi de components principals; SIMCA®: soft independent modeling of class analogy; PLS: regressié
per minims quadrats parcials; PCR: regressi6é per components principals.
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Es per tot aixd que els nassos electronics basats en I’MS tenen un gran potencial en
I'analisi de begudes alcoholiques, el qual s’ha estudiat en la present tesi doctoral

amb 'analisi de vins i d"aiguardents de canya de sucre.

Tot seguit, es presenta l'article de revisi6 bibliografica que porta per titol
“Electronic noses in the quality control of alcoholic beverages”, publicat a la revista
Trends in Analytical Chemistry, 24 (2005) 57-66. En aquest es presenta una visié
general dels diferents instruments desenvolupats, fent un especial émfasi en els
avantatges i inconvenients de cadascun, aixi com també es fa un recull de les
diferents aplicacions que s’han desenvolupat en el camp de les begudes

alcoholiques.
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ELECTRONIC NOSES IN THE QUALITY CONTROL OF ALCOHOLIC
BEVERAGES

Trends in Analytical Chemistry, 24 (2005) 57-66
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Electronic noses in the quality
control of alcoholic beverages

M. Pilar Marti, Ricard Boqué, Olga Busto, Josep Guasch

In the lasl 20 years, there has always been research into electronic noses
with the main aim of achieving an instrument that can differentiate samples
according lo their complete volatile composition, quickly and objectively, so
that quality in industry can be ensured and controlled. The electronic noses
developed so far can be classified into two groups on the basis of their
detection sy ts, which are based on solid state gas
sensors, and new instruments, which are based on mass spectrometry (MS).
In general, MS-based instr have the advantage over the classical
instruments (e.g., in stability, sensitivity and versatility). Furthermore, in the
analysis of alcoholic beverages, the advantages of MS-based instruments are
even more evident because the high ethanol content of the samples interferes
with solid-state gas sensors.

This article presents an overview of electronic nose applications in the
field of alcoholic beverages. We describe the electronic noses that have been
developed and discuss their advantages and disadvant,
@ 2004 Elsevier Lid. All rights reserved.

classical instr

2eS.

Keywords: Alcoholic beverages; Electronic nose; Gas sensors; Mass spectrometry;
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1. Introduction
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Food aroma, in most cases, is composed of
complex mixtures of hundreds of volatile
organic compounds with different sensory
and chemical properties. Subtle dilferences
in the vrelative amounts of these
compounds can often determine the smell
of the product. However, not all the vola-
tile compounds contribute to sample
aroma. The contribution of each
compound depends on its concentration
and its sensory threshold (the minimum
concentration that can be perceived by the
human nose). The ratio between these two
parameters is defined as the odor activity
value (OAV). When the O0AV of a
compound is greater than 1, it will
contribute to food aroma [1].

The human nose is still the most com-
monly used “instrument” in  many
industries for evaluating the quality of
food odor. It is certainly the most appro-
priate because the complexity of most food
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arcmas means that they are very difficult
to characterize with conventional flavor
analysis techniques, such as gas chromato-
graphy (GC) or gas chromatography
olfactometry (GCO) [2]. However, sensory
analysis by a panel of experts is a costly
process for industries because it requires
trained people who can work for only
relatively short periods of time. There are
also other problems, such as the subjec-
tivity of human response to odors and the
variability between individuals. Conse-
quently, there is enormous demand for an
instrument that can overcome the
problems of human sensory panels.

The earliest publications about instru-
ments for odor assessment appeared at the
beginning of the 1980s [3]. The main
purpose of the new research was to
develop an instrument that could mimic
the human sense of smell and provide
rapid sensory information (e.g., differences
and similarities among samples, and
presence of aromatic defects).

Instruments were thus designed on the
basis of how the human olfactory system
operated. When we smell something, we
breathe the volatile compounds into the
nose, where they interact with receptor
proteins in the cell membrane. Then, it is
thought that a chain of molecular events
encodes most of the information about the
quality and concentration of each odorous
compound in the output signals of the
olfactory receptor cells. Finally, this
olfactory information is sent to the brain,
where it is transformed into a unified
sensory experience that is associated with
previous experiences [4]. It is surprising
that the sensitivity of the human nose
does not come from the binding constants
of the receptors in the primary olfactory-
receptor cells. It is the amplification
processes and the subsequent neural

57
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processing (which occurs in the brain) that arve respon-
sible for noise reduction, drift elimination, sensitivity
enhancement by approximately three orders of magni-
tude and discrimination between thousands of odors [5].
Similarly, in the instruments developed., the volatile
compounds interact with an array of gas sensors. Each
gas sensor responds more selectively to a certain group
of chemical compounds but also shows a broad, over-
lapping response to the others (cross-selectivity). In this
way, a small number of gas sensors (usually 8-32) can
respond to a variety of different complex odors and there
is no need to have one specific sensor for each individual
compound. In a subsequent step, the data are processed
with chemometric techniques in order to compare and/
or to classify the samples according to their volatile
composition. This technique does not provide informa-
tion on the amounts of the individual aroma
compounds; rather, it makes a global, qualitative
estimation of the aroma profile. In this respect, it is
similar to human olfactory perception.

“Electronic nose” {e-nose) is the term most commonly
used in the literature to refer to this type of instrument,
although other terms are also used, such as artificial
nose, mechanical nose, odor-sensing system or electronic
olfactometry. Gardner and Bartlett [3] defined the e-nose
as “an instrument, which comprises an array of
electronic chemical sensors with partial specificity and
an appropriate pattern-recognition system, capable of
recognizing simple or complex odors”. Although the
definition was appropriate at that time, nowadays it does
not include all the e-nose systems that are available on
the market. At the end of the 1990s, a new type of
e-nose based on MS was developed [6]. Even though
some researchers do not consider that the MS-based
system is an e-nose [7]. the purpose of this new instru-
ment, like the classical ones, is to differentiate and sub-
sequently to classify samples according to their volatile
composition in a fast, simple way.

This article presents the state of the art of the various
e-noses, with particular reference to the field of food
analysis, and gives an overview of the applications
developed in the quality control (QC) of alcoholic
beverages.

2. Instrumental aspects

The general principle of the e-nose technique is that the
volatile compounds in the headspace of the sample are
introduced into a detection system. Then, for each sample
analyzed, the detector generates a set of signals that
contains the information about the volatile composition
of the sample. This set of signals is like a “fingerprint’” of
the sample analyzed. When several samples are analyzed,
a data matrix is generated that is subsequently treated
with chemometric technigues so that the samples can be
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compared on the basis of their volatile composition, and
classified or discriminated depending on their origin,
variety, purity, ripeness, aging, or any other property of
interest. When these statistical techniques are used, it
should be borne in mind that results will be reliable only if
a significant number of samples of the dilferent categories
of the property of interest are analyzed. However, this is
not a drawback. because e-noses are simple to use and
provide fast responses.

An e-nose is therefore a union of three elements: the
sample handling system; the detection system; and, last
but by no means least, the data analysis system. In this
section, we describe the underlying technigues on which
each of these three elements is based. We also explain
their advantages and disadvantages with particular
reference to the field of food analysis.

2.1. Sample handling

As mentioned above, speed and simplicity are two
important characteristics of e-noses. Sample handling is
therefore a critical step that depends on the technique
chosen to extract the volatile compounds from the
sample. Static headspace (SHS) is the most common
technique (see Tables 1 and 2) because it is very simple
to use. Sample temperature, equilibration time, vial size
and sample quantity are the main parameters that have
to be optimized. Because of the poor repeatability of
manual headspace injection, it is recommended that an
automatic HS sampler be used. In some applications a
vapor-flow svstem [8-10] has been used, and has pro-
vided better control than manual headspace injection of
the operating temperature and the amount of analyte
that is introduced into the detector.

For some applications, the SHS technique has the
drawback of low sensitivity because the volatile com-
pounds are not preconcentrated. To increase the sensi-
tivity, the dynamic headspace (DHS) technigue has been
used in some applications [11-13]. Although DHS
improves the sensitivity of the system, it introduces a
supplementary step in the method, which increases the
time of analysis. Moreover, analytical artifacts (memory
effects, bleeding or irreversible adsorption) are generated
in some cases.

Another extraction technique is solid-phase micro-
extraction (SPME) [11,14-16]. This technique has a
considerable concentration capacity and it is very simple
because, unlike DHS, it does not require especial
equipment [17].

Even though it has been developed only recently, stir
bar sorptive extraction (SBSE) is a promising extraction
technique when very high sensitivity is required [18].

Although, a priori, any sampling headspace technique
can be used as the sample-handling part of an e-nose,
the choice must be made with care and take into
account the type of sample and the method specifications
required.
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2.2, Detection sysiem

In many ways, the detection system is the main part of
an e-nose, so e-noses can be classified into two groups
according to the detection system based on: gas sensors;
and, MS. In this section, these two technologies are
described and their advantages and disadvantages are
discussed.

2.2.1. Gas sensors. As explained above, gas-sensor
e-noses operate on the basis of physical and/or chemical
interactions of the volatile compounds with an array of
solid state gas sensors, each of which has a partial
specificity. Ideally, the sensors should fulfill a number of
requirements, such as broad selectivity, high sensitivity,
robustness, stability, rapid response and rapid recovery
times. Moreover, if they are used in pootly controlled
environments, they will be required to have a low sen-

Table 1. Main applications of e-noses based on gas sensors in alcoholic beverage analysis {chronological order)
Year  Sample Number of Type of study Extraction Detector system”  Data Ref.
samples system” treatment®
1991 Whisky 5 Differentiation of five Vapor-flow QMEB ANMN (8]
Japanese whiskies system
1991 Wine, Beer, 8 Differentiation of seven DHS MOS PCA, HCA [37]
Spirits kind of alcoholic beverages
1991 Whisky, 5 Classification of four DHS5 MOS LDA [37]
Cognac different whiskies and one
cognac
1992 Beer 3 Differentiation of three Vapor-flow MOS ANN 9]
beers system
1993 Brandy, Gin, 4 Differentiation of two SHS P PCA [40]
Spirit brandies, a gin and a spirit
1995 Wine 4 Differentiation of wines of SHS MOS PCA [31]
four different vintages
1996 Wine 4 Differentiation of wines SHS MOS ANMN [32]
coming from four different
vineyards
1998 Beer 4 Differentiation of beer Vapor-flow CP PCA, DFA, [10]
samples spiked with three system ANN
different compounds
2000 Beer i) Differentiation of eight SHS QMB PCA [34]
different beer brands
2000 Wine 5 Differentiation of wines SHS MOS PCA [34]
of five different varieties
2000 Wine 3 Differentiation of wines DHS CP PCA [35]
from three different origing
2001 Cocoa 30 Differentiation of cocoa SHS CP+QMB + PCA [33]
Liguaor liguors from different origin MOS
2001 Wine 3 Difierentiation of wines from  SPME CcP PCA [36]
three different origins
2001 Wine 2 Differentiation of two red SPME CcP PCA [36]
wines of difierent ageing
2002 Wine T Monitoring of the aroma SHS P PCA [38]
profile evolution during the
alecholic fermentation of
one sample
*DHS: Dynamic headspace; SHS: Static headspace; SPME: Solid-phase microextraction.
P QMB: Quartz microbalances; MOS: Metal oxide semiconductors; CP: Conducting polymers,
“ANN: Artificial neural networks; PCA: Principal component analysis; HCA: Hierarchical cluster analysis; LDA: Linear discriminant analysis;
DFA: Discriminant function analysis.

sitivity to environmental variables, such as temperature
and humidity. Although no single technology fulfils all
these requirements at the moment, a range of sensor
technologies has been reported for e-nose applications
[19].

Current gas sensors can also be divided into two main
groups according to the working temperature [20]: high
temperatures (175-450°C); and, room temperatures. Of
the former, metal-oxide semiconductors (MOSs) are
probably the most widely used in e-nose applications.
They display a high level of sensitivity for a range of
organic vapors and provide perhaps the best balance
between drift, lifetime and sensitivity [21].

However, an important disadvantage of MOS devices
is the logarithmic dependence of the sensor response on
the gas concentration. This causes problems in the
presence of high concentrations of detectable species
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Year Sample Number of Type of study
samples
2002 Sugar-cane 13 Calibration of aging
spirits time in oak barrels

2002 Whisky 6 Detection of
adulteration

2002 Beer 5 Differentiation of 5
different German beers

2003 Wine 18 Calibration of TCA
concentration

2003 Wine 4 Difierentiation of
wines of two
different varieties

2004 Wine 209 Difierentiation of
wines of three
different varieties

2004 Wine 25 Differentiation of
wines of two
different origins

2004 Wine 131 Difierentiation of

wines with four
different aging times

ge analysis (cl

logical order)

Extraction Detector Data Ref.
system” system” freatment”

SHE M5 PLS [42]
5Hs, SBSE M5 FCA, SIMCA, [18]

FCR

SPME MS PCA [43]
SHS MS (SIM} FL5 [26]
SHS M5 FCA [44]
SHS MSs FCA, SIMCA [41]
SHS MS PCA, SIMCA [41]
SHS MSs FCA, SIMCA [41]

*DHS: Dynamic headspace; SHS: Static headspace; SPME: Solid-phase microextraction.
' QMB: Quartz microbalances; MOS: Metal oxide semiconductors; CP: Conducting polymers.
SANN: Artificial neural networks; PCA: Principal component analysis; HCA: Hierarchical cluster analysis; LDA: Linear discriminant analysis;

DFA: Discriminant function analysis.

(e.g., ethanol in alcoholic beverages). Other potential
problems have also been reported when MOS devices are
used with foed products (e.g., the baseline recovery is
slow when they are exposed to high molecular weight
compounds or they are susceptible to poisoning by
sulphur-containing species or by weak acids [21]).

Of the sensors that operate al rcom temperature,
conducting polymer (CP) sensors are most commonly
used. Their selectivity is generally better than that of
MOS sensors and they are relatively resistant to
poisoning. But the polymer response is sensitive to
humidity. This is an important drawback when water is
a major component of the sample headspace, because it
can act as a serious interference, even when the condi-
tions are rigorously controlled.

The quartz crystal microbalances (QMBs) and the
surface acoustic wave transducers (SAWs), both of
which are acoustic wave devices, appear to be highly
promising. Their sensitivity is at the pg/l level whereas
the sensitivities of MOS and CP sensors are at the mg/l
level [20]. However, acoustic wave devices, like other
technologies, still have several problems that need to be
addressed (e.g., poor batch-to-batch reproducibility
during manufacture and dependence of the response on
temperature [21]).

Finally, fiber-optic chemical sensors are small, simple
to fabricate, inexpensive and can be made with a wide
range of coatings. [t should be pointed out that their
response is fast. Whereas the response time of other types
of gas sensors is several minutes, the response time of
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fiber-optic chemical sensors is between 100 ms and 3 s.
However, the lifetime of these sensors is limited by
photobleaching processes. Moreover, the optical format
also requires relatively sophisticated instrumentation to
be used [5].

At first, e-noses tended to be based on an array of gas
sensors of the same type, but practical experience has
shown that often this does not produce enough infor-
mation for many real-world problems. Increasingly, the
tendency is to combine different types of gas sensors to
produce hybrid systems. However, this involves more
complex electronics and it is then necessary to normalize
or standardize the different sensor outputs [21].

Despite the considerable number of applications that
appear in focd-analysis literature |[5,20-22], much
development is still required before e-noses based on gas
sensors can reach their full potential.

2.2.2. MS. E-noses based on MS were developed only a
few years ago [6]. This new instrument introduces the
volatile compounds into the ionization chamber of a MS
instrument without prior chromatographic separation
[17.23]. The mass spectrum obtained results from the
simultanecus ionization and [ragmentation of all the
volatile compounds. Each fragment ion (m/z ratio)
represents a “pseudo sensor” and its abundance is
equivalent to the sensor signal. Therefore, the number of
“pseudo sensors” in MS-based e-noses is much larger
than in gas-sensor-based e-noses. Moreover, by selecting
the optimum set of fragment ions (the optimum *‘sensor
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array’), the instrument can be tailored to particular
applications with successful discriminations. The selec-
tion of particular fragment ions may be based on
knowledge of the headspace composition — analytical
chemistry can provide the necessary tools to characterize
the samples — or on the results of mathematical feature
extraction. The sensitivity and the selectivity of the
instrument can be improved using MS in the selected ion
monitoring (SIM) mode.

Another important advantage is that these “pseudo
sensors” contain chemical information about the sam-
ple. So, information about what kinds of compounds are
responsible for the differences between samples can be
obtained from the ion-fragmentation patterns. These
results can then be compared directly with the results
obtained from conventional GC-MS instruments.

Furthermore, more specific information about the
molecular origin of the fragment ions can be provided by
using an interface that permits soft ionization of the
molecules at atmospheric pressure instead of electronic
impact ionization at 70 eV, which is the most common
type of ionization, in association with a time-of-flight
(TOF) analyzer [17]. Results can be similar with chem-
ical ionization because it does not [ragment the analvtes
so much.

In some cases, these strategies improve the classifica-
tion or prediction results [24]. Alternatively, the quality
of spectral fingerprints can be enhanced by modifying
the ionization energy level in an electronic impact con-
figuration. It has been shown that, in general, the total
abundance of the mass fragments and the discriminating
power of the mass spectra increase with the lonization
energy level. However, the energy level that yields the
best signal-to-noise ratios depends on the material
studied [25].

It is interesting that a GC-MS instrument can be used
as an e-nose by simply using an uncoated deactivated
retention gap as a transfer line between the sample-
handling device and the detector instead of the chro-
matographic column. In this way, all the compounds are
introduced into the MS rapidly and simultaneously,
because there is no chromatographic separation.

An e-nose configuration can also be achieved by
applying strong chromatographic conditions (high tem-
perature and high carrier gas flow) to an analytical
capillary column. With this configuration, it is easy to
switch from a GC-MS working as an e-nose to a
conventional GC-MS, simply by changing the tempera-
ture program and the column-gas flow.

Another advantage of using a chromatographic col-
umn is that a minimum separation can be carried out
that might help to uncover minor differences in trace
components that would otherwise be masked by other
constituents with higher concentrations. This strategy
has been shown to improve classification and prediction
results [26].

Trends

Despite the great potential of the MS-based e-noses in
the field of food analysis, there are still some aspects of the
technique that need to be improved. Signal instability is
one of the problems of MS-based e-noses that has not yet
been solved completely. [t causes the mass spectrum of a
sample to change when the same sample is analyzed some
days later. Many factors contribute to signal i
and their origin can be found in the MS itself (e.
fouling of the ion source, vacuum instability, aging of the
ion multiplier, and change of a filament).

Strategies such as internal standardization have been
used to correct signal instability. This involves dividing
the abundance of each fragment ion (mass intensity) by
the intensity of one fragment ion of an internal standard
that has been added to the samples [15]. The problem of
this strategy lies in finding a suitable internal standard,
which must have a [ragmentation pattern that does not
interfere with the sample profile. Furthermore, internal
standardization is very difficult in the case of solid
samples. One way ol correcting mass spectra in solid
samples is the standard gas-addition technique [27],
which introduces a very small quantity of xenon con-
tinuously into the MS source. Then, the abundance of
each mass-fragment ion in the spectrum of the product
analyzed is normalized with respect to the abundance of
xenon measured during the analysis.

Sometimes, sensitivity changes are not constant along
the mass axis and the signal increases differently for some
fragment ions or even decreases for others. In such cases,
internal standardization and standard gas-addition
techniques cannot solve the problem of signal instability
and calibration transfer technigues have to be used.

Calibration transfer is based on the signal variation
observed for a set of rveference samples that must be
analyzed together with the problem samples [28]. Then,
when a new set of samples is analvzed, the mass spec-
trum of each sample is corrected taking into account the
changes in the mass spectra of the reference samples.
This requires an additional set of samples to be analyzed
at regular intervals, which is not a big drawback because
the MS-based e-necse technique is rapid. The main
problem is the management of the reference samples
(selection, physical and chemical stability, and storage),
especially in food analysis.

Another problem of the MS-based instruments is the
difficult of portability, which is a disadvantage in on-line
or in situ applications.

2.3, Data-analysis techniques

The first step in data analysis is to pre-process the signals
generated by the gas sensors or the MS. This process
transforms the data into their most appropriate form and
enhances the features within the data that are useful in
the subsequent steps. The pre-processing steps include
mass-spectra normalization, baseline correction, and
neise reduction or variable weighing. among others
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[29]. Afterwards, pre-processed data are analyzed by
various chemometric techniques, which ave available in
statistical software packages that are usually included in
the instrument.

The chemometric technigues used include un-
supervised and supervised pattern recognition (PR)
technigues. The former reveal natural groupings of the
samples in the data set and also detect outlying samples.
Hierarchical cluster analysis (HCA) and principal
component analysis (PCA) are the most commonly used
unsupervised PR techniques.

Figs. 1 and 2 show the results of applying PCA and
HCA, respectively, to the data we obtained from ana-
lyzing brandies of different ages [rom Jerez using an MS-
based e-nose. In increasing order of age, the brandies are
Solera, Solera Reserva and Solera Gran Reserva. Fig. 1
shows that the brandies cluster according to the aging
time. In HCA, the relationships between samples are
presented in the form of a hierarchical tree (dendogram)
and the length of the branches linking two clusters is
related to their similarity: the shorter the branch, the
greater the similarity between samples or clusters of
samples. Fig. 2 shows that the Solera brandies are
completely different (similarity 0) from the rest of the
samples and that one of the sets of Solera Gran Reserva
brandies is more similar to the Solera Reserva than to
the other Solera Gran Reserva brandies.

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 24, No. 1, 2005

In the supervised PR tecl class bership is
known in advance. The aim of these technigues is to
build a model to discriminate between several predefined
classes or to assign an “unknown” sample to a given
predefined class. Soft independent modeling of class
analogy (SIMCA), K-nearvest neighbors (KNN), linear

discriminant analysis (LDA) or discriminant function

oA
<3 A A
E 5 N\
b &°8
0 10 2
Fl (788 %)

Figure 1. PCA score plot obtained in the analysis of different aged
brandies using an MS-based e-nose. Brandies: Solera (4); Solera
Reserva ((); Solera Gran Reserva (O).

Similarity
0.4 0.2 0.0

(SR}; Solera Gran Reserva (SGR).
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Figure 2. HCA dendogram obtained in the analysis of different aged brandies using an MS-hased e-nose. Brandies: Solera (S); Solera Resenva
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Table 3. Results of the SIMCA model of brandies with difierent
aging times

Classes Interclass distance
SoleraSolera Reserva 34
SolerafSolera Gran Reserva 1.5
Solera Reserva/Solera Gran Reserva 6.0

analysis (DFA) ave the supervised PR techniques that are
most commonly used. Table 3 shows the results obtained
when the SIMCA technique was applied to the data
found for the brandies. The interclass distance of a
SIMCA model is a useful measure of class separation.
Therefore, taking into account that an interclass dis-
tance above 3 indicates a good differentiation between
classes [24], it can be concluded that the SIMCA model is
able to differentiate brandies with different aging times.

Finally, when the purpose of the analysis is to predict
a continuous property (e.g., analyte concentration or
aging time), regression methods are required, such as
partial least squares (PLS) or principal component
regression (PCR).

When the instrumental responses recorded are linear,
as in MS-based e-noses, all the alorementioned statistical
methods give very good results. However, in gas-sensor-
based e-noses, instrumental responses are essentially
nen-linear. In such cases, input data must be trans-
formed into linear responses before applying the
chemometric techniques described above. The use of
artificial neural networks (ANNs) is another alternative
for analyzing e-nose non-linear data [20].

3. MS vs. gas sensors in the analysis of alcoholic
beverages

As shown in the previous section, MS-based e-noses
have several advantages over the classical gas-
sensor-based e-noses. In the analysis of alcoholic bever-
ages, MS-based e-noses have an additional advantage
because ethanol interferes with gas sensors but not with
MSs. This section gives an overview of the applications
developed in the analysis of alcoholic beverages and
discusses the potential of the technigue in this field.

3.1. Gas sensors

Food analysis is probably the field in which the greatest
number of applications using e-noses have been devel-
oped. However, in alcoholic beverage research, few
studies have been made with this type of instrumenta-
tion because of the problems that ethanol causes in gas
sensors. In many cases, the high ethanol content of
alcoholic beverages saturates the gas sensors and masks
the response of the sensor array to other volatile com-
pounds. Consequently, the samples may be differentiated

Trends

on the basis of variations in their ethanol content instead
of variations in the contents of the volatile compounds
that are responsible for the aroma. A hybrid e-nose that
combines three different types of sensors (MOS, CP and
OMB) has been used to show that it is impossible to
distinguish a reference solution with an ethanol content
of 12% from the same solution that also has 1 g/l of
acetic acid or 300 mg/l of ethyl acetate [30]. It is well
known that a wine with these concentrations of acetic
acid and ethyl acetate — indicating high volatile acidity,
surely caused by bad storage of the product — is
unacceptable.

Table 1 shows the main alcoholic beverage applica-
tions using e-noses based on gas sensors. Some studies,
have not taken the ethanol content of the samples into
account [8-10,31-33] and, as mentioned above, this
may distort the interpretation of the results.

Several strategies have been developed to decrease the
ethanol content of the samples and increase the con-
centration of the other volatile compounds before the
analysis with an e-nose. Heberle et al. [34] proposed
using a chromatographic column between the HS sam-
pler and the sensor array to separate the ethanol from
the other volatile compounds. Other strategies have been
to use extraction and concentration techniques, such as
DHS and SPME, instead of the classical SHS [35-37]. It
has been shown that these two technigues decreased the
ethanol and water content of wine extracts and also
increased the concentration of the other volatile
compounds. This can be observed in Fig. 3, which shows
the results of the PCA carried out on the data obtained
from analvzing three different wines, water and an
ethanolic solution (15% v/v) using an e-nose based on
conducting polymer gas sensors [35]. The results shown
in Fig. 3{a) were obtained using the SHS as the sample-
handling technique. It can be observed that the sensors
were capable of distinguishing only the water vapor from
the rest of the samples. However, when the DHS tech-
nique was used (Fig. 3(b)), the separation of the clusters
was enhanced and the different samples could be
discriminated.

A pervaporation technique was used by Pinheiro et al.
[38] to monitor arema production during wine-must
fermentation. In this way, the aroma compounds were
enriched relative to ethanol and, consequently, sample
discrimination was improved. In this selective membrane
separation process, the aroma compounds are concen-
trated in the permeate because the membrane has a
greater aflinity for these compounds than for ethanol and
even less for water [30]. In a wine classification study
using e-noses based on MOS sensors, Fort et al. [39]
applied the same separation technigue to water solutions
spiked with ethanol and other volatile compounds.

Although all these strategies improve the results of
analyzing alcoholic beverages with e-noses based on gas
sensors, the speed and the simplicity, two of the main
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Figure 3. PCA score plot obtained in the analysis of three different
wines {red from Ribera del Duero, red from Rioja, and white from
Albarino, water and an ethanolic solution (15% viv) and using an
e-nose based on CP gas sensors [35]. {a) Sample handling using the

SHS technique. (b} Sample handling using the DHS technique.

advantages of the e-nose systems, are compromised.
Slater et al. [40] avoided the ethanel problem by making
the ethanol concentration the same in all the samples.
However, il this strategy is to be successiully applied, the
ethanol content of each sample must be known.

3.2, MS

The most recently developed MS-based e-noses are
promising instruments for the analysis of alcoholic
beverages because ethanol does not cause saturation
problems in the MS, unlike in gas sensors. However,
the ethanoel fragment ions are much more abundant
than the fragment ions of the other volatile compounds.
As a consequence, when the chemometric analysis is
performed, samples may be dilferentiated by their
ethanol content alone. This problem can easily be
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solved if the fragment ions corresponding to ethanol are
not included in the fragment-ion range selected for the
MS analysis.

Table 2 shows the applications developed using this
new generation of instruments in the field of alcoholic
beverages. An e-nose consisting of an SHS autosampler
and an MS was successfully applied to differentiate and
to classify wines according to various ocenological
parameters [41]. Fig. 4 shows the results of the PCA
carried out on the data obtained from analyzing different
wines. It can be observed that wines cluster according to
their origin. It should be pointed cut that a considerable
number of wines were analyzed during these studies
(Table 2). This was possible because the total run-time
analysis of a sample by an MS-based e-nose is around
5 min. Such a short time makes it possible to analyze the
large number of samples necessary for obtaining reliable
results in the chemometric data analysis.

MsS-based e-noses have also been shown to be suit-
able for making guantitative analyses of alecholic
beverages. A multivariate calibration was carried out to
determine the concentration of 2,4,6-trichloroaniscle
(TCA) in wines [26]. This compound is the main cause
of a wine off-flavor known as “cork taint”. The method
developed made it possible to carry out a fast screening
of the TCA content in wines. The high sensitivity of the
technique when the detector is used in SIM mode en-
abled the concentration to be determined at ultratrace
(sub-pg/l) levels with suitable performance parameters
(calibration and prediction errors of around 0.44 and
0.74 pg/l, respectively). Another quantitative study was
carried out with Cuban sugar-cane spirits to determine
the aging time of the samples in oak barrels [42]. Fig. 5
shows that there was a good fit between the number of
months of aging predicted by the PLS model and the
actual number of months of aging of the samples. The
sugar-cane spirits were also sensorily evaluated by a
panel of trained judges. The correlation between the

0

Fl (93.5 %)

Figure 4. PCA score plot obtained in the analysis of wines from
Priorat {0} and from Terra Alta {TJ) using an MS-based e-nose [41].
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Predicted month

T T T
5 10 15 20
Actual month
Figure 5. Aging time of sugar-cane spirit samples predicted by a
PLS model vs, actual aging time of the samples [42].

sensory data and the MS signal was good and this
made it possible to accurately predict panelists
[42].

Since MS-based e-noses have been developed recently,
few studies on aleoholic beverages have vet been carried
out. However, these studies show that the technique has
considerable potential in this field. The simplicity and the
speed of analyzing complex samples are important
advantages over the classical chromatographic tech-
nigques and also over sensory analysis in quality-control
applications.

s’ scores

3.3. M§ vs. gas sensors

There is no doubt that MS-based systems have consid-
erable advantages over the commonly used gas-sensor
arrays, in terms of adaptability and sensitivity. With
regard to adaptability, when a classical e-nose is
purchased, the number and the type of gas sensors that
have to be incorporated must be specified. taking into
account the possible applications that will be carried out
with the instrument. With the MS pre-configuration, this
is unnecessary and the instrument can be tailored to
particular applications simply by selecting the optimum
set of fragment ions. In fact, as explained above, any
conventional GC-MS can be used as an e-nose device. An
optimal instrument configuration also allows the same
instrument to be used as a rapid screening tool
(e-nose) and also as a research tool for revealing further
chemical information about doubtful samples. Therefore,
an MS-based e-nose can be used to determine not only if
one sample is different from another, but also why it is
different.

Sensitivity often prevents gas-sensor-based e-noses
from being used in the field of alcoholic beverages
because gas sensors are often subject to interferences
from the water and ethanol in the sample, which
reduces the sensitivity to other constituents. Further-
more, the signal of the sensors often takes a long time

Trends

to recover before it can analyze the next sample, which
involves a very long real run-time analysis for each
sample.

Long term stability — which is of major importance in
routine measurements - is, in general, an unresolved
problem in e-nose devices. Gas sensors are known to be
subject to short-term and long-term drift because of
changes (e.g., in relative humidity, and temperature). In
addition, individual sensors have to be replaced period-
ically, which contributes to the instability of the tech-
nigue and involves continually carrying out instrument
calibrations. Even though the problem of signal stability
is less pronounced in MS-based e-noses, it is still impor-
tant in the long term. As has been discussed above,
various strategies (internal standardization, standard gas
addition and calibration transfer) have been developed to
solve this problem. However, considerable research is
still necessary, mainly to model sensitivity changes that
affect each fragment ion in a different way. Calibration
transfer techniques seem to be the most suitable solution
to this problem even though they involve additional
work.

4. Conclusions

There is no doubt about the great potential of the e-nose
technigue in the QC of foods and, particularly, in the QC
of alcoholic beverages. However, because of the inter-
ferences that ethanocl causes in gas sensors, the success
of the results obtained in alcoholic beverages applica-
tions can be very different depending on the type of
instrument used.

Although some strategies have been developed to
solve the ethanol problem in gas-sensor-based e-noses,
they compromise the speed and the simplicity of the
technigue. On the other hand, MS-based e-noses are
promising instruments for the analysis of alcoholic
beverages.

In general, MS-based instruments have clear advan-
tages over gas-sensor-based instruments (e.g. in
stability, sensitivity and versatility). Furthermore, taking
into account that “pseudo sensors” ([ragment ions)
contain chemical information about the sample, the
information that can be obtained with an e-nose
improves substantially with the MS-based devices.
Perhaps the main drawback of the MS-based e-noses is
price because they are much more expensive than
gas-sensor-based instruments, However, the adaptability
and the versatility of MS-based e-noses are also much
more greater and, consequently, the same instrument
can be used for very different applications. In some cases
where on-line use and portability is a reguirement, gas
sensors have clear advantages over the MS-based
instruments.
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A good approach could therefore be to consider
pas-sensor-based e-noses for screening purposes and
MS-based sensors for confirmatory purposes.
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IV.2 ESTUDI DEL POTENCIAL DEL NAS ELECTRONIC EN EL CONTROL DE
QUALITAT DEL VI

Tal com s’ha remarcat en 'apartat anterior, els nassos electronics basats en I'MS
presenten clars avantatges respecte els instruments més classics basats en sensors
de gasos pel que fa a estabilitat, sensibilitat i versatilitat. En el camp de les begudes
alcoholiques, pero, aquests avantatges encara es fan més palesos a causa dels
problemes que causa I’etanol en els sensors de gasos i que, a priori, no succeeixen,

o es poden solucionar facilment, en els instruments basats en 'MS.

Tot i la recent aparicié d’aquesta nova generacié d’instruments, en el camp de
I'analisi dels aliments sén diverses les aplicacions desenvolupades. A Ia
bibliografia es troben treballs en el control de qualitat de formatges [57-60], llet [17,
18], olis [61, 62], sucs de fruita [63], preparats de llet infantil [64], fruita [65],
tomaquets [66] i mel [67]. En el cas de les begudes alcoholiques, una de les
empreses que comercialitza aquest tipus d’instruments, ha publicat recentment
alguns treballs que deixen entreveure el potencial d’aquesta técnica en el control de
qualitat de cervesa [52], vi [53] i whisky [20]. Pero, en cap cas, son treballs rigorosos
des d’un punt de vista analitic, ja que el nombre de mostres que s’hi analitzen és

molt limitat.

Preveient, doncs, el potencial que pot tenir aquesta técnica en 'analisi del vi, en
aquesta tesi s’ha estudiat 1'aplicacié d’un nas electronic constituit per un sistema de
mostreig d’espai de cap estatic i un espectrometre de masses (HS-MS) al control de
qualitat del vi. Amb aquest objectiu, s’han realitzat estudis de diferenciaci6 de vins
segons el seu origen, la varietat del raim, el temps d’envelliment, aixi com també
s’ha fet un seguiment del procés de maduracié del raim i de vinificacié per tal

d’estudiar la utilitat de I'instrument en el control d’aquests processos.

A continuacié es descriuen tots els treballs realitzats i es presenten els resultats

obtinguts en cadascun d’ells. Al final d’aquest apartat s’adjunta l’article publicat al
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Journal of Chromatography A, 1057 (2004) 211-217 i que porta per titol “Application of
a headspace mass spectrometry system to the differentiation and classification of wines
according to their origin, variety and ageing”, en el qual s’hi troben detallades les
condicions experimentals de 1'analisi i s’hi presenten els resultats més rellevants
obtinguts en aquest estudi de l'aplicacié del nas electronic HS-MS al control de

qualitat del vi.

IV.2.1 Materials i métodes
Mostres

La fiabilitat dels resultats obtinguts amb un nas electronic depén, en gran mesura,
del nombre de mostres que s’hagin analitzat i de la seva representativitat. Per tant,
la primera tasca a realitzar per poder dur a terme el treball que s’havia plantejat,
era aconseguir un nombre important de mostres representatives dels diferents
parametres enologics que es volien estudiar. En el cas del vi, aquesta tasca és
complicada perque en les etiquetes dels vins comercials no sempre s’especifiquen
les caracteristiques del vi i la manera com ha estat elaborat. A més, en les que si
que ho especifiquen, moltes vegades no es té la certesa de que el que s’indica a
I'etiqueta sigui del tot cert. Aixi doncs, amb l'objectiu d’aconseguir un nombre
important de mostres fiables, es va contactar amb diferents Consells Reguladors de
Denominacions d’Origen (D.O. Catalunya, D.O. Penedes, D.O. Priorat, D.O. Terra
Alta, D.O. Tarragona, D.O. Conca de Barbera, D.O. Costers de Segre i D.O. Ribera
del Duero), aixi com també es van establir convenis de col laboracié amb diferents
cellers de la Rioja (Granja Nuestra Sefiora de Remelluri, C.V.N.E.) i de la Ribera del
Duero (Dehesa de los Canénigos, Emilio Moro, Real Sitio de Ventosilla, Marqués

de Velilla).

Les mostres es van analitzar amb el nas electronic en ordre aleatori per evitar que

possibles errors sistematics de l'instrument induissin a errors en la interpretacié
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dels resultats. L’analisi de les mostres es va dur a terme per triplicat. Abans, pero,
d’aplicar les teécniques quimiomeétriques, es va fer la mitjana de les dades
obtingudes amb els replicats, obtenint-se per a cada mostra un espectre de masses
que era la mitjana dels tres espectres inicials obtinguts en 1’analisi de les repliques.
No obstant aix0, la primera analisi exploratoria de les dades es feia amb totes les
répliques per tal de poder detectar si, en alguna mostra, 'analisi d’algun dels
triplicats no havia sortit bé. Si es donava el cas, la réplica erronia s’eliminava de la
matriu de dades i es feia la mitjana amb les dues restants. Per altra banda, si es
detectava en l'analisi d’agrupacions i en el PCA que les tres répliques diferien
clarament de la resta de mostres, la qual cosa volia dir que aquella mostra era

discrepant, o outlier, la mostra s’excloia de la matriu de dades.

Un fet que es va observar ja en els primers estudis realitzats amb el nas electronic
HS-MS, era que si es duia a terme una analisi exploratoria amb dades obtingudes
en dies molt diferents, les mostres s’agrupaven segons el dia que havien estat
analitzades. Aquest fet era a causa del problema comentat anteriorment de la
inestabilitat del senyal amb el temps que presenten aquest tipus d’instruments.
Després de detectar aquest problema, en cadascun dels estudis que es van

realitzar, es van analitzar totes les mostres al mateix temps.

Instrumentacio

Les analisis es van dur a terme amb una nas electronic HS-MS composat d'un
sistema de mostreig automatic d’espai de cap estatic (HS) Hewlett-Packard 7694 i
un espectrometre de masses (MS) amb analitzador de quadrupol Hewlett-Packard
5973. En els primers estudis que es van realitzar, hi havia un acoblament directe
del sistema d’espai de cap a l'espectrometre de masses, de manera que els
compostos volatils extrets pel sistema de mostreig eren introduits directament i de

manera simultania a la font d’ionitzacié de I’'MS.
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Aquesta configuracié inicial de l'instrument, pero, es va modificar amb I’objectiu
de disposar d’un instrument més versatil, introduint-hi un cromatograf de gasos
Hewlett-Packard 6890, de manera que la columna cromatografica actuava com a
linia de transferéncia entre el sistema de mostreig i el detector. En aquesta segona
configuraci6, que és amb la que es van fer la majoria de les analisis, 1'espai de cap
de la mostra era injectat a l'injector del cromatograf de gasos on els analits eren
transferits al detector d’"MS mitjangant una columna cromatografica. Cal remarcar
que, en aquest cas, la funcié de la columna cromatografica no era la de separar els
analits, sind que la seva funcié era transferir-los al detector. Aplicant unes
condicions cromatografiques de flux i temperatura elevades, s’aconseguia que
aquesta transferencia es dugués a terme en tan sols cinc minuts. La figura 1V.14
mostra el senyal del detector en funcié del temps que s’obtenia en l'analisi d'un vi
mitjangant 'acoblament directe de I'HS i I'MS (a) i utilitzant una columna

cromatografica per a la transferencia dels analits d I'HS a I'MS (b).

Amb aquesta nova configuracié, malgrat 1'increment del temps d’analisi (d'1 a 5
minuts), I'instrument era molt més versatil ja que, tan sols variant les condicions
cromatografiques de flux i temperatura, es podia utilitzar com a nas electronic (HS-
MS) o com a HS-GC-MS. En els estudis realitzats es va utilitzar una columna
analitica HP-5MS, encara que també es podia utilitzar una columna sense fase
estacionaria, fent que la transferéncia dels analits a I'MS fos més rapida ja que
aquests no quedarien gens retinguts a la columna. No obstant aixo, es va optar per
utilitzar una columna analitica perqué aixi no era necessari canviar la columna
cada vegada que es volia fer una analisi cromatografica. Per altra banda, tal com es
mostra més endavant en un altre dels treballs realitzats (apartat IV.3), en algunes
aplicacions, I'is d'una columna analitica permet dur a terme una minima separaci6
de compostos volatils majoritaris que, algunes vegades, emmascaren la resposta de
compostos que estan a nivells traces i que poden ser de gran importancia en
I'estudi que s’estigui realitzant. D’aquesta manera s’aconsegueix millorar els

resultats de classificaci6 o predicci6.
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Figura IV.14. Senyals obtinguts en funci6 del temps amb el detector d’MS.
(a) acoblament directe HS-MS; (b) transferéncia dels analits del sistema d’"HS a I'MS

mitjancant una columna cromatografica.

Tractament de dades

L’analisi multivariant de les dades es va dur a terme amb el programa informatic

Pirouette 2.6 d'Infometrix. Les tecniques quimiometriques que es van utilitzar per

a dur a terme I'analisi exploratoria de les dades van ser I'analisi de components

principals (PCA) i l'analisi d’agrupacions (HCA). En els casos en qué es van

construir models de classificacié es va utilitzar la técnica SIMCA. Abans d’aplicar

les tecniques esmentades, pero, les dades es van pretractar duent a terme una

normalitzaci6 a 100 dels espectres i un centrat de la matriu de dades.

255



Capitol IV

IV.2.2 Optimitzacio de variables

La primera part de 'estudi va consistir en optimitzar totes les variables que podien
afectar a la resposta. El criteri escollit per a trobar el valor optim de cadascuna, va
ser que els ions amb una relaci6 m/z entre 50 i 200 presentessin la maxima
abundancia. Es va escollir aquest rang d’analisi perque els ions amb una m/z
superior a 200 presentaven una abundancia molt petita que es podia considerar
soroll de fons. Per altra banda, per sota de 50 hi apareixien els ions provinents de la
fragmentaci6 de letanol (PM=46) que, si s’analitzessin, podrien produir
interferéncies importants en l'analisi de les dades a causa de la seva elevada
abundancia respecte la de la resta d’ions provinents de la fragmentacié dels altres
compostos presents a la fraccié volatil. Cal tenir en compte que els vins contenen al
voltant d'un 12% d’etanol i que, per tant, és el component majoritari, i amb

diferéncia, de la fracci6 volatil del vi.

La tecnica d’extracci6 de l'espai de cap estatic és una teécnica senzilla en la que les
variables que cal tenir en compte sén: el temps i la temperatura d’extraccié, la forca
ionica, el volum de mostra, la relacié entre el volum de mostra i el de I'espai de cap
i el volum d’espai de cap que s’analitzara. Exceptuant aquesta tltima, la resta de
variables van ser les que es van optimitzar seguint el criteri d’obtenir la maxima
resposta. Els experiments es van dur a terme amb un vi negre comercial. El volum
d’espai de cap injectat no es va optimitzar ja que aquest parametre venia

determinat pel loop de I’aparell automatic de mostreig, el qual era d'1 mL.

En el cas del temps i la temperatura d’extraccio, pel fet que sén dues variables molt
relacionades entre elles, es van optimitzar les dues a la vegada mitjancant un
disseny factorial de dos factors i a dos nivells amb un punt central. La figura IV.15
mostra el domini experimental assajat amb els punts on es va dur a terme

I’experimentacio.
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Figura IV.15. Disseny experimental dut a terme en la optimitzacié
del temps i la temperatura d’extraccié.

En el punt central (40 minuts a 65 °C) va ser on es va obtenir la maxima resposta.
No obstant aixo, es van assajar punts al seu voltant i es va trobar que la resposta a
60 minuts era millor que a 40 minuts. Per tant, es va escollir 60 minuts a 65 °C com

el punt optim.

Tot i que el temps d’extraccié6 era de 60 minuts, el temps real que tardava
I'instrument per analitzar una mostra era de tan sols 10 minuts. Aixo era possible
gracies a la seqiienciacié que es podia dur a terme amb el sistema automatic de
mostreig de l'espai de cap en l'analisi de les mostres. El forn del sistema de
mostreig tenia capacitat per a 6 vials, per tant, com que el temps d’analisi del
detector era de 5 minuts, de manera seqiiencial, cada 10 minuts s’injectava al
detector una mostra que ja havia estat 60 minuts al forn i, al seu lloc, s'introduia

una altra mostra al forn del sistema de mostreig.

Pel que fa a la forga idnica, es va analitzar la mostra addicionada amb diferents
quantitats de clorur sodic. Els millors resultats es van aconseguir quan la
concentracié de clorur sodic era 2 M. En el cas de l'optimitzacié del volum de
mostra, I'instrument permetia utilitzar vials de 10 i 20 mL de capacitat. La maxima

resposta es va obtenir analitzant 5 mL de mostra en el vial de 10 mL.
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Aixi doncs, en el procés d’extraccié optimitzat, 5 mL de mostra i 0.58 g de clorur
sodic s’introduien en un vial de 10 mL de capacitat que es tancava hermeticament
amb un septum de silicona/PTFE. Per tal de que s’establis l'equilibri dels
compostos volatils entre el vi i 'espai de cap, la mostra es mantenia a 65°C i amb
agitaci6é constant durant 1 hora. Passat aquest temps, s’'introduia, automaticament,
1 mL de l'espai de cap de la mostra a I'injector del GC o directament al detector, en

funcié de la configuracié de I'instrument.

Quan es va introduir el GC a linstrument, es van buscar les condicions
cromatografiques que permetessin la transferéncia dels analits al detector d'MS
amb el menor temps possible. La primera idea fou dur a terme la transferéncia a
unes condicions elevades de flux i temperatura. El flux del gas portador es va fixar
a 1.8 mL/min (el flux maxim que permet el detector d'MS és de 2 mL/min) i la
temperatura del forn del GC a 180 °C. La sorpresa fou, pero, que el senyal que
s'obtenia amb aquestes condicions era molt petit. Es van realitzar diferents
experiments variant el flux i la temperatura, fins que es va trobar que duent a
terme la transferéncia a una temperatura per sota de 80 °C, el senyal es tornava a

recuperar.

Aixi doncs, enlloc d’una isoterma, es va establir una programacié de temperatura
del forn en la que, a l'inici de la transferéncia es mantenia el forn a 70 °C durant 1
minut. Després, s’aplicava una rampa forta de temperatura (70 °C/min) de manera
que, amb poc més d'un minut, s’assolia la temperatura de 180 °C, la qual es
mantenia durant 2.5 minuts. Utilitzant aquesta programacié de temperatura, el

temps total d’analisi era de 5 minuts.

La figura IV.16 mostra el senyal que s’obtenia amb una isoterma a 180 °C (a) i amb
la programacié de temperatura final que es va establir (b). No coneixem la causa
d’aquest fenomen, perd pensem que hi té a veure el fet de que I'etanol sigui el

component majoritari de la fraccié volatil i que, quan aquest és introduit a la
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columna a una temperatura superior a la del seu punt d’ebullici6 (78 °C), causa

aquest efecte.
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Figura IV.16. Senyal del detector en funcié del temps. (a) isoterma a 180 °C;
(b) programacié de temperatura optimitzada.

Abundance

IV.2.3 Aplicacid a la diferenciacié de vins segons diversos parametres

enologics

L’aroma del vi, com ja s’ha explicat en el capitol II, ve determinada per multitud de
factors que fan que sigui gairebé impossible que dos vins facin la mateixa olor. No
obstant aix0, alguns factors, com per exemple la varietat del raim, el seu origen o la

manera com s’ha envellit, poden marcar-la de manera perceptible. Com ja s’ha dit,
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els tastadors experts poden coneixer, mitjangant una analisi sensorial, I'origen d'un
vi o la varietat de raim amb la que ha estat elaborat, entre d’altres parametres.

En els treballs que es presenten en aquest apartat, s’ha estudiat el potencial del nas
electronic HS-MS en diferenciar vins, a partir de la seva composicié volatil, segons

diversos parametres com I'origen, la varietat del raim o el temps d’envelliment.

IV.2.3.1 Diferenciacié de vins segons l'origen

Historicament, quan un producte obtenia prestigi en el mercat, hi havia una
tendeéncia a designar-lo dient el seu lloc d’origen. Aquest fet, perd, donava lloc a
que molt sovint es cometessin fraus en l'atribucié de I'origen d’alguns productes,
entre ells el vi. Avui en dia, les Denominacions d’Origen (D.O.) no nomsés
garanteixen |'origen geografic dels vins que es comercialitzen sota el seu nom, siné
que també garanteixen la seva qualitat i que aquests han estat elaborats a partir
d’unes determinades varietats i amb practiques viticoles i enologiques establertes
previament.

En aquest estudi de diferenciaci6 de vins segons el seu origen, es van analitzar vins
negres de diferents D.O. de Catalunya que van ser subministrats pels mateixos
Consells Reguladors de les D.O. estudiades, amb la qual cosa l'origen i la qualitat
de les mostres estaven garantits.

La figura IV.17 mostra el grafic d’scores de I'analisi de components principals
(PCA) dut a terme amb les dades obtingudes en l'analisi de vins de diferents
origens. A la llegenda de la figura, entre parentesis, s’indica el nombre de mostres
analitzades de cada D.O. En el grafic es representen les mostres sobre els tres
primers factors que, tots junts, expliquen un 85.5% de la seva variabilitat total. Tot i
que no es diferencien clarament grups de vins segons el seu origen, si que
s’observa una certa distribucié de les mostres segons aquest parametre. El grup de
mostres de la D.O. Tarragona, pero, solapen tots els altres grups. Aquest fet podria

ser degut a que aquesta D.O. abasta molt territori i, a més, geograficament és molt
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propera a la D.O. Conca de Barbera, la D.O. Priorat i la D.O. Terra Alta. Cal tenir
en compte que l'any en qué es van recollir aquestes mostres (I’any 2000), la D.O.
Tarragona comprenia encara l'actual D.O. Montsant, la qual limita geograficament

amb la D.O. Priorat i és molt propera a la D.O. Terra Alta.
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Figura IV.17. Grafic d’scores del PCA de vins de la D.O. Terra Alta, D.O. Tarragona,
D.O. Catalunya, D.O. Priorat i D.O. Conca de Barbera.

Al repetir 'analisi exploratoria de les dades, pero, sense les mostres de la D.O.
Tarragona, es podia apreciar més clarament la distribucié de les mostres segons el
seu origen (figura IV.18). En el cas de les mostres de la D.O. Catalunya, els resultats
obtinguts sén forga curiosos ja que aquesta D.O. té la particularitat de que els seus
vins poden provenir de qualsevol zona vitivinicola de Catalunya, la qual cosa vol
dir que poden ser vins elaborats als territoris que comprenen les altres D.O.
estudiades. Per aquest motiu, es podia esperar que les mostres de la D.O.
Catalunya estiguessin molt més disperses en el grafic d’scores, tal com passava amb
les de la D.O. Tarragona.

Un resultat sorprenent és la diferenciacié que s’observa entre els vins de la D.O.
Priorat i els de la D.O. Terra Alta. Cal tenir en compte que aquestes dues zones sén

molt properes geograficament i, a més, els vins estudiats sén els vins tradicionals
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que s’elaboren en totes dues que, majoritariament, sén cupatges de les mateixes

varietats: Garnatxa i Carinyena.
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Figura IV.18. Grafic d’scores del PCA de vins de la D.O. Terra Alta, D.O. Priorat,
D.O. Catalunya i D.O. Conca de Barbera.

En base als resultats obtinguts en aquesta primera analisi exploratoria, es va
centrar I'estudi en la diferenciacié dels vins de la D.O. Priorat i la D.O. Terra Alta.
En el PCA dut a terme amb les dades obtingudes en l'analisi de les mostres
d’aquestes dues zones, es va observar un grup de variables que influien de manera
important en la seva diferenciacié. Aquestes variables eren els ions amb una relacié
m/z de 70, 73, 88, 101 i 115. La representaci6 lineal de 1'espectre global de totes les
mostres és un dels grafics on es podia observar la influéncia d’aquests ions en la
diferenciacié de les mostres, el qual es mostra a la figura IV.19. En aquesta es
representa l'espectre de masses global de cada mostra mitjancant una linia
continua que fa que tingui un aspecte semblant al d'un cromatograma. D’aquesta
manera, al superposar els espectres de les mostres, es poden observar graficament
les diferencies de resposta de cada i6 en les diferents mostres, la qual cosa no seria

possible si es superposessin els espectres de masses convencionals de diagrames de
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barres. La resposta que s’indica en aquest grafic sén els valors obtinguts després de

dur a terme els pretractaments corresponents a les dades d’abundancia originals.

% — D.O. Terra Alta (n=11)
& — D.O. Priorat (n=12)
& 60
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40]
20]
0 T T
149 199
Variables (m/z)

Figura IV.19. Representaci6 lineal de I'espectre global de totes les mostres.

Trobats els ions que més influien en la diferenciacié de les mostres, el segtient pas
va ser fer un nou PCA pero utilitzant com a variables independents tan sols els
ions diferenciadors enlloc de tot el rang 50-200 m/z. La figura IV.20 mostra el
grafic d’scores d’aquest nou PCA en el que els dos primers components principals
aconsegueixen explicar el 97.7% de la variabilitat total de les dades. Tal i com es
pot observar en el grafic, els vins de les dues D.O. es diferencien clarament.

També es va aplicar a la matriu de dades la técnica SIMCA per tal de construir
models de classificacié dels vins d’aquestes dues zones. Tot i que no es disposava
d’un altre conjunt de mostres per tal de validar els models, el valor obtingut de la

distancia entre classes, és a dir, la distancia entre el model del Priorat i el de la
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Terra Alta, va ser 14.5. Aquest valor era indicatiu de que els dos grups de vins eren

significativament diferents.
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Figura IV.20. Grafic d’scores del PCA de vins de la D.O. Priorat i D.O. Terra Alta.

Els resultats obtinguts en aquest estudi sén molt prometedors ja que mostren el
potencial del nas electronic HS-MS en diferenciar vins segons el seu origen, fins i
tot quan sén vins de zones properes geograficament com és el cas dels vins del
Priorat i la Terra Alta. Per tant, aquest instrument podria ser una eina util, per
exemple, per als Consells Reguladors de les Denominacions d’Origen en la
deteccié de fraus. La construccié de models robustos, és a dir amb un nombre
important de mostres representatives de les zones d’interées, permetria detectar si

algun dels vins ha estat importat d’altres zones vitivinicoles.

IV.2.3.2 Diferenciacié de vins segons la varietat del raim

La varietat del raim és un altre factor que pot afectar a la composicié aromatica del
vi. En algunes varietats, les olors que aporten alguns compostos provinents del
raim és el que doéna el toc distintiu als seus vins. Un exemple molt clar sén els vins

de Moscatell, en els que la seva olor afruitada caracteristica, deguda als compostos
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terpenics, permet que tastadors no experts puguin distingir-los facilment d’altres
vins. Pero, la gran majoria de varietats, conegudes com a varietats neutres, no
tenen una influéncia tan gran en 'aroma dels seus vins. No obstant aixo, alguns
tastadors experts son capagos d’identificar la varietat d’alguns d’aquests vins per la

seva aroma.

En aquest estudi de diferenciacié de vins segons la varietat del raim, es van
analitzar vins monovarietals blancs i negres de diferents zones vitivinicoles de
Catalunya. Les varietats a estudiar es van escollir en funcié de la disponibilitat de
mostres. Aixi doncs, els vins blancs analitzats van ser de les varietats Chardonnay,
Xarel 1o i Macabeu, i els negres van ser de les varietats Cabernet sauvignon, Merlot
i Ull de llebre. Els estudis de diferenciacié de vins segons la varietat es van repetir
durant tres collites consecutives (1999-2001) amb les mostres recollides en

cadascuna d’elles.

La figura IV.21 mostra el grafic d’scores del PCA dut a terme amb les dades de
I'analisi de vins blancs monovarietals de la collita de 1999. En aquest es pot
observar que les mostres de Chardonnay es diferencien clarament de la resta. Les
mostres de Xarel 1o i Macabeu, pero, tot i que no estan completament mesclades en
un mateix grup, no es pot dir que el nas electronic les pugui diferenciar. Caldria
disposar d’'un nombre més gran de vins d’aquestes dues varietats per a poder

treure’n conclusions.

El mateix estudi es va repetir al cap d’un any amb mostres de les mateixes varietats
pero de la segiient anyada. En aquest cas es disposava d’un nombre més gran de
vins de la varietat Xarel 1o, pero, de tan sols tres de la varietat Macabeu. La figura
IV.22 mostra la representacié de les mostres sobre els dos primers components
principals del PCA realitzat a aquest segon grup de mostres. Tal i com es pot
observar, els resultats obtinguts foren similars als de 1’any anterior. Les mostres de
Chardonnay es diferencien de la resta, tot i que no tan clarament com en I'estudi

anterior, mentre que les de les altres dues varietats continuen sense diferenciar-se.
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Figura IV.21. Grafic d’scores del PCA de vins blancs de les varietats Macabeu, Xarel 1o i
Chardonnay de la collita de 1999.
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Figura IV.22. Grafic d’scores del PCA de vins blancs de les varietats Macabeu, Xarel lo i
Chardonnay de la collita de 2000.
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Amb I'objectiu d’obtenir una millor diferenciacié dels vins de Chardonnay dels de
Xarel 1o, que eren dels que disposavem d’un nombre significatiu de mostres, es va
buscar quines eren les variables que tenien una major influéncia en la seva
diferenciacié. Mitjancant el grafic de la representaci6 lineal de I'espectre global de
totes les mostres, es va trobar que els ions amb una relacié m/z de 56, 57, 61, 64, 85,
86 1 87 eren els que presentaven majors diferéncies en la seva abundancia segons la
varietat del raim amb que s’havia elaborat el vi. La figura IV.23 mostra el grafic
d’scores del PCA realitzat amb les variables seleccionades. El primer component
principal, el qual tot sol explica un 91.8% de la variabilitat total de les mostres,

diferencia clarament els vins de Xarel lo dels de Chardonnay.
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Figura IV.23. Grafic d’scores del PCA, realitzat amb una selecci6 de les variables, de vins blancs
de les varietats Xarel o i Chardonnay de la collita de 2000.

Aquest estudi de diferenciacié de vins monovarietals, es va realitzar també amb
vins negres de les varietats Cabernet sauvignon, Merlot i Ull de llebre. En el primer
any que es va fer I'estudi, 'analisi exploratoria de les dades mostrava una lleugera
diferenciacié dels vins segons la varietat. Procedint de la mateixa manera que en

els estudis anteriors, es va trobar que realitzant el PCA amb el grup de variables
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que més influien en la diferenciaci6 (51-53, 57, 58, 67, 73-75, 77 i 108 m/z), els
resultats milloraven de manera considerable. Tot i aix0, continuava havent-hi un
solapament important dels vins d’Ull de llebre amb els de les altres dues varietats,

el qual es pot observar en el grafic d’scores que mostra la figura IV.24.
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Figura IV.24. Grafic d’scores del PCA, realitzat amb una selecci6 de les variables, de vins
negres de les varietats Merlot, Cabernet sauvignon i Ull de llebre de la collita de 1999.

Per altra banda, els resultats del PCA dut a terme tan sols amb les mostres de
Cabernet sauvignon i Merlot, mostraven una clara diferenciacié dels vins
d’aquestes dues varietats. La figura IV.25 mostra la representacié de les mostres
(grafic d’scores) i la de les variables (grafic de loadings) sobre els dos primers
components principals que, entre tots dos, expliquen el 91.4% de la variabilitat
total de les mostres. Tal i com es pot observar en el grafic de loadings, els ions 58 i
73 s6n les variables que més contribueixen al primer component principal, que és

el que més diferencia els vins de les dues varietats.
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Figura IV.25. PCA, realitzat amb una selecci6 de variables, de vins negres de les
varietats Cabernet sauvignon i Merlot de la collita de 1999. (a) grafic d’scores; (b) grafic
de loadings.

Aquest tipus d’informacié que proporcionen els nassos electronics basats en I'MS,
és molt 1util en el cas de que es vulgui indagar sobre la naturalesa quimica dels
compostos responsables de les diferenciacions. A mode d’exemple, ja que aquest
no era 'objectiu d’aquest treball, 'i6 73 és caracteristic de diversos acids organics
presents a 'aroma del vi com sé6n els acids butiric, isobutiric, hexanoic i octanoic. Si

es superposen els dos grafics de la figura IV.25, es podria establir la hipotesi de que
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en els vins de Merlot la concentracié d’aquests acids és més gran que en els vins de
Cabernet sauvignon. Pel que fa a I'i6 58, 'abundancia del qual és més gran en els
vins de Cabernet sauvignon, podria provenir de la fragmentacié del 3-metiltio-1-
propanol que és un compost sofrat que es troba habitualment en els vins d’aquesta
varietat [68]. Per a poder confirmar aquestes hipotesis, pero, caldria dur a terme un

estudi de la composici6 volatil d’aquests vins mitjangant cromatografia de gasos.

En l'estudi dut a terme amb les mostres de la segiient collita no es van obtenir uns
resultats tan exitosos. En la primera analisi exploratoria de les dades, els vins de les
tres varietats apareixien tots mesclats i no s'observava ni una minima tendencia a
separar-se. Es va trobar un grup de variables (67-69, 71, 81-84 m/z), pero, que
permetien una minima diferenciacié dels vins de Merlot dels de Cabernet
sauvignon, la qual es mostra al grafic d’scores de la figura IV.26. Tal i com es pot
observar en el grafic, el segon component principal, malgrat explicar tan sols un
28.3% de la varianga total, és el més important en la diferenciacié dels vins de les

dues varietats.
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Figura IV.26. Grafic d’scores del PCA, realitzat amb una selecci6 de les variables, de vins
negres de les varietats Merlot i Cabernet sauvignon de la collita de 2000.
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Els resultats obtinguts amb els vins de la tercera collita foren millors que els de la
segona pel que fa a la diferenciacié de les tres varietats. La figura IV.27 mostra el
grafic d’scores del PCA realitzat a aquest tercer grup de mostres. Si es compara amb
el grafic obtingut amb els vins de la primera anyada (figura IV.24) es pot observar
que tenen un aspecte similar perd que, en aquest cas, son els vins de Merlot els que

estan situats entre els de les altres dues varietats.
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Figura IV.27. Grafic d’scores del PCA de vin negres de les varietats Merlot, Ull de llebre i
Cabernet sauvignon de la collita de 2001.

En la diferenciaci6 dels vins de Cabernet sauvignon dels d’Ull de llebre, en aquest
cas, no es va trobar un grup de variables amb una influéncia clarament més
important que permetés eliminar la resta. Tot i aix0, tal com es pot observar en la

figura IV.28, es va obtenir una bona diferenciacié d’aquestes dues varietats.
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Figura IV.28. Grafic d’scores del PCA de vins negres de les varietats Ull de llebre i Cabernet
sauvignon de la collita de 2001.

Els resultats obtinguts en la diferenciacié de vins segons la varietat del raim en que
han estat elaborats varien en funcié de les anyades. Com ja s’ha comentat en el
capitol II, a part de la varietat del raim existeixen molts altres factors que poden
afectar a la composicié volatil del vi. Un d’ells és la climatologia, la qual podria ser

la responsable dels diferents resultats obtinguts amb les anyades.

Per tant, per a obtenir, segons la varietat, models de classificacié de vins prou
robustos, caldria construir-los amb dades obtingudes en l'analisi de mostres de
diferents anyades. En el nostre cas, no es va poder construir un model amb les
dades obtingudes en els tres anys a causa del problema comentat anteriorment de
la inestabilitat del senyal amb el temps que presenten els nassos electronics basats
en I'MS. Aquest fet provoca que els espectres de masses obtinguts en diferents
anys no siguin comparables. Un PCA de tots els vins monovarietals analitzats en
aquest estudi mostraria tres grups de mostres ben diferenciats que correspondrien

a cadascun dels tres anys en qué s’ha realitzat I'estudi.
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Malgrat les diferencies observades entre anyades, en aquest estudi s"ha demostrat
el potencial del nas electronic HS-MS en diferenciar vins segons la varietat de raim
a partir de la qual han estat elaborats. No obstant aixd, per a poder construir
models de classificacié robustos, utilitzant dades obtingudes en I'analisi de vins de
diferents anyades, caldria primer trobar una soluci6 al problema de la inestabilitat
del senyal que, com ja s’ha comentat (apartat IV.1.1.2), segurament passaria per

I'aplicaci6 de tecniques de transferéncia de calibratge.

IV.2.3.3 Diferenciaci6 de vins i brandies segons el temps d’envelliment

La manera com evoluciona I'aroma d’un vi, un cop acabada la fermentaci6, depén
de les condicions de vinificaci6, dels llevats, de les tecniques que s’hagin utilitzat
en l'elaboracié i, sobretot, de les condicions de conservaci6 durant el seu
envelliment, les quals converteixen 1'aroma del vi en I’anomenat buquet. Aquestes
condicions de conservacié poden ser molt variades ja que 'envelliment es pot dur
a terme en ampolla i/o en béta de fusta i, a més, factors com el temps que dura
I'envelliment, el tipus de fusta que s’utilitza, etc. poden incidir de manera

important en I'aroma del vi final.

El temps d’envelliment en ampolla i/ o en béta, és un dels parametres més regulats
per les Denominacions d’Origen de vins, tot i que també ho és d’altres begudes
alcoholiques, com per exemple els brandies. Fins i tot, molt sovint, les begudes
alcoholiques es classifiquen en funcié del temps d’envelliment. Aquest és el cas
dels vins de la D.O. Ribera del Duero i dels Brandies de Jerez, que sén els que s’han
analitzat en aquest treball per tal d’estudiar el potencial del nas electronic HS-MS

en la diferenciacié de vins i brandies segons el seu temps d’envelliment.
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Vins de la D.O. Ribera del Duero

A'la D.O. Ribera del Duero, els vins sén classificats en 4 categories administratives
segons el temps durant el qual s’ha dut a terme I'envelliment, tant en béta com en
ampolla. Aixi doncs, els vins poden sortir al mercat com a Joves, Criances,

Reserves o Grans reserva segons la segtient classificacio [69]:

Joves: Vins negres que no han estat en béta o que hi han estat durant un
temps inferior a 12 mesos. Aquests vins arriben al mercat pocs mesos

després de la verema.

Criances: Vins negres que han estat un temps minim de 12 mesos en bétes
de roure i que es comercialitzen posteriorment a 1'1 d’octubre del segon

any després de la verema.

Reserves: Vins negres amb 36 mesos d’envelliment entre béta i ampolla,
perd que han estat un minim de 12 mesos en béta. Arriben al mercat amb

posterioritat a 1’1 de desembre del tercer any després de la verema.

Grans reserva: Vins negres de qualitat excepcional que compleixen un
envelliment minim de 60 mesos en total, dels quals, al menys 24 han de ser
en béta seguits de 36 mesos en ampolla. Aquests vins no poden arribar al

mercat abans de I'1 de desembre del cinqué any després de la verema.

En aquest estudi s’han analitzat 54 vins Joves, 34 Criances, 33 Reserves i 10 Grans
reserva, tots ells subministrats pel Consell Regulador de la D.O. Ribera del Duero.
La figura IV.29 mostra el grafic d’scores del PCA realitzat a les dades obtingudes en
I'analisi d’aquest gran conjunt de vins. En el PCA no es van utilitzar totes les
variables analitzades (50-200 m/z) sin6é que es van seleccionar les més important
en la diferenciacié d’aquests quatre tipus de vins (69, 75, 87, 89, 97, 102, 103, 116 i
129 m/z), les quals es van determinar en una analisi exploratoria de les dades que

es va dur a terme previament. Tal i com es pot observar en el grafic, es diferencien
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els vins de les quatre categories, tot i que hi ha un solapament parcial entre algunes

d’elles.
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Figura IV.29. Grafic d’scores del PCA de vins Joves, Criances, Reserves i Grans Reserva de
la D.O. Ribera del Duero.

Aquest solapament podria ser degut a les petites diferencies que existeixen, en
alguns casos, entre vins que pertanyen a categories diferents perd que tenen un
temps d’envelliment semblant. Per exemple, un vi Jove que ha estat 11 mesos en
béta de roure i un Crianga que n’ha estat 12, segurament seran molt similars. No
obstant aix0, pertanyen a categories diferents. Aquest fet el constata el grafic
d’scores que es mostra a la figura IV.30, el qual correspon al PCA realitzat tan sols
amb els vins Joves i els Criances. En el grafic s’indica, mitjangant un codi de colors,
I'anyada de cada vi ja que hi havia vins Joves de les collites 1998, 1999 i 2000 i
Criances de les collites de 1997 i 1998. Com es pot observar, les mostres es

diferencien en funcié de I'anyada més que no pas en funcié de la categoria a la qual
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pertanyen. Els vins Joves de l'any 2000 soén els que millor es diferencien dels
Criances, mentre que els vins Joves del 1998 es troben mesclats amb els Criances de

la mateixa anyada.
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Figura IV.30. Grafic d’scores del PCA de vins Joves i Criances de la D.O. Ribera del
Duero.

En el cas dels Criances i els Reserves, en ambdés tipus de vi se’ls hi exigeix un
temps minim de 12 mesos en béta de roure, per tant, la similitud que hi ha entre
alguns vins d’aquestes dues classes podria ser deguda a que han estat en béta
durant un periode de temps molt semblant. Aquest raonament, pero, suposa
establir la hipotesi que el que té més pes en la diferenciacié dels vins és la seva
permaneéncia en bdta, més que no pas en ampolla. Per poder treure’n conclusions
definitives caldria dur a terme un altre estudi amb mostres de vi de les quals es

conegués, exactament, el temps que han estat en béta i el temps en ampolla.
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El solapament que existeix entre algunes de les categories, el mostren també els
resultats obtinguts en 1’aplicaci6é del metode de classificacié SIMCA a les dades per
tal d’obtenir un model que permeti classificar els vins de la Ribera del Duero en
una de les quatre categories definides (Jove, Crianca, Reserva i Gran reserva). A la
taula IV.3, on s’indiquen les distancies que hi ha entre les quatre categories, es pot
observar que les distancies més curtes sén entre els vins Joves i els Criances i, entre

els Criances i els Reserves.

Classes Distancia entre classes
Joves/Criances 1.0
Joves/Reserves 1.7
Joves/Grans reserva 5.7
Criances/Reserves 0.3
Criances/Grans reserva 3.8
Reserva/Grans reserva 1.8

Taula IV.3. Distancies entre les diferents classes obtingudes amb
I'aplicacié del metode SIMCA als vins de la D.O. Ribera del Duero.

Amb I'objectiu d’estudiar la capacitat d'un model SIMCA de predir la categoria
administrativa de vins de la D.O. Ribera del Duero, el conjunt de mostres del que
es disposava es va dividir en dues parts: un conjunt d’entrenament composat de 89
vins per a construir el model i un conjunt de validacié composat de 42 vins per tal

d’estudiar 'habilitat de classificacié del model.

La taula IV.4 mostra els resultats obtinguts en la validacié del model. En aquesta es
detallen, per cadascuna de les categories, el nombre de vins que van ser classificats

correctament pel model, els que van ser classificats de manera incorrecta i els que

277



Capitol IV

no van ser classificats en cap categoria. En el conjunt de validaci6 no s’hi van
incloure vins Grans reserva ja que es disposava d’un nombre limitat de mostres

que es va decidir incloure al conjunt d’entrenament per a construir el model.

Tot i el solapament que s’ha vist que existia entre algunes classes, els resultats
obtinguts van ser prou satisfactoris, ja que dels 29 vins que el model va classificar
en alguna de les 4 categories, 23 els va classificar correctament i tan sols 6 van ser
classificats de manera incorrecta. Cal destacar que 4 dels 6 vins classificats
erroniament pertanyien a la categoria dels vins Crianca, dels quals dos els va
classificar com a vins Joves i la resta com a vins Reserva. Probablement, el major
error de classificacié detectat en els Criances és degut a la curta distancia que

haviem observat entre el model d’aquests vins i els models dels Joves i Reserves

respectivament.
Mostres de validacio Resultats de prediccié
Classe Nombre Correctes Incorrectes  No classificades
Joves 22 15 (68%) 1(5%) 6 (27%)
Criances 15 6 (40%) 4 (27%) 5 (33%)
Reserves 5 2 (40%) 1(20%) 2 (40%)
TOTAL 42 23 (55%) 6 (14%) 13 (31%)

Taula IV.4. Resultats de la validacié del model SIMCA.

Brandies de Jerez

Un altre estudi de caracteristiques semblants va ser la diferenciacié de Brandies de
Jerez segons els seu temps d’envelliment en bétes de roure. Aquesta és una beguda
espirituosa amb un elevat contingut en etanol (36-45%) que s’obté a partir

d’aiguardents provinents de la destil lacié de vi, als quals se’ls sotmet a un procés
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d’envelliment en bétes de roure que préviament han contingut vi d’algun dels
tipus de vi de Jerez (Fino, Oloroso, Pedro Ximénez, Amontillado, etc.). En la D.O.
Brandy de Jerez es poden comercialitzar tres tipus de Brandies que es diferencien

principalment pel temps d’envelliment en bétes de roure [70]. Aquests son:

Solera: El seu temps d’envelliment ha de ser superior a sis mesos i el
contingut en components volatils ha de ser superior a 200 mg per cada 100

CC.

Solera Reserva: El seu temps d’envelliment ha de ser superior a un any i el
contingut total en components volatils ha de ser superior a 250 mg per

cada 100 cc.

Solera Gran Reserva: El temps d’envelliment ha de ser d'un minim de tres
anys i el contingut en components volatils ha de ser superior a 300 mg per

cada 100 cc.

Les mostres analitzades en aquest estudi van ser 6 Solera, 8 Solera Reserva i 10
Solera Gran Reserva que van ser subministrades pel grup de recerca en enologia

del Departament de Quimica Analitica de la Universitat de Cadiz.

L’analisi exploratoria que es va dur a terme amb les dades mostrava que les
mostres es diferenciaven clarament segons el tipus de brandy. La figura IV.31
mostra el dendograma resultant de l'analisi d’agrupacions. En aquest es pot
observar que els brandies Solera presenten entre ells una similitud superior a 0.7
(70%) i que es diferencien de tota la resta de mostres ja que la branca del
dendograma que uneix tots els Solera té una similitud zero amb 1'altra branca que
agrupa la resta de mostres. Pel que fa als Solera Reserva, aquests s’agrupen entre
ells amb una similitud superior al 75%. Un grup de Solera Gran Reserva, pero, s6n
més semblants als Solera Reserva (similitud del 50% aproximadament), que no pas
a la resta de Solera Gran Reserva amb els quals presenten una similitud al voltant

del 25%.
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Figura IV.31. Analisi d’agrupacions de Brandies de Jerez Solera (S), Solera
Reserva (SR) i Solera Gran Reserva (SGR).

Resultats semblants son els que presenta el grafic d’scores del PCA que mostra la
figura IV.32. En aquesta altra analisi, pero, el primer component principal
diferencia clarament els tres tipus de brandies, tot i que els Solera Gran Reserva

estan molt dispersos.
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Figura IV.32. Grafic d’scores del PCA de Brandies de Jerez.
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Amb l'aplicacié del metode de classificacié SIMCA, es va construir un model amb
I’objectiu de predir el tipus de Brandies en mostres futures. La taula IV.5 mostra les
distancies obtingudes entre les diferents classes que, en tots els casos, s6n superiors

a 3, la qual cosa vol dir que les classes son significativament diferents entre elles.

Classes Distancia entre classes
Solera/Solera Reserva 34
Solera/Solera Gran Reserva 115
Solera Reserva/Solera Gran Reserva 6.0

Taula IV.5. Distancies entre les diferents classes obtingudes amb I'aplicacié
del metode SIMCA en els Brandies de Jerez.

La validaci6 del model SIMCA es va dur a terme mitjancant l'analisi de 19
Brandies diferents als utilitzats en la construccié del model. D’aquests, tres els va
classificar com a Solera, quatre com a Solera Reserva i cinc com a Solera Gran
Reserva. Exceptuant dues mostres d’aquest dltim grup, totes les altres van ser
classificades correctament, la qual cosa suposa un 53% d’encerts en la classificacio.
Set dels Brandies, pero, no van ser classificats pel model en cap de les tres classes,

la qual cosa suposa que un 37% de les mostres no van ser classificades en cap grup.

Tot i el petit nombre de brandies utilitzats en aquest estudi preliminar, els resultats
son molt satisfactoris ja que mostren la utilitat del nas electronic HS-MS en el
control de qualitat de Brandies de Jerez, tot i I’elevat contingut en etanol d’aquest
tipus de mostres. Tant en I'estudi realitzat amb els vins de la Ribera del Duero com
en aquest dltim dels brandies de Jerez, s’ha demostrat que el nas electronic pot
diferenciar begudes alcoholiques segons el tipus d’envelliment a les que han estat
sotmeses, i que ve determinat principalment pel temps. Aixi doncs, amb I"analisi

d’un conjunt significatiu de mostres representatives de cada tipus d’envelliment, es
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podrien construir models de classificacié robustos que permetessin coneixer el

temps d’envelliment de mostres futures.

IV.2.4 Aplicaci6 al control de la vinificacié i la maduracié del raim

La senzillesa i rapidesa (10 min/mostra) de les analisis, son dues caracteristiques
importants del metode desenvolupat amb el nas electronic HS-MS que augmenten
el potencial de la tecnica en aplicacions on el temps és un factor limitant, com és el
cas de la monitoritzaci6 i el control de processos. En aquesta linia, un altre treball
realitzat ha estat l'estudi de la capacitat d’aquest instrument en el control del
procés d’elaboraci6 del vi, aixi com també en el control de la maduracié del raim, a

partir de I'evoluci6 de la composicié volatil.

IV.2.4.1 Control del procés de vinificacié

En aquest estudi es va dur a terme el seguiment del procés de vinificacié de 20
tines de fermentaci6 del celler “Granja de Nuestra Sefiora de Remelluri”, ubicat a la
D.O.Q. Rioja, totes elles de la varietat Ull de llebre, coneguda en aquella zona com

a Tempranillo.

La presa de mostra en cadascuna de les tines es va dur a terme abans de comengar
la vinificaci6, és a dir quan la mostra era encara most, en quatre estadis diferents
de la fermentaci6 alcoholica caracteritzats per la densitat de la mostra, al final de la

fermentacié alcoholica (vi en rama) i al final de la fermentacié malolactica.

A la figura IV.33, on es mostra el grafic d’scores del PCA realitzat amb totes les
mostres, es pot observar una continuitat de les diferents etapes del procés, des de
l'inici (el most) fins al final de la fermentacié malolactica. Les mostres de most i les

de la primera etapa de la fermentaci6 (densitat 1070 mg/1) formen dos grups que
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es diferencien clarament de la resta. Perd, a mesura que va transcorrent la

fermentacio, la diferéncia d’una etapa amb la segtient ja no és tan evident.
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Figura IV.33. Grafic d’scores del PCA de mostres recollides durant el procés de vinificacio.
FAL: fermentaci6 alcoholica; FML: fermentacié malolactica.

En aquests cas, el rang d’ions analitzats va ser de 35 a 200 m/z, el qual inclou els
fragments de l'etanol. Per tant, la formacié d’aquest compost majoritari del vi
durant la fermentacié alcoholica, és la principal responsable de la diferenciaci6é que
s'observa de les diferents etapes del procés. Aquest fet el mostra el grafic de
loadings que es presenta a la figura IV.34. En aquest es pot observar que 1'i6 45, que
és 1'i6 majoritari que es forma en la fragmentacié de l'etanol, té una contribucié
important en el primer component principal que, tal i com mostra el grafic d’scores
de la figura IV.33, és el que més diferencia les etapes de la vinificacié. A més, si es
superposa aquest grafic amb el d’scores, es pot observar que aquesta variable (I'i6
45) augmenta amb el transcurs de la vinificacié, és a dir, amb 'augment de la

concentracié d’etanol de les mostres.
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Figura IV.34. Grafic de loadings del PCA de mostres recollides durant el
procés de vinificacio.

En el grafic d’scores del PCA dut a terme sense tenir en compte les variables amb
un m/z inferior a 50, és a dir, sense tenir en compte els fragments de 1'etanol, es
poden distingir també les diferents etapes de la fermentacié alcoholica, tot i que
d’una manera no tan clara (figura IV.35). En aquest cas, la diferenciaci6 és deguda
a tota la resta de compostos volatils que es van formant durant la fermentaci6 i

que, en definitiva, sén els que realment tenen a veure amb 1'aroma del vi resultant.

Tant en la figura IV.33 com en la IV.35, es pot observar que a mesura que
transcorre la vinificacié hi ha una menor diferenciacié entre les mostres recollides
en diferents estadis, fins al punt que les mostres de vi en rama i les de després de la
fermentacié malolactica apareixen totes mesclades en el grafic d’scores de la figura
IV.33. Aix0 no deixa de ser sorprenent ja que l'aroma del vi es modifica
substancialment durant la fermentacié malolactica. A I'estudiar aquest solapament,
pero, es va observar que el nas electronic diferenciava aquestes mostres en funcié

del tipus de tina on havia tingut lloc la seva fermentacio.
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Figura IV.35. Grafic d’scores del PCA realitzat amb el rang de variables 50-200 m/z

de mostres recollides durant la fermentacié alcoholica (FAL).

En el grafic de la figura IV.36 es mostra el resultat del PCA dut a terme amb les

mostres de vi en rama, és a dir, recollides un cop acabada la fermentaci6é alcoholica

i abans de comencar la malolactica. En aquest es pot observar que, exceptuant dues

mostres, el primer component principal diferencia clarament els vins que han

fermentat en tines d’acer inoxidable dels que ho han fet en tines de fusta.
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Figura IV.36. Grafic d’scores del PCA de les mostres recollides al final de la FAL.
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Abans de que els vins comencessin la fermentacié malolactica, alguns es van
transvasar a altres recipients. Els resultats obtinguts en 1’analisi exploratoria de les
mostres recollides un cop acabada la fermentacié malolactica, mostren que els vins
s‘agrupen segons el tipus de recipient on ha tingut lloc aquesta segona
fermentacié. Aquest fet es pot observar en el grafic d’scores de la figura IV.37 on el
primer component principal, que explica un 97% de la variabilitat total de les
mostres, diferencia els vins que han dut a terme la fermentacié malolactica en bétes
de fusta vella, en les tines d’acer inoxidable o en bétes de fusta de roure. Cal
destacar que el segon component principal diferencia els vins de les bétes de roure
frances del vi de la béta de roure america, tot i que caldria disposar d’'un nombre
més gran de mostres de les que han dut a terme la fermentaci6é malolactica en bétes

de roure america per tal de poder treure resultats concluents.
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Figura IV.37. Grafic d’scores del PCA de les mostres recollides després de la
fermentacié malolactica.

Aquests resultats deixen entreveure l'aplicabilitat del nas electronic HS-MS en el
control del procés de vinificacié. Tot i que durant la fermentacié alcoholica les
diferencies que s’observen en les mostres sén degudes, basicament, a la formacié
d’etanol, eliminant de la matriu de dades les abundancies dels ions d’aquest

compost volatil majoritari, es pot detectar, en el transcurs de la fermentacio, les
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diferencies degudes a la formacié dels altres compostos volatils que sén els que
realment poden influir en 'aroma del vi. Un cop acabada la fermentacié també es
pot dur a terme un control del seu envelliment ja que, com s’ha demostrat, el nas
electronic pot detectar diferéncies en la composicié6 aromatica de les mostres
degudes a factors com, per exemple, el tipus de tina on s’han dut a terme la

fermentaci6 alcoholica i/ o malolactica.

Per tant, el nas electronic pot ser una eina ttil per als cellers en el seguiment, a
temps real, de I'evolucié de 'aroma durant la vinificacié per tal de detectar si en
alguna de les tines o bétes succeeix quelcom que faci variar de manera anomala la

composicié aromatica de la mostra.

I1V.2.4.2 Control de la maduracié dels raims

Una altra aplicaci6 interessant del nas electronic és el seguiment del procés de
maduracié dels raims a partir de I'evolucié de la seva composicié aromatica. El
grau de maduresa que té el raim en el moment de la verema té una incidencia
important en 'aroma del vi resultant, fins al punt que en molts estudis s’ha
demostrat que la qualitat aromatica del vi final varia molt en funci6 de la data de la

verema.

L’eleccié de la data de la verema es fa tenint en compte el punt optim de
maduracié. Aquest punt optim, perd, no és un Optim absolut ja que existeixen
diferents tipus de maduresa: fisiologica, aromatica, fenolica, tecnologica... [71].
Depenent del tipus de vi que es vulgui elaborar o de les qualitats que s’hi vulguin
aconseguir (frescor, equilibri, riquesa, aroma varietal, maxim color), es tindra en
compte un tipus de maduresa o un altre a 'hora d’escollir la data optima de la

verema.

Pel que fa a la maduresa aromatica, generalment la seva estimaci6 es duu a terme

mitjancant una analisi sensorial d'uns grans de raim. Aquests es tasten, d'un en un,
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mastegant bé les pells durant uns segons i intentant apreciar la quantitat i la
qualitat de l'aroma del raim. Aquesta analisi, pero, t¢é una component subjectiva
molt important. El seguiment de l'evolucié dels compostos aromatics durant la
maduracié del raim mitjangant una técnica objectiva, rapida i senzilla com és el nas
electronic, podria permetre determinar quin seria el moment optim pel que fa a la
maduracié aromatica del raim, el qual seria un altre criteri objectiu a tenir en

compte a I'hora d’establir el moment de la verema.

Amb I'objectiu d’estudiar el potencial del nas electronic HS-MS en el control de la
maduraci6é aromatica, es va fer un seguiment del procés de maduracié de raims de
la finca experimental “Mas dels Frares” que disposa la Facultat d’Enologia de

Tarragona de la Universitat Rovira i Virgili al terme municipal de Constanti.

En aquest estudi es van recollir mostres de raim de sis varietats blanques
(Macabeu, Xarel 1o, Garnatxa blanca, Parellada, Malvasia i Chenin) i sis de negres
(ULl de llebre, Cabernet sauvignon, Garnatxa, Syrah, Merlot i Carinyena) en
diferents estadis de la maduracié, des del verolament del raim fins que aquest es

va veremar.

A T'inici de l'estudi, per a cadascuna de les varietats es van marcar els ceps dels
quals s’agafarien cada vegada les mostres, tenint en compte que fossin
representatius de la parcel la de terreny on estaven plantats. Per tal de que el
mostreig fos el més representatiu possible, s’agafaven grans de les dues bandes del
cep i de diferents llocs del raim. En cada mostreig es collien aproximadament 100

grans de raim de cadascuna de les varietats.

Al laboratori, i amb 1'ajuda d"un colador xines, s’extreia el suc dels grans de raim i
s’obtenia el most de cada varietat. A aquest se li afegia fluorur sodic, en una
concentracié d'1 g/L, per tal d'impedir la seva fermentacié. El most es guardava
dins d'una ampolla a la nevera i sota atmosfera de nitrogen, fins al moment de la
seva analisi. El metode d’analisi utilitzat va ser el mateix que el dels vins. L'tinic

parametre que es va modificar va ser el rang d’ions monitoritzats pel detector que,
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en aquest cas, va ser de 35 a 200 m/z ja que els mostos no contenen etanol i, per

tant, no era necessari eliminar els ions per sota de 50.

En la primera analisi exploratoria de les dades es va observar que 1'i6 40 i el 44 eren
molt majoritaris en totes les mostres. Es va detectar que 1'i6 40 apareixia ja a les
mostres en blanc que es feien abans de cada analisi, en les quals s’analitzava l'espai
de cap del vial buit. Era probable, doncs, que aquest i6 provingués de 1'ambient o
del mateix instrument i no de la mostra. Per tant, es van eliminar les abundancies
de 1'i6 40 de la matriu de dades. Pel que fa a 1'i6 44, es va fer una analisi
cromatografica d'una de les mostres mitjangant GC-MS amb 1’objectiu d’identificar
el compost que en la seva fragmentacié originava 1'i6 44. El resultat de l'analisi
mostrava un pic considerable que era identificat per la llibreria d’espectres com a
dioxid de carboni. Si aquesta identificacié és correcta, desconeixem la causa de la
formacié d’aquest gas en les mostres. La probabilitat de que els mostos

fermentessin és molt baixa ja que s’hi havia afegit fluorur sodic com antiseptic.

La figura IV.38 mostra el grafic d’scores del PCA realitzat a les dades obtingudes en
I'analisi del mostos de raim de les varietats blanques sense la variable corresponent
a 1'i6 40. Tal i com indica la gradacié de colors del grafic de menys intens a més
intens, existeix una tendencia marcada pel grau de maduresa dels raims que és
captada, principalment, pel primer component principal, el qual explica un 73.4%
de la variabilitat de les mostres. Aquest component principal diferencia els mostos
obtinguts amb els grans de raim madurs, collits els dltims dies abans de la verema,
dels mostos obtinguts amb grans collits en estadis, més inicials, en els que els raims

estaven més verds.
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Figura IV.38. Grafic d’scores del PCA de raims de diferents varietats blanques en
diferents estadis de maduraci6.

Resultats semblants es van obtenir amb les varietats de raim negre, els quals es
mostren al grafic de la figura IV.39. En aquest cas es pot observar també la

tendeéncia que segueixen les mostres en funcié del grau de maduresa.
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Figura IV.39. Grafic d’scores del PCA de raims de diferents varietats negres en diferents

estadis de maduracio.
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La figura IV.40 mostra la representacié de les variables sobre els dos primers
components principals del PCA realitzat amb les mostres de les varietats blanques.
Si es superposa aquest grafic amb el grafic d’scores corresponent (figura IV.38), es
pot observar que els ions 45 i 42 sén els que tenen una contribucié més gran al
primer component principal que és el que diferencia els mostos segons el grau de
maduresa del raim. També es pot observar que 1'i6 44, que tot i tenir una
abundancia molt més gran que la resta de compostos, contribueix poc als 2
components principals que es representen en el grafic de la figura IV.40. El grafic

de loadings del PCA realitzat a les mostres de les varietats negres era molt

semblant.
= 45
£ 08
I3
-
[e 0]
= 0.6 1
o
&5
0.4
| . 43 41 42
0.0 Y sﬁﬁ%é“ 48
1 . 4 g . .
-0.2 0.2 0.6
F1 (73.4% var.)

Figura IV.40. Grafic de loadings del PCA de raims de diferents varietats blanques
en diferents estadis de maduracio.

Per altra banda es va constatar que el senyal que s’obtenia en 1'analisi d’aquests
mostos era molt feble. La figura IV.41 mostra el senyal del detector en funcié del
temps que s’obtenia en 1'analisi d'un most i en l'analisi d'un vi. Com es pot

observar la diferéncia és considerable i més tenint en compte que 'abundancia del
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pic gran que apareix en 'analisi del most és deguda principalment a la suma de les
abundancies dels ions 40 i 44. No es coneix amb certesa la procedéncia d’aquests
dos ions pero, segurament, cap dels dos prové de la fragmentacié6 de compostos
implicats en I'aroma dels raims, que sén els que poden aportar informacié ttil pel

que fa a l'evoluci6 de I'aroma respecte a la maduracié del raim.
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Figura IV.41. Senyals obtinguts amb el nas electronic HS-MS en I'analisi d"'un most i en
I'analisi d"un vi.

Un dels inconvenients d’aquest metode en la seva aplicaci6 als mostos és, doncs, la
baixa sensibilitat que presenta pels compostos responsables de la seva aroma. Cal

tenir en compte que aquests compostos es troben en el raim a nivells de pg/l o
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inferiors. Una manera d’augmentar la sensibilitat del metode seria utilitzant com a
sistema de pretractament de la mostra una técnica que permetés concentrar els
compostos. Com ja s’ha comentat en la primera part d’aquest capitol,
I'inconvenient que presenta la tecnica de 'espai de cap estatic és la seva baixa
sensibilitat pel fet que no es duu a terme cap tipus de concentracié dels analits. Per
altra banda, potser també es podria augmentar la sensibilitat del métode millorant
el sistema d’obtencié del most. Tenint en compte que la major concentracié de
compostos volatils es troben a la pell i no pas a la polpa, potser utilitzant alguna
técnica més agressiva que el colador xines per a 'obtencié del most o duent a
terme maceracions de les pells, s’aconseguiria una major concentracié de

compostos volatils al most.

Recentment, en el Grup de Quimica Analitica Enologica i dels Aliments on s’ha
desenvolupat aquesta tesi, s’ha obert una nova linia d'investigaci6 en el marc d'un
projecte que versa sobre el control de la maduracié dels raims mitjancant técniques
rapides d’analisi. Concretament, les técniques que es preveuen estudiar sén
I'espectrometria d’infraroig (FTIR) per a I'avaluacié de la maduracié fenolica i el
nas electronic per a I'avaluacié de la maduracié aromatica. Es en aquest projecte
doncs, on es profunditzara en l'estudi del nas electronic en el control de la
maduracié aromatica dels raims. Els estudis preliminars realitzats en aquesta tesi

serviran de punt de partida.

A continuacio6 es presenta l'article que porta per titol “Application of a headspace mass
spectrometry system to the differentiation and classification of wines according to their
origin, variety and ageing” on s’hi troben recollits els resultats més rellevants
obtinguts en aquest estudi de l'aplicacié del nas electronic HS-MS al control de

qualitat del vi.
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APPLICATION OF A HEADSPACE MASS SPECTROMETRY SYSTEM TO THE
DIFFERENTIATION AND CLASSIFICATION OF WINES ACCORDING TO THEIR
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Abstract

The system based on coupling a headspace sampler to a mass spectrometer (HS-MS), considered a kind of electronic nose (e-nose), is an

emerging technique in the field of food aroma anal

The global mass spectrum this system provides is a fingerprint of each sample
that contains the information related to volatile composition of the sample. The use of ch ic

allows to

R

the spectra

of the samples and then, to classify them according to different propertics. In this paper. we present the development of a method for wine
analysis using a H5-MS system and multivariate analysis techniques. The method was successfully applied 1o differentiate and classify wines

according to its origin, variety and ageing. The main advantages of the proposed

and the speed of analysis (10 min/sample).
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwards: Wine; Aroma; El ic nose; Cl

fology are the sample prep required

. Diffe

1. Introduction

Aroma is an important factor in quality control and quality
assurance of foods, but in wines, this factor is possibly the
most important. Sensory analysis by a panel of trained judges
is the most common technique for controlling the quality of
wines. However, this technique requires a group of trained
people that can only carry out a little number of analyses
every day. Moreover, the subjectivity of the panellists affects
the analysis in great measure.

In the last 20 years, there has been an increasing research
in order to achieve a faster and more objective system for
evaluating aromas, which has led to the development of the
e-nose technology [1-5]. Most of the systems available in
the market are based on the interaction of the volatile com-
pounds in the headspace above the sample with a gas sen-

* Corresponding author. Fax: +34 977250347,
E-matl address: qaenoli fe.urv.es (), Guasch).

(I21-9673/% ~ see front matier © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10, 1016/).chroma 2004 08.143

sor array. The sensor responses generated by these physical
and/or chemical interactions are treated with chemometric
techniques to differentiate and classify these complex mix-
tures of volatile compounds. Although a lot of food analy-
sis applications have been made using this type of instru-
ment, in wine research only a few studies have been done
[6-9]. Furthermore, the small number of samples analysed
in these studies, is not enough to prove the suitability of
the technique for the differentiation and classification of
wines. The poor results obtained by these instruments in
wine analysis are because ethanol, the major component
of the headspace of the sample, causes interference in gas
sensors. To solve this problem, some research groups have
tried to eliminate the ethanol of the samples, for instance,
by using the pervaporation technique or a purge and trap
system [10-12]. Even though these strategies enable to im-
prove the results, the speed and the simplicity of the tech-
nigue, two of the main advantages of the e-nose systems, are
compromised.
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A few years ago, a new type of e-nose based on mass
spectrometry (MS) was developed [13]. It involves injecting
the headspace of the sample into the ionisation chamber of
the mass spectrometer in which the analytes are fragmented.
The result is a global mass spectrum for each sample anal-
ysed that is obtained from the time integral of all spectra.
When several samples are analysed, a data matrix composed
by the abundance of all mass-to-charge ratio (m/z) moni-
tored, is generated. The matrix is treated with multivariate
analysis techniques to compare and classify the substances
from their volatile composition. Chemical information about
the kind of compounds responsible for the differences be-
tween samples can be obtained from the ion-fragmentation
patterns and the results can be compared directly with the re-
sults from conventional GC-MS instruments. The MS-based
electronic nose has already given good results in foodstuffs
analysis [14-18]. In the field of alcoholic beverages, the suit-
ability of the HS-MS e-nose has been proved for quantitative
purposes-using multivariate calibration techniques-for deter-
mining 2,4,6-trichlorcanisole in wines [ 19] and, also, for de-
termining the ageing time of spirits in oak barrels [20]. The
good results obtained in these studies are due to the fact that
ethanol is not a problem in the analysis of aleoholic bever-
ages with this instrument, because the ethanol interference
can be easily avoided if the fragment ions corresponding to
ethanol fragmentation are not selected in the mass spectro-
metric analysis. This fact is an important advantage of the
instruments based on MS versus the instruments based on
245 SENSOTS,

In this study, we develop a simple, quick and automatable
method for the differentiation and classification of wines ac-
cording to different oenological parameters using an HS-MS
electronic nose and multivariate analysis techniques.

2. Experimental
2.1. Samples

In the present work, three different studies related to dif-
ferentiation and classification of wines according to their va-
riety, origin and ageing have been carried out, by choosing
suitable representative samples.

Samples from different Catalonian wine growing zones
were chosen for the study of varietal wines. This study was
carried out over three vintages (1999-2001), being the total
amount of wines analyzed for the 3 years: 82 Cabernet sauvi-
gnon, 66 Tempraonillo and 61 Merlot wines. The samples
chosen in the study of wine origin differentiation were from
Priorat and Terra Alta, two very close Catalonian growing
zones with very similar climatology. Most of the wines from
both zones are blends of Garnatxa and Carifiena varieties,
Samples of 12 red wines from Priorat and 13 red wines from
Terra Alta were analyzed.

In the study of ageing differentiation, the wines chosen
were from Ribera del Duero, a very important Spanish wine

growing zone where the commercial wines are classified ac-
cording to their ageing process, by a regulatory council, into
four different administrative categories: Young wines (red
wines with an ageing time less than 12 months in casks),
Crianza wines (red wines with an ageing of 12 months in
casks), Reserva wines (red wines with an ageing time of 36
months between cask and bottle but with a minimum of 12
menths in casks) and Gran Reserva wines (exceptional qual-
ity red wines with an ageing higher than 60 months and with
at least 24 month ageing in casks followed by 36 month age-
ing in bottles), The total amount of samples analyzed in this
study were: 54 Young wines, 34 Crianza wines, 33 Reserva
wines and 10 Gran reserva wines.

The HS-MS analysis of the samples was always made in
triplicate, However, the multivariate analysis was carried out
with the average of the three mass spectra obtained with the
triplicates of each sample. Before carrying out the chemomet-
ric analysis we examined the raw data and we removed some
samples that we considered non-representatives because they
were very clear outliers.

2.2. Apparatus

Wine analyses were carried out on a HS-MS electronic
nose composed of a HP 7694 headspace sampler, a HP 6890
gas chromatograph and a HP 5973 quadrupole mass spec-
trometer with a diffusion pump from Hewlett-Packard (Wald-
bronn, Germany). The chromatographic column was only
used to transfer the volatile compounds to the MS, not to
resolve chromatographic peaks.

2.3, Procedure

In the optimised conditions, 5 mL of wine and 0.58g of
NaCl were placed in a 10mL vial that was hermetically
capped with a PTFE/silicone septum. To obtain the equilib-
rium of the volatile compounds between the liquid and the
headspace, the sample was thermostated at 65 °C for 1 h un-
der constant stirring. Afterwards, the headspace of the sam-
ple was introduced into the gas chromatograph injection port.
The loop and transfer line temperatures were 90 and 105°C,
respectively, and the pressurisation and injection times were
0.30 and 0.60, respectively. Chromatographic injection was
made in splitless mode for 1.6min at 200°C using an in-
letof 1.5mm i.d. We used a HP-5MS chromatographic col-
umn (30m x 025mm id, 0.25pm film thickness) with
an oven temperature program of 70°C (1 min), 70°C/min,
180°C (2.5min). The carrier gas was helium with a flow-
rate of 1.8mL/min. The purpose of using these chromato-
graphic conditions (oven temperature program and flow) was
to transfer the volatile compounds to the MS in the shortest
time {5 min). Mass spectra were recorded by electronic im-
pact (EI) ionisation at 70eV. The mass-to-charge ratio range
(m/z) used was 50-200, The ion source and mass quadrupole
temperatures were 230 and 150 °C, respectively.
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2.4. Chemometric treatment

The software we used for multivariate analysis was Pirou-
ette 2.6 from Infometrix (Woodinville, WA, USA). The
chemometric treatments carried out include the principal
component analysis (PCA), that it is an unsupervised tech-
nique used to recognize natural groups of the samples, and
soft independent modeling of class analogy (SIMCA) that is
a supervised patter recognition technique used to classify the
samples. Before applying the chemometric treatments mass
spectra were normalized to 100 and data matrix was mean-
centered.

3. Results and discussion

The first part of the study was the optimisation of the pa-
rametersthat could affect the response obtained inthe HS-MS
analysis of wines in order to achieve the highest response as
well as to detect the parameters that are responsible of the
transfer of the volatile compounds to MS system detector, to
obtain the shortest analysis time. Once the optimal conditions
were found, we carried out different studies related to differ-
entiation and classification of wines according to different
oenological parameters.

3.1. Optimisation

We performed the experiments using a commercial wine.
Our criterion for obtaining the optimal conditions was to
achieve the highest overall abundance of the mass range
50-200 m/z. We selected this range because above 200 m/z
there are not ion fragments with a significant abundance. On
the other hand, below 50 m/z there are fragment ions corre-
sponding to the ethanol fragmentation (MW 46) that could
interfere in chemometric analysis, due to their high abun-
dance (ethanol is a major compound of the headspace) in
comparison with the rest of fragment ions. Moreover, in the
signal below 50 m/z the noise 1s higher.

The initial parameters studied were extraction time and
extraction temperature because, as it is well-known, they af-
fect the headspace composition. As these are closely related,
we studied them simultaneously achieving a two-factor two-
level factorial design with a central point [21]. We analysed
three replicates of the sample in each experimental point stud-
ied. According to our experience in previous works [19], the
temperature and time levels tested were 50 and 80°C and 20
and 60min, respectively. The best results were obtained at
65 °C for 40 min (the central point). By verifying more exper-
imental points around the best one, we found that the 60 min
response was shghtly better than the 40min one. Therefore,
we chose 60 min as the extraction time.

Other important parameter that modifies the headspace
composition is the ionic strength. Different amounts of
sodium chloride were added to SmL of sample placed in
10mL vials, which were shaken for 60min at 65°C. The

best results were obtained when the sodium chloride concen-
tration was 2 M.

The criterion for optimising the transfer conditions was to
achieve the shortest time in the transfer of the volatile com-
pounds to the MS system because this step determines, in
great measure, the run time analysis of the method. With the
temperature program used, we were able to transfer all the
compounds to the detector in only Smin. However, the total
run time analysis was 10 min because the gas chromatograph
oven needs additional time to come back to the initial temper-
ature conditions before injecting another sample, Therefore,
the analysis time would be shorter if the transference of the
volatiles to the MS detector was using an isotherm at high
temperature. But this was not possible because we experi-
mentally found that the signal obtained was very low at initial
chromatographic temperatures higher than 80°C. We cannot
explain this fact, but we think that ethanol, that is a major
companent of the wine headspace, causes this upshot when
it 15 introduced to the column at temperatures higher than
its boiling point. Perhaps, when the initial oven temperature
is below the ethanol boiling point, the response obtained is
better due to the solvent effect. On the other hand, if we had
used an uncoated deactivated retention gap as transfer line
between the headspace autosampler and the detector, proba-
bly we would have shortened the run time analysis. However,
we used an analytical capillary column because this configu-
ration allows an easier change to switch from a HS-(GC)-MS
e-nose to a conventional GC-MS.

3.2, Differentiation of wine varieties

One of the numerous factors that may affect the compo-
sition of wine aroma is grape variety, so wines made with
Cabernet sauvignon, Merlot or Tempranillo grape varieties
were analysed. The study was carried out over three vintages
(1999-2001),

In 1999 vintage, 35 Cabernet sauvignon, 28 Tempranillo
and 17 Merlot wines were analysed. The PCA was done on
the covariance matrix because the differences between wines
are caused by major components of wine aroma due to the
low sensitivity of the static headspace technique to extract
the minor components, Therefore, the results of the PCA on
the correlation matrix were not better. In the first exploratory
analysis carried out with all variables, we observed a slight
differentiation among varieties. The cluster analysis carried
out on the raw spectra and also on the PCs did not improve
the results. However, a new PCA carried out with a selected
group of variables (51-53, 57, 58, 67, 73-75, 77 and 108
m/z) allowed to find higher differentiation. In Fig. 1, where
the scores” graphic is shown, a partial overlapping among
groups can be observed. These overlapping can also be ob-
served in the interclass distances obtained with the SIMCA
classification method (Table 1). This parameter is a useful
measure of class separation. The higher the interclass dis-
tance between two groups, the higher the difference between
them. The small distances between Cabemet sauvignon and
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Fig. 1. Scores plot of PCA of Cabernet sauvignon, Merlot and Tempranillo
‘wines of 1999 vintage.

Tempranillo wines as well as the distances between Merlot
and Tempranillo wines, showed that each pair of these va-
rietal wines are insufficiently distinguished from the aroma
point of view. On the other hand, Cabernet sauvignon and
Merlot wines are well-differentiated. The distance between
this pair of varietal wines is larger than the distances between
Cabernet sauvignon and Tempranillo wines or between Mer-
lot and Tempranillo wines. These results are successful be-
cause by using an electronic nose, the differentiation of a
significant number of wines according to an cenological pa-
rameter, such as variety, has been possible for the first time.
In Fig. 2a and b are shown the scores and loadings graphics
obtained considering only Merlot and Cabemet sauvignon
wines. The loadings associated with each factor showed that
fragment ions 58 and 73 are the variables which most con-
tribute to factor 1. This factor, which accounts for 72.9% of
the total variability of the samples, seems to be the most im-
portant for distinguishing Merlot from Cabemet sauvignon
wines. This information can be useful for obtaining chemical
information about the volatile compounds responsible of the
differentiation between these two varieties of wines. For in-
stance, the fragment ion 73 is characteristic of several organic
acids present in wine aroma such as isobutyrie, butyric, hex-
aneic and octanoic. As a conclusion, Merlot wines are richer
than Cabernet sauvignon wines in some of these compounds.
On the other hand, the origin of the fragment ion 58, whose
abundance is higher in Cabernet sauvignon wines, may be
caused by the fragmentation of 3-methylthio- 1-propancl, a
sulphur compound usually found in these kind of wines [22].
The possibility of obtaining additional chemical information
1s an important advantage of the e-nose based on MS versus
the e-nose based on gas sensors.

Table 1
SIMCA models of varietal wines
Vintage Vintage Vintage
1999 2000 2001
Cabemet sauvignon/Merlot 23 09 1.5
Merlot/ Tempranillo 0.9 0.0 Lo
Cabemet sauvignon/Tempranillo 0.4 0.0 21

Interclass distances.

L AMerlot
© Cabemet sanvignon

F2 (18.5%var.)

]
{a) F1 (72.9%var.)

0.6+ =g

Factor 2
E

1
-0.5 0.0 os
(b} Factor 1

Fig. 2. PCA of Cabernet sauvignon and Merlot wines of 1999 vintage. (a)
Scores plot and (b) loadings plot,

The results obtained in the analysis of 28 Merlot, 20 Tem-
pranillo and 29 Cabernet sauv ignon wines of the 2000 vintage
were not as good as the 1999 vintage ones. The projection
of the samples on different factors showed strong overlap of
the three groups of wines. The selection of a set of variables
(67-69, 71, 81-84 m/z) allowed a slight differentiation be-
tween Merlot and Cabemnet sauvignon wines. These results
are shown in Fig. 3 where it can be observed that the second

B Merloa
© Cabernet sunvignon
4 & A A A
&
" "L A A [
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Fig. 3, Scoresplot of PCA of Cabemet sauvignon and Merlot wines of 2000
vintage,
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F1 (56.3% var.) Fig. 5. Scores plot of PCA of red wines from different origin: Priorat and

Fig. 4. Scores plot of PCA of Cabernet smivignen, Merlot and Tempranillo
wines of 2001 vintage.

factor is the most important for distinguishing both groups.
Nevertheless, 1t only accounts for 28.3% of the total variance,
The distance between Cabernet sauvignon and Merlot wines
of vintage 2000 obtained with the SIMCA method (Table 1)
also showed a very slight differentiation which was not suf-
ficient for obtaining a clear classification of these varietal
wines.

Although it was observed a partial overlap among the dif-
ferent varieties, in the 2001 vintage the differentiation of 16
Merlot, 18 Tempranillo and 18 Cabernet sauvignon wines
was clearer than in the 2000 vintage. If we compare the
graphic of scores showed in Fig. 4 with the same graphic ob-
tained in the PCA of the 1999 vintage wines (Fig. 1}, it can
be observed that both plots are very similar but in 2001, the
group in the middle is Merlot wines instead of Tempranillo
wines. Therefore, as it can be observed inFig. 4, the best dif-
ferentiation obtained with 2001 vintage wines was between
the Cabernet sauvignon and Tempranillo wines. The inter-
class distances detailed in Table 1, show that the three groups
of wines are more differentiated in 2001 vintage than in 1999
vintage.

Although the results obtained in different vintages were
different, the suitability of the method developed using the
HS-MS technique to differentiate and classify wines accord-
ing to their variety has been proved. Moreover, the high num-
ber of samples analysed ratify the results obtained because
they are statistically representative. Besides grape variety,
there are many other factors that may affect wine aroma com-
position and, some of them—for instance climatology—may
be responsible of the aromatic differences among vintages.

3.3. Differentiation of wine origin

In the PCA carried out with the data matrix obtained in
the HS-MS analysis of wines from Priorat and Terra Alta, we
observed a slight differentiation between wines of different
origin. In this first exploratory analysis, we found a group of

Terra Alla.

variables with an important influence on the differentiation
(70, 73, 88, 101 and 115 m/'z). Therefore, in order to achieve
a better differentiation, we carried out another PCA but only
using these fragment ions as ind dent variables. The pro-
jection of the samples on the first and second factors that,
collectively account for 97.7% of the total variability of the
samples, isshownin Fig. 5. Asitcan be observed, wines clus-
ter according to their origin. The interclass distance obtained
between Priorat and Terra Alta wines by applying the SIMCA
classification method to the data matrix was 14.5. This high
value corroborates the results observed in the PCA analysis
since it indicates that the two classes are significantly differ-
ent. These results are very promising because, as it has been
previously explained, the zones studied are geographically
very close and their wines are blends of the same varieties,

3.4. Differentiation of ageing

In Fig. 6 we show the scores” graphic of the PCA ob-
tained in the analysis of 54 Young wines, 34 Crianza wines,
33 Reserva wines and 10 Gran Reserva wines from Ribera

A Young
O Crianza
® Reserva

Q Gran Reserva

& F2(6.9% var.) <

F1 (81.5%var.)

Fig. 6. Scores plot of PCA of wines with different ageing time from Ribera

del Duero.
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Table 2 between Young and Crianza wines and between Crianza and
SIMCA medel of Ribera del Ducro wines ) Reserva wines. In the evaluation of this results should be
Classes Interclass distance taken into account that, as it has been commented above,
Young/Crianza 1.0 the differences among wines of different administrative cat-
Young/Reserva 1.7 egories, in some cases, are very small.

Toung/Gran Reserva 5.7

CrianzalReserva 0.3

CrianzaGran Reserva 38

ReservalGiran Reserva 18 4. Conclusions

del Duero. The variables used in the multivariate analysis
were the most important fragment ions in the differentiation
of the four categories (69, 75, 87, 89, 97, 102, 103, 116 and
129 m/z). These fragment ions were found in a previous ex-
ploratory analysis. As it can be observed, although the four
categories of wines are partially overlapped, there is a dif-
ferentiation among them. This overlapping could be due to
the small differences that exist between wines of different
categories but similar ageing. For instance, a young wine and
a crignza wine that have spent 11 and 12 months in cask
respectively, are very similar. However, they belong to dif-
ferent administrative wine categories. This fact is also shown
in the results of the SIMCA classification method applied to
the data matrix. In Table 2, where the interclass distances are
shown, it can be observed that in most cases the distances
are large, with the exception of the distances between Young
and Crignza wines and between Crignza and Reserva wines,
They are shorter because of the similar ageing of samples
placed on the frontier ageing of these categories.

In order to know the suitability of a SIMCA model to clas-
sify Ribera del Duero wines in the different administrative
categories, we divided the group of samples into two sets:
the training set (composed of 89 wines to built the model)
and the validation set (composed of 42 wines to study the
prediction capacity of the model). The number of validation
samples analysed belonging to each class and the prediction
results obtained with the SIMCA model built are indicated in
Table 3. We did not include any Gran Reserva wine because
the number of samples of this class was small and we used all
ofthem to build the model. Despite the fact that 13 wines were
non-classified, the results were successful because 23 wines
were correctly classified and only six wines were not. Four
of these wrong classified samples corresponded to Crianza
wines, Two of them were classified as young wines and the
rest as Reserva wines. The prediction errors of the Crianza
wines could be explained by the small interclass distances

Table 3
Results of SIMCA model validation

Validation samples

Results of prediction

Class Number Mon classified

Correct Wrong
Toung wines 22 15 1 6
Crianza wines 15 6 4 5
Reserva wines 5 2 1 2
Taotal 42 3 [3 13

The H5-MS electronic nose was successfully applied to
the differentiation and classification of wines according to
their origin, variety and ageing. The simplicity and speed in
the sample preparation step and the speed of the HS-MS anal-
ysis (10 min/sample) of the method developed, offer a great
number of advantages over sensory analysis in the authenti-
cation and in the quality control of wines. Moreover, as it was
shown, it is also possible to achieve information about chem-
ical composition of the responsible compounds of the differ-
entiation, which may be of interest in wine aroma research.
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IV.3 APLICACIO DEL NAS ELECTRONIC A LA DETERMINACIO DEL 2/4,6-
TRICLOROANISOLE (TCA) EN EL VI

Les aplicacions desenvolupades amb els nassos electronics han estat,
majoritariament, de caracter qualitatiu. Tanmateix, amb la utilitzaci6 de les
técniques de calibratge multivariant, és possible obtenir informacié quantitativa de
les mostres. En el camp de I'analisi dels aliments, algunes aplicacions quantitatives
que s’han desenvolupat amb el nas electronic basat en I'MS sén la prediccié dels

dies que la llet [18] o les pomes [72] es poden conservar en condicions dptimes.

En aquesta linia, una altra aplicaci6 interessant del nas electronic en el camp de
I'enologia podria ser la detecci6 i fins i tot quantificaci6 de compostos concrets
com, per exemple, els compostos considerats defectes aromatics. Aquesta aplicaci6,
tot i estar relacionada també amb el control de qualitat del vi, és de caire diferent a

les aplicacions presentades en l'apartat anterior.

Un d’aquests defectes aromatics que en els dltims anys ha estat el responsable de
nombroses pérdues econdomiques en la indtstria vinicola, és el que es coneix com a
“gust de suro” [73-75]. Els vins amb aquest defecte aromatic presenten una olor
caracteristica que es descriu com humitat, florit i cartré mullat, la qual s’associa a
I'ts de taps de suro contaminats per alguns compostos que, al passar al vi, li

confereixen aquestes olors desagradables.

S’ha demostrat, perod, que els taps de suro no sén sempre els responsables directes
de la contaminacié. Pot ser que els taps, exemptes de contaminacié després de la
seva fabricaci6, es contaminin durant el transport o I'emmagatzematge a causa del
seu contacte amb palets de fusta, I'embalatge amb cartré o el propi ambient del
celler. Una altra possibilitat és que els vins es contaminin abans de ser embotellats
i, per tant, abans d’haver estat en contacte amb el tap de suro, a causa d’utilitzar

botes, diposits o canonades en males condicions higiéniques [75].
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Sén diversos els compostos que s’han identificat com a responsables del defecte
“gust de suro”. Alguns d’ells es mostren a la taula IV.6 juntament amb els seus
llindars de percepcié sensorial i la descripcié de 1'olor que presenten. La majoria
d’aquests compostos presenten llindars de percepcié sensorial extremadament
baixos, a nivells de ng/L, la qual cosa vol dir que el nas huma pot detectar en el vi
concentracions molt petites dels mateixos. L’enorme repercussié econdomica que
aquest defecte aromatic té en el sector enologic és deguda, en gran part, a aquest
fet, ja que petites contaminacions d’alguns d’aquests compostos en el vi provoquen

que aquest no es pugui comercialitzar.

Compost Descriptor LPS (ng/L)
1-Octen-3-ona Xampiny6, metal lica 20
1-Octen-3-ol Xampiny6, metal lica 20000
2-Metilisoborneol Terrosa, humitat, bruticia 30
2,4,6-Tricloroanisole (TCA) Humitat, cartr6 mullat 10
2,3,4,6-Tetracloroanisole (TeCA)  Humitat 25
Geosmina Terrosa, humitat, bruticia 25
Guaiacol Fumat 20000

Taula IV.6. Compostos responsables del “gust de suro”. Descriptors i llindars de percepci6
sensorial (LPS) en el vi [75].

Tot i que tots els compostos que es mostren a la taula s’associen amb el “gust de
suro”, el 2,4,6-tricloroanisole (TCA) és el que es considera el principal responsable
d’aquest defecte [76]. Tal i com es pot observar a la taula, el llindar de percepcié
sensorial d’aquest compost en el vi és molt baix, 10 ng/L [75], tot i que altres autors
determinen valors encara més baixos, al voltant de 2 ng/L [77, 78]. En alguns

treballs s’ha constatat que el llindar de percepcié sensorial varia depenent de si és
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un vi blanc o un vi negre, i determinen que és aproximadament de 10 ng/L en els

blancs i de 50 ng/L en els negres [79].

La cromatografia de gasos és la técnica utilitzada en la gran majoria dels métodes
desenvolupats per a la determinaci6 del TCA [77, 79-84]. En el control de qualitat,
pero, el nas electronic pot ser una bona alternativa a aquesta técnica de separaci6 a

causa de les seves caracteristiques de rapidesa i senzillesa en les analisis.

Es per aixo que, motivats per la preocupacié que genera en el sector enologic el
defecte aromatic “gust de suro”, es va plantejar el desenvolupament d'un métode
amb el nas electronic per a la determinacié del TCA, el principal compost

responsable d’aquest defecte.
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IV.3.1 Determinaci6é de TCA mitjancant HS-MS

Com ja s’ha comentat, les grans dimensions que ha adquirit el problema del
defecte aromatic del “gust de suro”, sén degudes en bona part als baixos llindars
de percepci6 sensorial que presenten els compostos causants d’aquest defecte, que
fan que una contaminacié molt petita (a nivells de ng/L) en el vi, ja pugui ser

detectada pel nas huma.

Aquest fet també dificulta la posta a punt de les metodologies d’analisi d’aquests
compostos, ja que aquestes cal que tinguin limits de deteccié6 molt baixos, per sota
del llindar de percepcié sensorial del compost en qiiestié. Aquest va ser un dels
handicaps més importants del treball que es presenta en aquest apartat i en el que
es va desenvolupar un metode rapid per a la determinacié de TCA en vins blancs
mitjangant el nas electronic HS-MS, aplicable al control de qualitat del vi. L’estudi
es va fer amb vins blancs per tal de comencar pel cas més senzill, ja que aquests

tenen una matriu molt menys complexa que la dels vins negres.

Aixi doncs, el primer pas en el desenvolupament del meétode va ser 1'optimitzacié
de totes les variables que afecten a la resposta per tal d’aconseguir la maxima
sensibilitat possible. Una vegada establertes les condicions optimes d’analisi, es va
analitzar un conjunt de vins addicionats amb TCA per tal de construir un model de
calibratge multivariant que permetés relacionar els espectres obtinguts en 'analisi
de les mostres amb la concentracié6 de TCA de les mateixes. Posteriorment, es va
validar externament el model amb un altre conjunt de vins diferents als utilitzats

en la seva construccio.

A continuaci6 es descriu tot el treball realitzat aixi com també es fa una discussié
dels resultats obtinguts. Al final d’aquest apartat s'inclou l'article que porta per
titol “Fast screening method for determining 2,4,6-trichloroanisole in wines using a
headspace-mass spectrometry (HS-MS) system and multivariate calibration” publicat a la

revista cientifica Analytical and Bioanalytical Chemistry, 376 (2003) 497-501, en que
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s’hi troba explicat de manera més detallada l'experimental dut a terme i els

resultats obtinguts.

Optimitzacid de variables

Un fet conegut és que la sensibilitat del detector d'MS quan es treballa en mode
SIM, és a dir analitzant un nombre reduit d"ions, és molt més gran que analitzant,
en mode scan, un rang ampli d’ions. Es per aquest motiu que en el plantejament del
treball es van seleccionar els ions del TCA que s’analitzarien. Els ions escollits
foren els de m/z 195, 197 i 210 que son els ions de I'espectre de masses del TCA

que presenten una major abundancia (figura IV .42).
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Figura IV.42. Espectre de masses del TCA.

Les condicions de formacié de l'espai de cap van ser les primeres que es van
optimitzar. Els parametres que es van considerar van ser la forca ionica, el volum
de mostra, la relacié entre el volum de mostra i el de l'espai de cap, la temperatura

i el temps d’extraccié. El criteri que es va adoptar a 'hora d’escollir les condicions
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Optimes, va ser obtenir la maxima abundancia dels ions seleccionats. Tots els
experiments duts a terme en 1'optimitzacié de les diferents variables es van fer amb

un vi blanc comercial addicionat amb 500 ng/L de TCA.

En l'optimitzaci6 del volum de mostra i la forga idnica es va partir de les
condicions optimes trobades en el treball anterior de diferenciaci6é de vins (apartat
IV.2.2), a les que s’hi van anar variant aquests dos parametres. Aquestes condicions
consistien en analitzar 5 mL de vi addicionats amb 0.58 g de NaCl en un vial de 10
mL tancat hemeticament amb un septum de silicona/PTFE. El vial es mantenia amb
agitacié durant 60 minuts a 65 °C per tal de que s’establis 1'equilibri dels compostos
volatils de la mostra entre el liquid i 'espai de cap. Pel que fa a la forca idnica, es
van dur a terme diversos experiments amb diferents concentracions de NaCl. Els
ions del TCA seleccionats presentaven la maxima abundancia quan es saturava la
mostra amb sal. En el cas del volum de mostra es van realitzar experiments amb
vials de 10 i 20 mL que sén els que permetia utilitzar el sistema de mostreig
automatic d’espai de cap de l'instrument utilitzat. De la mateixa manera que en el
treball anterior de diferenciaci6 de vins, els millors resultats es van obtenir

analitzant 5 mL de mostra en el vial de 10 mL.

Pel fet que el temps i la temperatura d’extracci6 sén dos parametres molt
relacionats entre ells, es va procedir de la mateixa manera que en treballs anteriors
optimitzant-los a la vegada mitjancant un disseny factorial de dos factors, a dos
nivells i amb un punt central. El grafic de la figura IV.43 mostra els cinc punts

experimentals assajats.

L’abundancia més gran dels tres ions del TCA es va obtenir en els experiments
duts a terme a 80 °C durant 120 minuts. Amb l’objectiu de reduir el temps d’analisi
de les mostres, es van assajar més punts experimentals entre 15 i 120 minuts pero
mantenint la temperatura a 80 °C. Els resultats mostraven que 1’abundancia dels
ions augmentava amb el temps perd que, a partir de 30 minuts, aquesta ja no

augmentava de manera significativa. Per tant, es va escollir 30 minuts com a temps
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optim d’extracci6. Cal remarcar, pero, que el sistema de mostreig automatic del nas
electronic utilitzat, permetia dur a terme una seqiienciacié en l'analisi de les
mostres, de manera que el temps real que tardava l'instrument en analitzar cada

mostra era tan sols de 10 minuts.

- 120 4

temps (minuts

15 -

45 60 80
temperatura (°C)

Figura IV.43. Disseny experimental dut a terme en I'optimitzacié
del temps i la temperatura d’extracci6.

De la mateixa manera que en estudis anteriors, la transferéncia dels analits del
sistema d’espai de cap estatic al detector d’'MS es va dur a terme mitjancant una
columna cromatografica. En el present treball, es va utilitzar la mateixa columna
analitica (HP-5MS) i les mateixes condicions de flux i temperatura que en l'estudi
anterior de diferenciacié de vins, en qué s’havien optimitzat aquestes condicions
per tal de que el temps de transferencia dels analits des del sistema d’espai de cap

a I'MS fos el minim.

Es va detectar, pero, que en els 5 minuts que durava la transferencia, hi havia una
certa separacié dels compostos menys volatils, com el TCA, de la resta de
compostos de més volatilitat entre els quals hi havia l'etanol. La figura IV.44
mostra el cromatograma obtingut, en mode scan i amb les condicions de

transferencia utilitzades, en 1'analisi d’un vi blanc addicionat amb TCA. En aquest
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s’indica, mitjangant linies discontinues, la regié cromatografica en que elueix el
TCA, tot i que juntament amb altres compostos a causa de la baixa eficacia de la

separacié que té lloc durant la transferéncia dels analits de 'HS a I'MS.

Es va comprovar que restringint el temps d’analisi dels tres ions seleccionats en
I'interval de 3 a 5 minuts, 'abundancia d’aquests ions augmentava un 20%
respecte 'abundancia obtinguda analitzant els tres ions durant els 5 minuts que
durava la transferéncia de tots els compostos. A més a més, el fet de no analitzar
'etanol, augmenta el temps de vida del detector ja que els dissolvents, en general,

danyen els filaments de la font d"ionitzacio.
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TCA + altres

Figura IV.44. Senyal obtingut en les condicions de transferéncia utilitzades i amb el detector
d’MS operant en mode scan.

Estudi de l'efecte de I'etanol

Tot i que l'efecte de l'etanol en la mesura de l'abundancia dels ions del TCA
s’havia eliminat restringint el temps d’analisi a I'interval de 3 a 5 minuts, aquest
compost volatil majoritari podia tenir un efecte també en el procés d’extracci6 a

causa de la seva gran concentracié en l'espai de cap de la mostra, respecte a la
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concentracié de TCA. Es per aquest motiu que es va dur a terme un estudi per tal

d’avaluar I'efecte de la concentracié d’etanol en la determinacié del TCA.

En aquest estudi es va utilitzar un vi blanc amb un contingut en etanol del 10.5%
v/v al que se li van addicionar diferents quantitats d’etanol per tal d’obtenir
mostres amb diferents graus alcoholics (10.5-14.0%) Aquestes mostres es van
addicionar també amb diferents quantitats de TCA (0.01-10 ug/L). En el grafic de
la figura IV.45, on es representa, per a cadascun dels ions monitoritzats, la seva
abundancia front la concentracié de TCA, es pot observar que, en tots els casos, a
I'augmentar la concentracié d’etanol disminueix el pendent de la recta. Fet que
demostra la influéncia de la concentracié d’etanol de la mostra en la determinaci6é

de TCA.

Una possible solucié a aquest problema podria ser construir un model de
calibratge multivariant per a la determinacié de TCA on estigués modelada també
la concentraci6 d’etanol. Es per aixd que es va repetir 'experiment anterior pero,
aquesta vegada, monitoritzant també dos ions de I'etanol (m/z 45 i 46). Tot i que
en els resultats obtinguts s’observava una disminucié de l'efecte de 'etanol, la
monitoritzacio dels dos ions d’aquest compost volatil majoritari implicava una
pérdua de sensibilitat, aproximadament del 50%, del senyal dels ions del TCA. Pel
fet que no es podia assumir aquesta pérdua de sensibilitat tan gran ja que
implicava un augment considerable del limit de deteccié del metode, es va optar
per incloure en el model la variabilitat produida pels diferents continguts d’etanol
que podien tenir els vins, utilitzant per a la seva construccié vins de diferent grau

alcoholic.
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Figura IV 45. Efecte de la concentraci6é d’etanol en la resposta dels
ions del TCA.

Construccio del model de calibratge

En la construccié del model de calibratge per a la determinacié de TCA en vins, es
van escollir vuit vins blancs de diferents origens i amb uns continguts en etanol
entre el 10.5 i el 12.0% v/v, que és el rang en que es troba el grau alcoholic de la

majoria de vins blancs comercials.
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En els diferents experiments que s’havien anat fent, s'observava en les analisis
exploratories de les dades que per sota de 0.1 pg/L no es distingien les mostres de
vi addicionades amb diferents quantitats de TCA. Aquest fet es pot observar en el
grafic d’scores de la figura IV.46 que correspon al PCA realitzat a les dades
obtingudes en I'analisi de mostres d'un mateix vi blanc addicionat amb diferents
concentracions de TCA en un interval entre 0.01 i 10 pg/L. El grafic mostra que el
primer component principal, que explica gairebé el 100% de la variabilitat total de

les mostres, no les diferencia segons el contingut de TCA quan aquest és inferior a

0.1 ng/L.

[0 10 pg/L
O 1pg/L
2000 A 0.5pg/L
0.1ug/L
< 0.05 pg/L
0 0.01 pg/L

F2 (0.01% var.)

1000

0 5 10
F1 (99.98% var.)

Figura IV.46. Grafic d’scores del PCA de mostres de vi blanc amb diferents
concentracions de TCA.

Conclusions semblants es van extreure dels resultats obtinguts en la validacié
interna (cross-validation) del model PLS de calibratge multivariant construit amb
aquestes mateixes dades. Aquests resultats mostraven que per sota de 0.1 pg/L no
hi havia una correlacié entre els valors de concentracié de TCA addicionats a les

mostres i els valors predits pel model.
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Per tant, es va construir el conjunt de calibratge amb mostres de vi blanc
addicionades amb TCA en un interval de concentracions entre 0.11i 10 pg/L. Abans
de preparar les mostres, perd, es va comprovar mitjangant un metode
cromatografic (HS-SPME-GC-ECD) posat a punt al nostre laboratori [81], que els
vins escollits no contenien TCA per sota del limit de detecci6 d’aquest metode, que

erade 0.9 ng/L.

Amb les dades obtingudes en 'analisi de les mostres del conjunt de calibratge, es
va construir un model PLS. El grafic de la figura IV.47 mostra la representacio dels
valors de concentracié de TCA predits pel model en una validacié creuada del
mateix front els valors reals, que en aquest cas corresponien a les concentracions de
TCA addicionades a les mostres. Es pot observar en el grafic que existeix una bona
correlaci6 entre aquests dos valors per cadascuna de les mostres, ja que els punts
s’ajusten a una recta de pendent la unitat i ordenada a l'origen zero. La bona
concordanga entre els valors reals i els predits pel model, la confirma també el

coeficient de correlaci6 (r) obtingut que va ser de 0.98.
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Figura IV.47. Concentracions de TCA predites pel model front
concentracions de TCA de les mostres de calibratge.
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L’exactitud del model, expressada com l’arrel quadrada de l'error mitja de
validaci6 creuada (RMSECV), va ser de 0.48 pg/L (16% en termes relatius), la qual
es pot considerar acceptable als baixos nivells de concentracié que es determinen
amb el metode desenvolupat. La precisié intermitja del metode, expressada com
I'error estandard de validacié creuada (SECV), va ser també de 0.48 ng/L ja que el

biaix era practicament zero.

L’estimacio del limit de detecci6 del meétode es va fer mitjancant 1’analisi de 10
mostres en blanc, que consistien en mostres de vi amb un contingut en TCA per
sota del limit de detecci6 del metode cromatografic (0.9 ng/L). La desviacio
estandard dels valors de concentraci6 de TCA predits pel model d’aquestes
mostres en blanc, es va multiplicar per un factor que tenia en compte una
probabilitat de cometre un error o o un error B del 10%. El limit de detecci6

resultant va ser de 0.2 pg/L.

Validacié del model de calibratge

El model es va validar externament mitjancant un conjunt de mostres diferents a
les utilitzades per a la construccié del mateix. A causa de que no es disposaven de
mostres reals de vi blanc contaminades amb TCA, es van preparar les mostres per
a la validacié del model addicionant diferents quantitats de TCA a vins blancs. Les
mostres del conjunt de validaci6 es van analitzar mitjancant el meétode
cromatografic (HS-SPME-GC-ECD) [81] per tal de determinar exactament la seva
concentraci6 de TCA. La taula IV.7 mostra els valors de concentracié obtinguts
amb el metode de referéncia i els predits pel model PLS. La mostra E es va excloure

del conjunt de validacié perque es va detectar que era un outlier.
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Mostra Valor de referéncia Valor predit
(ng/L) (ng/L)
A 0.31 (0.04) 0.31 (0.32)
B 0.61 (0.06) 0.71 (0.34)
C 0.83 (0.08) 1.20 (0.53)
D 1.34 (0.14) 1.40 (0.51)
E 7.73 (0.85) 5.38 (0.18)
F 2.98 (0.32) 4.23 (0.26)
G 5.45 (0.59) 5.04 (0.24)
H 6.60 (0.72) 8.06 (0.73)
I 5.32 (0.58) 442 (0.12)
J 2.03 (0.21) 2.41 (0.42)

Taula IV.7. Resultats de la validaci6 externa (incerteses entre
parentesis).

En aquest cas, I'exactitud de les prediccions (RMSEP) dutes a terme amb el model
va ser de 0.74 pg/L (25% en termes relatius). Tot i que aquest valor és una mica
més elevat que el valor obtingut amb la validacié creuada, es pot considerar
acceptable ja que és inferior al valor teoric predit per I'equacié de Horwitz a aquest

nivell de concentraci6, que és del 38%.

A partir de la desviaci6 estandard de les analisis per duplicat que es van fer de les
mostres del conjunt de validaci6, es va calcular la repetitivitat del métode. Aquesta

va ser de 0.31 ng/L, que correspon a una desviaci6 estandard relativa del 9.4%.

Utilitzant 1'expressié proposada per Faber i Bro [85], es va calcular, per a
cadascuna de les mostres del conjunt de validacid, la incertesa del valor de

concentracié de TCA predit pel model (taula IV.7). En la majoria dels casos, els
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valors de referéncia (concentracié determinada amb el métode cromatografic) es
trobaven dins de l'interval marcat pel valor predit pel model PLS i la seva
incertesa. Com era d’esperar, els valors d’incertesa més grans els presentaven les

mostres que tenien un contingut en TCA proper al limit de deteccié del metode.

En aquest treball s’ha demostrat que amb el nas electronic H5-MS, mitjangant les
técniques de calibratge multivariant, es poden desenvolupar meétodes per a la
quantificaci6 de compostos d’interes, tot i que estiguin a nivells de concentracié
baixos. Si es comparen els parametres de qualitat del métode obtingut amb el nas
electronic amb els de metodes cromatografics [77, 79-81], els d’aquests tltims sén
millors pel que fa a l'exactitud, la repetitivitat i també els limits de deteccié. No
obstant aixo, els metodes cromatografics classics no poden competir amb el nas
electronic en termes de rapidesa i senzillesa de les analisis, dues caracteristiques
molt valorades en el control de qualitat. Mentre que el temps d’analisi dels
meétodes cromatografics és com a minim de 30 minuts, el temps d’analisi del
metode desenvolupat en aquest estudi és de 10 minuts. A més, la preparacié de

mostra consisteix tan sols en 1’addicié de sal.

El metode desenvolupat, pero, presenta una limitacié important pel que fa a la
seva aplicaci6 al control de qualitat de vins: el limit de detecci6. Tot i que el valor
del limit de deteccié aconseguit és molt baix (0.2 pg/L), aquest no és suficient ja
que és superior al llindar de percepci6 sensorial del TCA en el vi. Per tant, un nou
repte en aquesta mateixa linia de treball, era aconseguir un metode amb un limit

de detecci6 inferior al llindar de percepcié sensorial del TCA.

A continuaci6 s’inclou I'article cientific que porta per titol “Fast screening method for
determining 2,4,6-trichloroanisole in wines using a headspace-mass spectrometry (HS-MS)
system and multivariate calibration” en el qual s’hi troba, de manera detallada,
I'experimentacié duta a terme en el desenvolupament d’aquest metode de
determinacié del TCA mitjancant el nas electronic, aixi com també els resultats

obtinguts.
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Abstract The system based on coupling a headspace
sampler to a mass spectrometer (HS-MS), which is con-
sidered one kind of electronic nose, is an emergent tech-
nique for ensuring and controlling quality in industry. It
involves injecting the headspace of the sample into the
ionization chamber of the mass spectrometer where the
analytes are fragmented. The result is a complex mass spec-
trum for each sample analyzed. When several samples are
analyzed the data matrix generated is processed with
chemometric techniques to compare and classify the sub-
stances from their volatile composition, in other words, to
compare and classify their flavor. So far, information from
electronic nose applications has mainly been qualitative.
In this paper we present a quantitative study that uses a
multivariate calibration. We analyzed several white wines
using HS-MS to determine 2.4,6-tricholoranisole (TCA).
This is an off-flavor that is a serious problem for the wine
industry. The method is simple because it does not require
sample preparation, only addition of sodium chloride be-
ing necessary for sample conditioning. Also, it provides a
fast screening (10 min/sample) of the quantity of TCA in
wines at ultratrace (sub pg L) levels.

Keywords Wine - Off-flavour - 2 4,6-Trichloroanisole -
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Introduction

Since the first articles about electronic noses were pub-
lished in the 1980s [1], there has been much more research
into achieving a fast, objective system for evaluating aro-
mas. Many companies are becoming increasingly inter-
ested because of the limitations of the techniques that are
currently available. Sensory analysis by a panel of trained
judges, which is the most common aroma-evaluation tech-
nique, has a number of disadvantages. For example, it is
subjective and repeatability of the panelists is poor.

Today, several electronic nose systems are available.
Most are based on gas-sensor technology [2, 3, 4, 5]. A
few years ago, a new type of electronic nose based on
mass spectrometry (MS) was developed [6]. With this in-
strument, the volatile compounds of the sample are intro-
duced into the mass spectrometer with no prior separa-
tion, so that a complex mass spectrum is obtained. The
data matrix generated after analyzing several samples is
treated with multivariate analysis techniques.

In wine research, only a few studies have been done
with electronic noses [7, 8, 9, 10, 11]. This is mainly be-
cause major compounds of the headspace of the sample,
e.g. ethanol in alcoholic beverages, cause interference in
the gas sensor. This limitation does not exist with HS-MS5S
electronic noses. HS-MS therefore seems to have great
potential for controlling the quality of wines and other al-
coholic beverages.

In the wine industry, a serious off-odor problem that
causes huge financial losses every year is cork taint[12,
13]. This off-flavor, generally perceived as a musty, earthy
and moldy aroma, is mainly associated with the use of cork
stoppers. Several compounds have been identified as pos-
sible contributors to cork taint, but 2 4 6-trichloroanisole
(TCA) is the major impact component [14]. In fact, the prob-
lem is so great mainly because of the extraordinarily low
sensory threshold of this compound — around 50ng -1 in
red wines and 10 ng L in white wines [15]. Gas chromatog-
raphy, after extraction and preconcentration of the sample,
is the most common technique for determining TCA[135,
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16, 17, 18, 19, 20, 21]. In quality control, however, elec-
tronic nose systems are a good alternative to chromato-
graphic analysis because the analysis is quick and simple.
This technology has already been used to qualitatively dis-
criminate between acceptable aroma and unacceptable taint
in cork stoppers [22].

In this study we developed a simple, quick, and au-
tomatable method for determining TCA in white wines us-
ing an HS-MS electronic nose and multivariate calibration.

Experimental

2.4 6-Trichloroanisole (CAS number: [87-40-1]) was supplied by
Aldrich (Beerse, Belgium) with a purity of over 99%. HPLC-grade
ethanol absolute and reagent-grade sodium chlonde were used.

We prepared three stock solutions of about 1000 mg L1 (932,
1192 and 1432mg L1 were the exact concentrations) of TCA
ethanol and stored them at 5°C. We also prepared three standard
solutions of around 1mg L (A1, A2 and A3) and three standard
solutions of around 100pgL-! (B1, B2 and B3) by diluting the
stock solutions in ethanol. We prepared calibration samples by
adding different amounts of the corresponding standard solutions
in a concentration range between 0.09 and 1432 ug L' of TCA 1o

eight commercial white wines of different origin and different
ethanol content (10.5, 11.0, 11.5 and 12.0% v/v). We chose solu-
tions Al-A3 and B1-B3 allcmalcly to detect systematic errors in
sample preparation. Before preparing the calibration samples, we
analyzed wines by a chromatographic method (HS-SFME-GC-
ECD) that we developed and validated in-house [18]. Our results
showed the absence of TCA above the detection limit of this
method (0.9 ng L-*). We built a validation set using ten more com-
mercial white wines, which were also spiked with TCA in the
same interval as the calibration samples.

All amalyses were carried out on a HS-MS eleciromc nose com-
posed of a Hewlett—Packard 7694 headspace sampler, a Hewlet—
Packard 6890 gas chromatograph and a Hewlett—Packard 5973
quadrupole mass spectrometer. The chromatographic column was
basically to transfer the volatiles to the MS, not to resolve chro-
matographic peaks.

In the optimized conditions, 5 mL of sample and 1.46 g of NaCl
were placed in a 10-mL vial that was hermetically sealed with a
PTFE/silicone septum. The sample was thermostatied for 30 min at
807°C under constant stirring.

Afterwards, the headspace of the sample was introduced into
the injection port of the gas chromatograph. The loop and transfer
line temperatures were 93 °C and 110°C, respectively, and the pres-
surization and ijection times were (.30 and 0.60 min, respectively.
Chromatographic injection was made in splitless mode for 1.6 min

Fig.1 Chromatogram ob-
tained in scan mode

70000

Ahundance

SO000

at 200°C using an mlet of 1.5 mm i.d. We used an HP-5MS chro-
matographic column (30 me<0.25 mm i.d., 0.25 pm film thickness)
with an oven temperature program of 70°C (1 min) at 70 min~* to
180°C [25 mm} The carrier gas was helium with a flow-rate of
1.8 mL mim

Mass ‘specl.rn were recorded by electronic impact (EI) 1oniza-
tion at 70V and with an electron multiplier voltage of 2694 V.
The analyses were done in selected-ion monitoring (SIM} mode
and the fragment ions 195, 197 and 210 were monitored. The mea-
surements were taken with a dwell tme of 100ms per ion. The 1on
source and mass quadrupole temperatures were 230°C and 150°C,
respectively. The software we used for multivariate analysis was
Pirouette 2.6 from Infometrix {Woodinville, WA, USA).

Results and discussion

As the sensory threshold of TCA is very low (ng L level),
we studied several experimental parameters to achieve the
highest sensitivity. We performed the experiments with a
commercial white wine spiked with 300ngL-! of the tar-
get analyte. Our criterion for obtaining the optimal condi-
tions was the abundance of the TCA ions monitored.

Adding a salt to the sample can modify the headspace
composition. The first parameter we examined, therefore,
was ionic strength. Different amounts of sodium chloride
were added to 5mL of sample and then, in the extraction
process, the vials were shaken for 60 min at 65 °C. The re-
sults were best when the sample was saturated with salt.

Other important parameters that affect the headspace
composition are the extraction time and the extraction
temperature. As these are closely related, we studied them
simultaneously. We therefore carried out a two-factor two-
level factorial design with a central point [23]. The tem-
perature and time levels tested were 45 and 80 °C and
15 and 120 min. The optimal conditions were 80 °C and
120 min. We could not check more experimental points at
higher temperatures because of wine degradation, but we
performed other experiments to reduce the time of analy-
sis. The new set of experiments was carried out in the time
interval of 15-120 min, while the temperature was kept at
80 °C. Results at extraction times of 30 and 120 min were
the same, so we chose the shortest time.

As we have explained in the experimental section, the
function of the chromatographic colurmn was only the trans-

TCA + other compounds

4.50
Time
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fer of the volatile compounds to the mass detector, not to
resolve chromatographic peaks. With the chromatographic
temperature program used, in only 5min we were able to
transfer all the compounds to the detector, with minimum
separation. If this approach is compared with classical de-
termination methods, where a good resolution of the chro-
matographic peaks is required, the time saving that it of-
fers is very important. Also, and because TCA is less
volatile than other compounds in the sample headspace,
this minimum separation was enough to separate the TCA
and the other low volatility compounds from the high
volatility compounds such as ethanol. Figure 1 shows the
region of the chromatogram where TCA elutes together
with other compounds. The mass spectra were recorded in
a chromatographic time range between 3 and 5 min. In this
way, the MS signal increased by 20% and the detection
limit of the method improved significantly. Furthermore,
if the acquisition of spectra starts when the ethanol has
eluted, the detector life increases because it is well-known
that the sclvents damage the filament.

Another strategy for achieving a better sensitivity was
the use of the mass spectrometer in SIM mode. We chose
three ions of TCA with high abundance (m/z 195, 197 and
210). Figure 2a shows the mass spectrum of TCA. How-

4.5 50
Time

ever, wine has other compounds that can also give the same
fragment ions as those selected. This can be observed in
Fig. 2b where the chromatogram of a real wine in SIM
mode is shown. Multivariate calibration can handle these
interferences avoiding the use of conventional time-con-
suming chromatographic analysis.

Ethanol is the major volatile component in wine, so it
is reasonable to think that it may interfere in the extraction
process. To evaluate how the content of ethanol affects the
analysis, we used the optimized method to analyze a
white wine (10.5% v/v) spiked with different amounts of
ethanol and different amounts of TCA. Figure 3 shows the
abundance of fragment ion 195 vs TCA concentration.
Clearly, when the ethanol content increases, the slope of
the graph decreases. The same behavior was found for the
other two ions monitored. We can conclude, therefore,
that ethanol interferes in the determination. In a second ex-
periment, as well as the three ions of TCA, we monitored
two ions of ethanol (m/z 45 and 46) in order to model the
alcoholic content. The results from multivariate calibra-
tion using partial least squares (PLS) were slightly better
in terms of average precision, but sensitivity decreased by
50%. As interference by ethanol could not be avoided with-
out a loss of sensitivity, to prepare the calibration samples
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Fig.4 TCA concentrations predicted by the PLS model vs TCA
concentrations present in the calibration samples

we chose wines whose aleohol content ranged from 10.5
to 12.0% wvfv. In this way, all the variability was included
in the model because these values are typical for most
commercial white wines.

We built a PLS model using the three ions of TCA
monitored as independent variables and TCA concentra-
tion as dependent variable. Calibration data comprised a
matrix of spectra (40 samplesx3 variables) and a vector of
40 TCA concentrations. Original data were mean-centered
before we ran the PLS algorithm. In the preliminary mod-
els, four samples were detected as outliers and were there-
fore removed. The final PLS model was cross-validated
by the classic leave-one-out procedure [24]. Figure 4 shows
that there was a good fit between the concentrations pre-
dicted by the final one-factor PLS model and the concen-
trations of TCA in the calibration samples.

Table 1 shows the parameters of the PLS model. The
accuracy of the model, expressed in terms of root mean
squared error of cross-validation (RMSECV) was 0.48pug L'
(16% in relative average terms), which is quite acceptable
at these concentration levels. We checked bias by building
a joint confidence interval of the slope and the intercept of

Table 1 Parameters of the PLS model

Calibration Walidation
Slope 0.99 0.98
Intercept 004 0.05
r 0.993 0.992
RMSEC 044ugl-t -
RMSECV - 048 gLt
SECV = 048 ug Lt
Bias MNon-sigmficant Non-sigmficant
Table2 Resulis of 1 validation (; given in brack-
ets)
Sample  Reference value (ugl™) Predicted value (pg L™
A Q.31 (0.04) 0.31 (0.32)
B 0.61 (0.06) 0.71 (0.34)
C 0.83 (0.08) 1.20 (0.53)
D 1.34 (0.14) 1.40 (0.51)
E 7.73 (0.85) 5.38 (0.18)
F 298 (0.32) 4.23 (0.26)
G 545 (0.59) 5.4 (0.24)
H 6.60 (0.72) B.06 (0.73)
1 532 (0.58) 442 (0.12)
I 2.03 (0.21) 241 (0.42)

the concentration found vs concentration added regression
line [25]. The bias was not statistically significant at a
95% confidence level either for the calibration set or for the
validation set. The intermediate precision of the method,
estimated as the standard error of cross-validation (SECV)
was 0.48 pg L.~ (equal to RMSECV because the bias was
practically zero). We calculated repeatability — 0.31 pg L7
(9.4% in relative average terms) — from duplicate analysis
of the samples of the extemal validation set. Finally, we
calculated the limit of detection (LOD) by analyzing
10 blank samples — i.e. samples with a TCA content be-
low the detection limit of the chromatographic method [18]
— with the final PLS model. The standard deviation of the
predicted TCA concentrations was multiplied, in accor-
dance with TUPAC recommendations [26], by a coverage
factor that took into account o and b probabilities of error.
The LOD for a=P=10% was 0.2 pg L1,

The calibration model was also extemally validated us-
ing a new set of samples. The TCA concentration of these
samples was determined by the chromatographic method
(HS-SPME-GC-ECD), which was considered as an inter-
nal reference method [18]. Table 2 shows the concentration
values found with the reference chromatographic method
and the concentration values predicted by the model. We
excluded sample E from the prediction set because it was
detected as an outlier. The accuracy of the predictions,
evaluated as the root mean square error of prediction
(RMSEP), was 0.74 ng L-! (25% in relative average terms).
This value may be considered acceptable at the average
concentration level of the predicted samples and is appre-
ciably lower than the theoretical precision predicted by
the Horwitz equation (38%) for the same concentration
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level. Table 2 shows the individual predicted concentra-
tions of the external validation set, together with their un-
certainties, which were determined using the expression
proposed by Faber [27]. We can see that the predictions
were fairly good and in most cases the predicted values lie
within the interval of the reference value funcertainty. As
expected, the predictions of samples whose TCA content
was close to the limit of detection have the largest relative
uncertainties. However, the cross-validation results (Fig. 4)
are slightly better than the external validation results. This
could be attributed to the higher number of samples used
in the cross-validation.

The performance parameters of the classical chromato-
graphic methods [15, 16, 17, 18] are slightly better than
the ones for the method developed. The accuracy and re-
peatability of chromatographic methods found in the liter-
ature are around 10% and 5%, in relative average terms,
respectively. However, an important improvement provided
by the proposed method is the speed of the analysis.
Whereas the mass spectrum of each sample is obtained in
only 5min, the chromatographic time of the classical meth-
ods is more than 30 min, despite use of a selective detec-
tor. On the other hand, the analytical method developed is
very simple since it is only necessary to add sodium chlo-
ride to the sample. So, because of the speed and the sim-
plicity of the technigue, this method can be very useful in
quality control of wines. The limit of detection of the pro-
posed method is higher than the sensory threshold of TCAL
However, this limitation could be solved by using extrac-
tion techniques with a larger capacity of concentration.
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Conclusions

We have shown that the HS-MS electronic nose can be
used satisfactorily in quantitative analysis, even at very
low levels of concentration. Although the limit of detec-
tion is higher than the sensory threshold of TCA, this can
be a very useful method for screening wines whose TCA
content is above 100ngL-1. Moreover, as it is quick and
simple, it is also suitable for controlling wine quality.

We are currently studying whether solid-phase microex-
traction (SPME) can be used instead of the static headspace
as the extraction and preconcentration technique. Our aim
is to reach a lower limit of detection than the sensory
threshold of TCA. SPME may be suitable for this applica-
tion because it has a large capacity of concentration and
because it requires little sample preparation.
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IV.3.2 Determinaci6é de TCA mitjancant HS-SPME-MS

El baix llindar de percepcié sensorial del TCA comporta establir metodologies per
a la seva analisi que tinguin limits de deteccié molt baixos. En el métode que es va
posar a punt amb el nas electronic HS-MS, tot i que es van optimitzar totes les
variables per tal d’obtenir la maxima sensibilitat possible, no es va aconseguir un
limit de detecci6 inferior, o del mateix ordre, que el llindar de percepcié sensorial

d’aquest compost (10-50 ng/L).

Una manera d’obtenir amb el nas electronic un metode amb una major sensibilitat,
és utilitzant com a sistema de mostreig una técnica de pretractament que, a més a
més d’extreure els analits d'interés de la matriu de la mostra, dugui a terme també
una concentraci6 dels mateixos. Com ja s’ha comentat reiteradament, un dels
inconvenients de la técnica de I'espai de cap estatic, que és la que s’utilitza en el
nas electronic HS-MS com a sistema de mostreig, és que amb aquesta no es duu a
terme una concentracié dels analits de la mostra, la qual cosa suposa una limitaci6
important quan els analits es troben a concentracions molt baixes, com és el cas del

TCA.

La microextracci6 en fase solida (SPME) és una teécnica de pretractament que
permet dur a terme tant I'extraccié com la concentracié dels analits presents a
I'espai de cap de la mostra i, a més a més, de manera simultania, tal i com s’ha
comentat anteriorment. Aquesta caracteristica, que fa que sigui una técnica senzilla
i rapida, juntament amb el fet que és facilment automatitzable, la converteixen en
una tecnica idonia per a ser utilitzada com a sistema de mostreig d'un nas
electronic. Aquesta técnica d’extracci6, que ha estat ampliament descrita en el
primer apartat del capitol 1II, ja s’havia utilitzat en diverses aplicacions com a
sistema de mostreig d"un nas electronic i amb resultats forca satisfactoris [17-19, 43,

67].

En aquest treball es presenta el desenvolupament d'un metode per a la

determinacié del TCA amb el nas electronic pero utilitzant I'SPME com a técnica
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de pretractament (HS-SPME-MS), enlloc de la técnica de I'espai de cap estatic, amb
l'objectiu d’aconseguir un metode amb un limit de deteccié inferior al llindar de

percepcié sensorial del TCA.

Materials i metodes

En aquest estudi es van utilitzar 8 vins negres comercials, 5 pel conjunt de
calibratge i 3 pel conjunt de validaci6, cadascun dels quals es va addicionar amb
diferents concentracions de TCA, entre 5 i 100 ng/L. Els vins es van escollir amb
diferent grau alcoholic per tal d’incloure en el model la variabilitat produida per
aquest compost volatil majoritari, ja que, en un metode cromatografic
desenvolupat al nostre laboratori en el que s'utilitzava 'SPME com a tecnica
d’extracci6é [81], s’havia constatat que el contingut d’etanol del vi influia en

'eficiencia d’extraccioé del TCA.

Abans de preparar les mostres, pero, es van analitzar els 8 vins mitjantcant aquest
metode cromatografic (HS-SPME-GC-ECD) [81], el qual ja s’havia utilitzat en
I'estudi anterior, per tal de determinar si els vins contenien TCA. En cap cas, el
contingut de TCA d’aquest conjunt de vins va ser superior al limit de deteccié del

metode cromatografic (0.9 ng/L).

Per a la preparaci6 de les mostres de vi addicionades amb TCA, es van elaborar
tres solucions mare en etanol de 932, 1140 i 988 mg/L de TCA. El motiu de
treballar amb aquestes tres solucions mare de TCA independents, va ser per
detectar possibles errors sistematics en la preparacié de les mostres de calibratge.
Per diluci6 d’aquestes solucions en etanol, es van obtenir solucions
d’aproximadament 1 mg/L a partir de les quals es van obtenir solucions de 10
pug/L i1 pg/L. Aquestes tdltimes van ser les utilitzades en la preparacié de les

mostres, tant de calibratge com de validaci6, que va consistir en l'addicié de

330



Analisi de I'aroma mitjancant el nas electronic

diferents quantitats d’aquestes solucions als diferents vins i utilitzant, de manera

alterna, cadascuna de les tres solucions.

Les analisis es van dur a terme amb el nas electronic basat en I'MS pero, a
diferéncia de tots els treballs duts a terme fins al moment, es va utilitzar 'SPME
com a sistema de mostreig. La transferéncia dels compostos des del sistema de
mostreig fins al detector, igual que en altres ocasions, es va fer mitjangant una

columna cromatografica.

L’extracci6 del TCA amb I'SPME es va dur a terme utilitzant un métode que ja
havia estat posat a punt al nostre laboratori [81] i en el que s’havien optimitzat les
condicions d’analisi per tal d’obtenir la maxima eficiencia en I'extraccié d’aquest
compost. Segons aquest metode d’extraccié, 20 mL de vi i 58 g de NaCl
s’introduien en un vial de 50 mL de capacitat el qual es tancava hérmeticament
amb un septum. El vial es deixava dins d’un bany termostatitzat a 25 °C durant 15
minuts i amb agitacié magnetica de la mostra per tal de que s’establis 1'equilibri del
compost entre el liquid i 'espai de cap. Un cop passat aquest temps, s’exposava
una fibra de polidimetilsiloxa (PDMS) a l'espai de cap de la mostra durant 30
minuts per tal que es produis I'absorcié de 1'analit a la fase estacionaria de la fibra.
Després del temps establert, es retirava la fibra del vial i s’exposava durant un
minut a l'injector del cromatograf de gasos on hi tenia lloc la desorcié termica dels

analits retinguts per la fibra a una temperatura de 250 °C.

La transferéncia dels analits des de I'injector fins al detector es va dur a terme amb
una columna analitica HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) de Hewlett-Packard i
aplicant la segtient programacié de temperatura: 70 °C (1 min), 70 °C/min fins a

180 °C (2.5 min). El gas portador era Heli amb un flux de 1.8 mL/min.

La fragmentacié dels analits a I'espectrometre de masses es va dur a terme per
impacte electronic a 70 eV. Les analisis es van fer en mode SIM i seleccionant els
segtients ions: 62, 97, 109, 167, 169, 195, 197, 210 i 212 m/z. Les temperatures de la

font d’ionitzacié i del quadrupol van ser de 230 °C i 150 °C, respectivament.
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Per a l'analisi multivariant de les dades es va utilitzar el software informatic
Pirouette 2.6 d'Infometrix (Woodinville, WA, USA) i el Unscrambler 9.0 de CAMO
(Oslo, Noruega). La técnica de calibratge multivariant utilitzada va ser el PLS,

després de dur a terme un centrat de les dades.

Optimitzacio del nombre de variables independents

Abans de construir el model de calibratge definitiu, es van dur a terme uns estudis
preliminars amb un vi negre addicionat entre 10 i 100 ng/L de TCA, per tal
d’estudiar la capacitat de I'instrument HS-SPME-MS en modelar la concentracié de
TCA a aquest nivell de concentracions. En un primer estudi, en el que es van
analitzar els mateixos ions del TCA que en el treball anterior, es va observar que
I'error mitja de predicci6 del model PLS era molt elevat (del 50% en termes
relatius). No obstant aixo, el senyal de I'instrument (abundancia dels ions) era molt
més gran que el que s’obtenia amb l'instrument HS-MS. Aquest fet feia pensar que
la baixa capacitat de prediccié del model potser era deguda a que tres ions no era
un nombre suficient per a modelar la concentracié de TCA. Cal tenir en compte
que amb I'SPME, a la vegada que s’obté una major extraccié6 del TCA, també pot
augmentar l'extraccié de compostos interferents, és a dir, compostos que en la seva

fragmentaci6 produeixin algun dels ions del TCA.

Amb I'objectiu de trobar el nombre d’ions que millor modelaven la concentracié de
TCA, es van fer un seguit d’experiments en els que s’analitzaven un nombre
diferent d’ions d’aquest compost (3, 6, 9 i 12 ions). Amb les dades obtingudes en
cadascun dels experiments, es va construir un model PLS. La taula IV.8 mostra, per
a cadascun dels models, el coeficient de correlacié obtingut entre els valors de
concentracié de TCA reals de les mostres i els valors predits pel model PLS en una
validaci6 creuada del mateix. Tal i com es pot observar, el coeficient de correlacié
del model que es va construir amb tres ions era molt baix, la qual cosa indicava que

aquest model tenia molt poca capacitat de prediccié del contingut de TCA de les

332



Analisi de I'aroma mitjancant el nas electronic

mostres. Al augmentar el nombre d’ions augmentava la correlacié entre els valors
reals i els predits pel model. A partir de 9 ions, pero, el valor que s’obtenia d’aquest
coeficient era del mateix ordre i, a més, ja es podia considerar adequat. Per tant, en
la metodologia a seguir, es va determinar analitzar els 9 ions del TCA que

apareixen a la taula.

N° d’ions Ions del TCA analitzats r
3 195,197, 210 04
6 167,169, 195, 197, 210, 212 0.6
9 62, 97,109, 167, 169, 195, 197, 210, 212 0.9
12 62, 97,109, 167,169, 171, 195, 197, 199, 210, 212, 214 0.9

Taula IV.8. Coeficient de correlacié entre els valors reals i els predits pels models PLS
construits amb diferent nombre d’ions.

Construccié del model de calibratge

Per a la construccié del model es van analitzar un conjunt de 47 mostres que
corresponien a 5 vins negres addicionats a diferents concentracions de TCA (entre
51100 ng/L). En el primer model PLS que es va construir es va detectar que els
valors de prediccié de les mostres addicionades amb 5 ng/L de TCA presentaven
un error molt gran i, per tant, es van eliminar del conjunt de calibratge. A més,
també van ser excloses 8 mostres que es van detectar com a discrepants. La taula
IV.9 mostra els parametres de calibratge i de validacié creuada del model PLS

final, que va ser construit amb 5 factors.
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Calibratge Validaci6 creuada
Pendent 0.9 0.8
Ordenada a I'origen 7.6 8.9
T 0.93 0.90
RMSE 11 ng/L (19%) 13 ng/L (23%)
SE 11ng/L 13ng/L

Taula IV.9. Parametres del calibratge i de la validacié creuada del model
PLS optim. RMSE: arrel quadrada de I’error mitja; SE: error estandard.

El nombre optim de factors va ser determinat a partir dels resultats de validacié
creuada de models construits amb un nombre diferent de factors, escollint aquell

que proporcionava un model amb un menor error mitja de prediccié (RMSECV).

Els valors dels coeficients de correlacié (r), tant de calibratge com de validacié
creuada, indicaven un bon ajust entre les concentracions de TCA reals de les
mostres i les predites pel model. Aquesta correlaci6 es pot observar en el grafic de
la figura IV.48 on es mostra la concentracié de TCA predita pel model en una
validacié creuada del mateix, front la concentraci6 de TCA addicionada a les

mostres, és a dir, la real.

Tot i que el ntivol de punts s’ajustava a una recta de pendent la unitat i ordenada a
l'origen zero, la qual s’indica en el grafic mitjancant punts discontinus, la dispersié
de les mostres era forga important. L’exactitud obtinguda, expressada com I'arrel
quadrada de l'error mitja de validacié creuada (RMSECV), va ser de 13 ng/L, que
en termes relatius corresponia a un 23%. Tot i ser un valor elevat, es pot considerar

acceptable als nivells de concentraci6 tan baixos (ng/L) en que s’estava treballant.
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Figura IV.48. Concentracié de TCA predita pel model en la validacié creuada
front concentracié de TCA addicionada a les mostres.

Es va comprovar I'abséncia de biaix mitjancant un test conjunt del pendent i
I'ordenada a l'origen. Tant pels valors predits en el calibratge com en la validacié

creuada, es va obtenir que el biaix no era estadisticament significatiu a un nivell de
confianca del 95%.

El limit de detecci6 del métode es va calcular a partir de les mostres del conjunt de
calibratge amb l’addici6 més petita de TCA (10 ng/L) i aplicant la segiient

expressié matematica [86]:
LD =k-RMSEC- ,/1+h,
On k és I'estadistic que té en compte I'error a i 'error B, 'RMSEC és I'error mitja

de calibratge i h; és el valor mitja del leverage de les mostres de 10 ng/L, és a dir, la

distancia d’aquestes mostres al centre del model.

El limit de detecci6 que es va obtenir, tenint en compte una probabilitat del 10%

tant d’error a com d’error B, va ser de 30 ng/L. Aquest valor, tot i estar dins del
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rang de concentracions escollit per a construir el model, és inferior al llindar de
percepci6 sensorial del TCA en vins negres, el qual s’estima que es troba al voltant

de 50 ng/L.

Validacié del model de calibratge

Una vegada construit el model, aquest es va validar externament mitjangcant un
conjunt de mostres diferents a les utilitzades per construir-lo. Aquestes mostres, les
quals es van analitzar per triplicat, eren vins negres addicionats amb diferents
concentracions de TCA entre 30 i 100 ng/L. Abans, pero, de la seva analisi amb el
nas electronic, les mostres del conjunt de validacié van ser analitzades mitjangant
el metode cromatografic de referencia (HS-SPME-GC-ECD) [81] per tal de

determinar exactament la seva concentracio.

La taula IV.10 mostra, per a cadascuna de les mostres del conjunt de validacio, la
concentracié de TCA determinada pel métode de referéncia i la predita pel model
PLS. En aquest cas, I'exactitud obtinguda, expressada com a RMSEP, va ser de 13
ng/L (22.3% en termes relatius), valor molt semblant a I'obtingut amb la validacié

creuada.

Cal tenir en compte, perd, que en aquest cas les mostres s’havien analitzat per
triplicat i, per tant, els valors de predicci6 que es mostren a la taula IV.10
corresponien a les prediccions obtingudes amb la mitjana dels tres espectres. Si
enlloc de fer les prediccions amb la mitjana dels espectres dels triplicats es
predeien les repliques individualment, 'RMSEP augmentava de manera
considerable fins a 17 ng/L (27% en termes relatius). Aquest fet indicava una
important variabilitat en les mesures, la qual ja s’havia constatat en la construccié
del model. La repetitivitat obtinguda del metode, calculada a partir de la desviaci6
estandard de les prediccions dels triplicats de les mostres de validaci6, va ser del

16%. Per tant, una bona part de I'error mitja de prediccié del model era deguda a la
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repetitivitat de l'instrument. Probablement, analitzant les mostres del conjunt de
calibratge per triplicat i fent la mitjana dels tres espectres, es reduiria de manera
considerable I'error de prediccié del model i, per tant, 'exactitud i la precisi6 del

metode augmentarien.

Mostra Valor de referéncia Valor predit
(ng/L) (ng/L)
A 26 33
B 30 57
C 45 43
D 57 42
E 59 61
F 65 60
G 87 82
H 103 80
I 99 88
] 57 60
K 75 65

Taula IV.10. Resultats de la validaci6 externa.

Per altra banda, un treball interessant que potser permetria millorar el model, seria
estudiar quins ions de l'espectre del TCA modelen millor la concentracié d’aquest
compost en mostres de vi. En aquest treball el criteri que es va seguir en 1'eleccié

dels ions a analitzar, va ser aquells de I'espectre del TCA que presentaven una
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abundancia més gran que, a priori, no tenen per que ser els més selectius a 'hora

de modelar la concentracié de TCA.

La utilitzaci6 de I'SPME com a sistema de mostreig del nas electronic, ha permes
obtenir un metode amb un limit de deteccié6 molt més baix que el del metode
desenvolupat utilitzant la tecnica de l'espai de cap estatic. L'SPME és, doncs, una
tecnica adequada quan els analits d’interés es troben a concentracions
extremadament baixes, com és el cas del TCA. El metode obtingut permet de
manera senzilla i rapida determinar el contingut de TCA en els vins negres als
nivells de concentracié en queé es troba el llindar de percepcié sensorial d’aquest

compost.

Actualment, esta en fase de redacci6 un article cientific que recollira tot
I'experimental dut a terme i els resultats obtinguts en el desenvolupament d’aquest

metode per a la determinacié del TCA mitjancant el nas electronic HS-SPME-MS.
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IV.4 APLICACIO DEL NAS ELECTRONIC A L’ANALISI D’AIGUARDENTS
DE CANYA DE SUCRE

Els aiguardents obtinguts dels productes de la canya de sucre sén la base a partir
de la qual s’elaboren els roms, una beguda alcoholica originaria dels paisos del

Carib que es consumeix a tot el moén.

L’aroma d’aquests aiguardents ve determinat en gran part pels compostos que es
formen durant la fermentacié del sucre, aixi com també pels canvis que tenen
lloc en la composicié volatil durant la destil laci6 que es duu a terme
posteriorment. Un altre procés, pero, que afecta de manera important a I'aroma
final de l'aiguardent, és el seu envelliment en bétes de fusta, el qual millora les

qualitats sensorials, tan olfactives com gustatives, d’aquest producte.

Els roms s’obtenen a partir de la dilucié dels aiguardents envellits, els quals
contenen originariament un 70% v/v d’etanol, pero que es dilueixen fins al 40 %.
El producte diluit es sotmet a un segon procés d’envelliment també en bétes de
fusta. La qualitat dels roms depeéen doncs, de la qualitat dels aiguardents de
partida aixi com també del temps durant el qual s’hagi dut a terme el seu

envelliment.

En el marc d'un programa de collaboracié cientifica amb el Instituto de
Investigaciones para la Industria Alimenticia (IIIA) de Cuba, es va realitzar un estudi
de I'aplicaci6 del nas electronic HS-MS al control de qualitat dels aiguardents de

canya de sucre.

En aquest estudi es va desenvolupar un metode per a la determinaci6 del temps
d’envelliment dels aiguardents en bétes de roure. En un segon treball es va
estudiar la correlacié entre les dades obtingudes en l'analisi dels aiguardents
amb el nas electronic i les intensitats de diferents descriptors aromatics

avaluades per un panel de tastadors.
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IV.4.1. Determinaci6 del temps d’envelliment dels aiguardents en bétes

de fusta de roure

El temps d’envelliment és un parametre important a determinar en el control de
qualitat dels aiguardents per a la deteccié de possibles fraus, ja que aquest
parametre es considera un indicador de la qualitat d’aquest producte. Un
aiguardent es considera de més qualitat com més temps hagi estat envellint-se en
bétes de fusta. No obstant aixo, fins al moment, no s’havia desenvolupat cap

metode analitic que permetés el control d’aquest parametre.

Com ja s’ha comentat, 'aroma dels aiguardents va evolucionant durant el procés

d’envelliment. Encara que aquesta evolucié sigui lenta, es pot pensar que existeix

una correlacié entre la composici6 volatil dels aiguardents i el temps que hagin

romas en bétes de roure. Aquesta correlaci6, pero, no es pot establir amb tan sols
: * 2 7 . 7 .

una variable, com pot ser la concentracié d'un compost, ja que I'envelliment, des

del punt de vista de la composicié aromatica, és un procés complex en qué molts

compostos van variant la seva concentraci6, mentre que altres es formen.

Ja que amb el nas electronic s’analitza 'aroma d’una manera global, es va pensar
que amb I'ts d’aquest instrument i les tecniques de calibratge multivariant es
podria establir aquesta correlaci6 entre la composicié volatil dels aiguardents i el
seu temps d’envelliment. Amb aquest objectiu es va desenvolupar un metode per
a la determinacié d’aquest parametre que té una gran incidencia en la qualitat

dels aiguardents de canya de sucre.

Al final d’aquest apartat s’inclou l'article cientific en qué es van recollir totes les
dades obtingudes en la posta a punt d’aquest metode. L’article porta per titol
“Determination of ageing time of spirits in oak barrels using a headspace-mass
spectrometry (HS-MS) electronic nose system and multivariate calibration” i ha estat
acceptat per a la seva publicacié6 a la revista Analytical and Bioanalytical

Chemistry. Tot i que en el moment de la redaccié6 d’aquesta memoria no s’ha
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publicat encara la versi6 impresa de larticle, la versi6 electronica (DOI

10.1007 /s00216-004-2969-3) es pot consultar on-line.

En aquest estudi es van analitzar 20 aiguardents amb diferents temps
d’envelliment, entre 2 i 23 mesos, en bétes de fusta de roure. Les mostres van ser
subministrades per una destil leria de Cuba. Els aiguardents, que tenien un
contingut en etanol al voltant del 70% v/v, abans de la seva analisi es van diluir
fins al 40% v/v, que és el contingut en etanol que tenen la majoria de les begudes
alcoholiques. Es va considerar que una concentracio tan elevada d’aquest alcohol
podia afectar de manera important al sistema de deteccié de I'instrument ja que,
com és conegut, els dissolvents danyen els filaments de la font d’ionitzacié de
I'MS. A més, d’aquesta manera, el metode podria ser aplicable a 'estudi de roms

comercials i altres begudes alcoholiques.

Les mostres diluides es van analitzar per triplicat amb el nas electronic HS-MS
utilitzant, de la mateixa manera que en treballs anteriors, una columna
cromatografica com a linia de transferéncia entre el sistema de mostreig i el
detector. El metode d’analisi utilitzat va ser el mateix que s’havia posat a punt
per a l'estudi de I'aplicacié del nas electronic HS-MS a l'analisi de vins (apartat
IV.2). En aquest cas, interessava també obtenir la maxima resposta de tots els
ions ja que l'objectiu era buscar la correlacié amb tot I'aroma i no pas en un
compost en concret, com en 'estudi del TCA. Per tant, tenint en compte que els
compostos majoritaris de la fraccié volatil dels aiguardents, que sén els que
s’extreuen amb la tecnica de I'espai de cap estatic, sén molt semblants als del vi
perque, majoritariament, sén també productes de la fermentaci6 (ésters, alcohols

iacids), vam considerar oportu utilitzar les mateixes condicions d’analisi.

Amb la matriu de dades obtinguda en l'analisi de les 60 mostres (20 aiguardents
analitzats per triplicat) es va construir, mitjancant el metode PLS, un model de
calibratge multivariant utilitzant els mesos d’envelliment de cadascuna de les

mostres com a variable dependent. En aquest primer model es va observar una
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correlaci6 entre els mesos predits pel model i els mesos reals de les mostres, no
obstant aixo, es requeria d'un nombre bastant gran de components principals per

a modelar la variable dependent.

En una exploraci6 de les dades, es va observar que els histogrames de freqiiéncia
dels diferents ions, és a dir, la distribuci6 de la resposta (abundancia) en tot el
conjunt de mostres, no s’aproximava a una distribucié normal siné que estava
esbiaixada. Aquest comportament es pot observar en I'histograma de 1'ié de m/z

91 que es mostra com a exemple a la figura IV .49.

N N
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Figura IV.49. Histograma de 1'i6 91 m/ z.

Es va aplicar una transformaci6 logaritmica a les dades d’abundancia ja que, en
algunes ocasions, aquesta estratégia matematica redueix aquest biaix de la
freqiiencia de distribucié. En el grafic de la figura IV.50, on es mostra
I'histograma de 1'i6 91 després d’aplicar la transformacié matematica a les dades,
es pot observar que la distribucié del logaritme de les abundancies s’aproxima

més a una distribucié normal.
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En el nou model PLS construit amb les dades d’abundancia transformades, es va
detectar que una de les repliques d’una mostra d’aiguardent envellida 8 mesos
era un outlier i, per tant, es va eliminar del conjunt de calibratge. També es va
observar que, si s’eliminaven les variables independents, és a dir els ions que
tenien una menor contribucié al model, I"exactitud del nou model construit sense
aquestes variables millorava. Aixi doncs, es van eliminar aquelles variables que

tenien un coeficient inferior al 20% del coeficient més gran del model.

Nombre de mostres
= 5
b o

-
S
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Figura IV.50. Histograma de 1'i6 91 m/z després de la transformaci6 logaritmica.

El model PLS final es va construir amb tres components principals que
explicaven un 44% de la variabilitat de les dades de les variables independents
(abundancies dels ions en les diferents mostres) i un 94% de la variabilitat de la
variable dependent (mesos d’envelliment de les mostres), la qual cosa indicava
que el model utilitzava menys de la meitat de la informacié aportada pels

espectres de masses per a modelar els mesos d’envelliment dels aiguardents.

La figura IV.51 mostra la representacié dels mesos d’envelliment predits pel

model PLS en una validacié creuada del mateix, front els mesos reals de les
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mostres. El coeficient de correlacié (r) obtingut entre aquests dos valors va ser de
0.96. La linia de punts discontinua del grafic indica la recta d’ordenada a I'origen
zero i pendent la unitat a la qual s’haurien d’ajustar els punts en el cas ideal que
els valors predits pel model fossin exactament igual als reals. En el grafic es pot
observar, pero, que la dispersi6 de les prediccions dels triplicats de cadascuna de
les mostres era bastant elevada. A partir d’aquests resultats de prediccié
obtinguts en la validaci6 creuada, es va calcular la repetitivitat del meétode
obtenint-se un valor de 1.4 mesos, que corresponia a un 16.2% en termes de
desviaci6 estandard relativa. Tenint en compte que l'exactitud del model,
expressada com a RMSECYV, era de 1.8 mesos, es podia concloure que gran part
de l'error del métode en la prediccié dels mesos d’envelliment era deguda a la

repetitivitat de les mesures.
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Figura IV.51. Mesos predits pel model PLS construit amb les repliques de
les mostres front els mesos reals.

Una manera de reduir aquest error podria ser construint el model PLS amb la
mitjana de les dades obtingudes en I'analisi dels triplicats. La figura IV.52 mostra
els valors de prediccié que es van obtenir en la validacié creuada d’aquest nou

model PLS construit amb les mitjanes dels triplicats, front els valors reals de les
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mostres. En aquest cas, la correlacié entre aquests dos valors (r = 0.98) va ser una
mica més elevada que la obtinguda amb el model fet amb els triplicats. Per altra

banda, I’exactitud del meétode es va reduir a 1.2 mesos.
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Figura IV.52. Mesos predits pel model PLS construit amb la mitjana de les
répliques de les mostres front els mesos reals.

Els resultats obtinguts van ser molt satisfactoris ja que la validacié creuada de
cadascun dels models (el construit amb els triplicats i el construit amb la mitjana
dels triplicats), mostraven que el metode desenvolupat amb el nas electronic HS-
MS permeteia predir els mesos d’envelliment d’aiguardents de canya de sucre en
boétes de roure amb una exactitud aproximadament d’un mes, si s’analitzaven les

mostres per triplicat, o de dos mesos, si només es feia una analisi de cada mostra.

Els models no es van poder validar externament amb un segon conjunt de
mostres, perqueé els 20 aiguardents de qué es disposava es van utilitzar tots per a
construir el model. Aquest nombre de mostres no era suficient per a poder

dividir-les en dos conjunts: un de calibratge i I'altre de validaci6.
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Un fet a remarcar és la senzillesa i rapidesa del meétode desenvolupat. La
preparacié de la mostra consisteix en diluir-la i addicionar-hi sal i, amb un temps
d’analisi de tan sols 10 minuts, es pot coneixer amb una exactitud acceptable el
temps que ha durat el seu envelliment. Aquestes caracteristiques el fan un

metode molt adequat per al control de qualitat d’aquest tipus de begudes.

A continuacié s’inclou l'article cientific que porta per titol “Determination of
ageing time of spirits in oak barrels using a headspace-mass spectrometry (HS-MS)
electronic nose system and multivariate calibration” en qué es van presentar els

resultats obtinguts en el desenvolupament d’aquest metode.
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DETERMINATION OF AGEING TIME OF SPIRITS IN OAK BARRELS USING A
HEADSPACE-MASS SPECTROMETRY (HS-MS) ELECTRONIC NOSE SYSTEM
AND MULTIVARIATE CALIBRATION

Analytical and Bioanalytical Chemistry, DOI 10.1007/500216-004-2969-3
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Abstract The aromatic composition of sugar cane spirits and, in general, of
alcoholic beverages, is mainly influenced by the ageing process in wood barrels.
There are several factors that affect the quality of the final aged product, but the
time of the storage in the barrel is perhaps the most important one. Ageing time
must therefore be controlled in order to detect counterfeits; however, this parameter
is very difficult to control and, at present, there is no analytical method available to
determine it. We propose a quantitative method for determining the ageing time of
sugar cane spirits in oak barrels by using an electronic nose based on coupling
directly a headspace sampler to a mass spectrometer (HS-MS), and multivariate
calibration. The method developed is simple and provides, in 5 min, the ageing time
of spirits with an accuracy of about 1 month.

Keywords Electronic nose - HS-MS - Alcoholic  beverages - Multivariate calibration —
Ageing
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Introduction

The aromatic composition of alcoholic beverages such as rum, whiskey, brandy or
spirits is mainly influenced by the ageing step. In this process, the alcoholic
beverages are stored in wood barrels for a long time to improve the sensory
qualities of the product. The distillation products are colourless and their flavour is
sour. However, the ageing in oak wood barrels causes colouration changes,
smooths the taste and gives a more pleasant flavour. All these changes depend on
factors including the type of wood, the type of alcoholic beverage and its ethanol
content, the size and age of the barrel and, perhaps most importantly, the time of
storage in the barrel.

Cuban rums are made from sugar cane spirits. In the rum-making process, the
spirits having an ethanol content around 70% v/v are aged in oak barrels for some
time (between 6 months and 2 years). After a separation process to eliminate off-
flavours, the spirits are diluted to around 40% v/v and they are aged in oak wood
barrels again. The quality of the rums depends then on the quality of the spirits to a
great measure, and ageing time is a parameter that must be controlled in order to
detect counterfeits. So far, however, no analytical method capable of determining
this parameter has been developed.

“Electronic nose” (e-nose) is the most commonly used term in the literature to refer
to the instruments developed in recent years to differentiate samples according to
their volatile composition, quickly and objectively, for quality control purposes [1-
4]. The general principle of this technique consists of introducing the volatile
compounds of the sample into a detection system, which generates a set of signals
that contains the information about the volatile composition of the sample. This set
of signals is like a “fingerprint” of the sample analysed. When several samples are
analysed, a data matrix is generated that is subsequently treated with chemometric
techniques in order to compare the samples on the basis of their volatile
composition, and classify or discriminate them depending on their origin, variety,
purity, ripeness or any other property [5-7].

Although e-noses are mainly used to provide qualitative information, they can also
be used for quantitative purposes: this is possible by using multivariate calibration
techniques. Successful results were obtained in the shelf-life prediction of
processed milk [8], in the assessment of firmness and shelf-life of apples [9] and in
the determination of 2,4,6-trichloroanisole in wines [10].

The volatile composition of the spirits is influenced, among other parameters, by the
time of the storage in the barrel. Therefore, it may be possible to correlate the
composition of the headspace of the spirits with their ageing time. Here we propose
a method for determining the ageing time of sugar cane spirits in oak barrels by
using a headspace—mass spectrometry system (HS-MS) e-nose and multivariate
calibration.
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Experimental

Twenty sugar cane spirits with different ageing times in oak barrels (between 2 and
23 months) were obtained from a Cuban distillery. The spirits had an ethanol
content of around 70% v/v and they were diluted to 40% v/v, which is the usual
alcoholic grade of most commercial alcoholic beverages.

Diluted samples were analysed in triplicate by an HS-MS e-nose comprising an HP
7694 static headspace sampler, an HP 6890 gas chromatograph and an HP 5973
quadrupole mass spectrometer from Hewlett—Packard (Waldbronn, Germany).
With this setup, the function of the gas chromatograph was to transfer the volatiles
to the MS and not to chromatographically resolve the peaks.

In the HS-MS analysis, 5 mL of the diluted spirit and 0.6 g of NaCl were placed in
a 10-mL vial that was hermetically capped with a PTFE/silicone septum. The
sample was thermostated at 65°C for 1 h under constant stirring. Afterwards, the
headspace of the sample was introduced into the gas chromatograph injection port.
The loop and transfer line temperatures were 90 and 105°C, respectively; the
pressurisation and injection times were 0.30 and 0.60 min, respectively.
Chromatographic injection was made in splitless mode for 1.6 min at 200°C using
an inlet of 1.5-mm i.d. To transfer the volatile compounds to the MS we used an
HP-5MS chromatographic column (30 mx0.25-mm i.d., 0.25-um film thickness)
with an oven temperature program of 70°C (1 min), 70°C min-1, 180°C (2.5 min).
The carrier gas was helium with a flow rate of 1.8 mL min-1. With these strong
temperature and flow conditions, the transfer of the volatile compounds to the MS
detector was achieved in only 5 min. The mass spectrum obtained resulted from the
fragmentation of the overall compounds that were introduced into the ionisation
chamber of the mass spectrometer for these 5 min. Mass spectra were recorded by
electronic impact (El) ionisation at 70 eV. The mass-to-charge ratio (m/z) range
used was 50-250 amu. The ion source and mass quadrupole temperatures were 230
and 150°C, respectively.

The final response data matrix of x variables was then composed of the abundances
of 60 objects (20 spirits analysed in triplicate) at 201 variables (m/z ratios). The
predicted variable y was composed of the ageing times (in months) supplied by the
distillery.

The software we used for multivariate analysis was Pirouette 2.6 from Infometrix,
Inc. (Woodinville, WA, USA). We used the partial least-squares (PLS) method to
build the regression models.
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Results and discussion

Figure 1 shows the mass spectra (drawn as line plots) of the 20 spirits (average of
three replicates). The most intense peaks are observed at m/z: 55, 56, 57, 70, 75 and
88. These mass fragments can be attributed to esters and alcohols, which are the
major volatile compounds of the spirits [11]; however, they may not be the most
important for modelling ageing time, which is a complex variable to be modelled.
We attempted to do this by using the whole mass spectral information of the
headspace. This volatile fraction can be related to the aroma of the spirits, which in
turn is also a complex variable.

Several descriptors, such as fruitiness, alcohol, phenol and wood, among others, are
used to characterise the aroma of Cuban spirits. Ageing is then a complex process
that cannot be modelled using a single m/z ratio and this is the reason we need a
multivariate approach. We chose the partial least-squares (PLS) method to build the
regression models because it has become the de facto standard in chemometrics
owing to the availability of software and the ease of its implementation. PLS
regression is a “full-spectrum” algorithm intended to extract most of the
information present in the predictor variables (x) which are related to the
predictable variables (y). A linear model is assumed to relate the score vectors of
the x-block with those from the y-block. More detailed information on PLS can be
found elsewhere [12].
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Fig. 1 Mass spectra (drawn as line plots) of the 20 spirits

Histograms of the x variables showed that the frequency distributions were very
skewed. We applied a logarithmic transformation to the data in order to reduce the
skewness. In the preliminary PLS models one replicate of a spirit sample aged
8 months was detected as outlier and was therefore removed. Finally, the variables
(m/z ratios) having coefficients in the PLS model lower than a certain threshold
(20% of the highest coefficient) were also removed.
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The optimal PLS model was built with three factors which are the new variables,
linear combinations of the original ones (m/z ratios), that reflect independent
sources of variation in the data. The three factors explained 44 and 94% of the
information (in terms of variance) contained in x and y, respectively. This means
that less than half of the information in the spectra is used to model almost
completely the ageing time. The optimal number of factors was found by cross-
validation [13] using the leave-three-out procedure to account for the triplicates of
each sample. Figure 2a shows the scores plot for the first two factors of the optimal
PLS model. The scores are the projections of the samples in the new system of
coordinates, defined by the PLS factors. A certain pattern can be observed with
samples grouping in two main clusters, one from samples 2 to 9 and the other one
from samples 10 to 23. We do not know the reason for this grouping; however, the
important fact is that it shows a differentiation of the samples according to their
ageing time. Figure 2b shows the loading weights of the x variables (fragment ions)
for the first two factors of the PLS model. These can be interpreted as the
contribution of each m/z ratio to the prediction of the y variable (months) and,
therefore, they are useful in describing the pattern followed by the samples in
Fig. 2a. If both figures are superposed, we can observe, for example, that the
fragment ions 107, 159, 174, 131, 119, 142 and 120 are important variables in the
differentiation of the samples aged for less time. In the same way, the group of
fragment ions that have positive values in factor 1 and factor 2 are important
variables in the differentiation of the samples aged for longer. From these results
and an additional chromatographic study, it could be possible to obtain information
about the chemical compounds responsible for this differentiation.

It can also be observed in Fig. 2a that variation between replicates is, in some cases,
higher that the variation between different samples. The repeatability was
calculated from the cross-validation results of the triplicate analysis of the samples,
and was found to be 1.4 months (16.2% in relative average terms). This value
indicates that repeatability of the HS-MS measurement is an important source of
error of the method and that to reduce uncertainty in future predictions samples
should to be analysed in replicate.

353



Capitol 1V

(a)
[IF]
04 -
g
£ o
&
02 -
O -
-0
0.8 A6 -0,3 0 0.3 0,6 09
factor 1
(b)
04 4 . 103
v 140 * B9
02 - * 9% 82 B . 127
e 95 e 104 d4gipf!
oy * 126 A E 73
oo 131 = bR .
- cilg o 533 2 g
£ 7] s * 168 * 203
o - l Wi = .
& 15 i s Hhos
o * 148
* 100
04 + : : s
0,4 0.2 0 0.2
factor 1
Fig. 2 Scores plot (a) and loadings plot (b) of the optimal PLS model built with the replicates
A good fit between the ageing months predicted by the PLS model and the actual ageing
months of the samples was obtained (Fig. 3). Table 1 shows the parameters of the PLS
model. The observed correlation coefficient between actual and predicted values is higher
than 0.9. The accuracy of the model, expressed in terms of root mean squared error of cross-
validation (RMSECV), was 1.8 months. Absence of bias was assessed by building a joint
confidence interval of the slope and the intercept of the predicted value versus actual value
[14]. The bias was not statistically significant at a 95% confidence level neither for
the calibration nor for the validation set.
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Fig. 3 Ageing months predicted by the PLS model versus actual aging months of
the validation samples (model built with the replicate samples)

Table 1 Parameters of the optimal PLS model (predicted versus
actual values) built with the replicate samples

Calibration Cross-validation
Slope 0.96+0.05 0.9040.07
Intercept 0.43+0.68 months | 1.18+0.97 months
Correlation 0.98 0.96
RMSE 1.2 months 1.8 months
Bias Non-significant Non-significant

RMSE root mean squared error

An RMSECV value of 1.8 months indicates the average prediction error we can
expect for a future sample measured once. We have said above that much of this
RMSECV is due to the repeatability of the HS-MS. One way to reduce this
prediction error is by averaging the replicates. By doing this, an optimal PLS model
with three factors was obtained with an RMSECYV value of 1.2 months (keeping out
the same variables as above). Table 2 shows the parameters of the PLS model built
with the average samples. In Fig. 4 one can observe that there is a good fit between
the ageing time (in months) predicted by the PLS model built with the average

samples and the actual ageing time of the spirits.
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Table 2 Parameters of the optimal PLS model (predicted versus
actual values) built with the average samples

Calibration Cross-validation
Slope 0.99+0.04 0.93+0.02
Intercept 0.09+0.59 months | 0.89+1.24 months
Correlation |0.99 0.98
RMSE 0.6 months 1.2 months
Bias Non-significant Non-significant

RMSE root mean squared error
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Fig. 4 Ageing time (months) predicted by the PLS model versus actual aging
time (months) of the validation samples (model built with the average
samples)

Conclusions

We have shown that the ageing time of spirits, an important quality parameter that
is very difficult to assess by instrumental techniques, can be determined with
suitable accuracy by using an HS-MS e-nose. The simplicity and speed of the
sample preparation step—since it is only necessary to dilute the sample and to add
sodium chloride—and the speed of the HS-MS analysis (5 min/sample) are
important advantages of the method developed that make it very useful for use in
the quality control of spirits.
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IV.4.2 Prediccié de les intensitats aromatiques avaluades per un panel

de tastadors en 1’analisi dels aiguardents

El desenvolupament dels nassos electronics, a comencaments dels anys vuitanta,
va venir motivat per la necessitat d’algunes industries, principalment
I'agroalimentaria, de disposar d'un instrument que, de manera rapida i objectiva,
proporcionés informacié sensorial de les mostres, és a dir, que d’alguna manera
dugués a terme el mateix treball que un panel de tastadors en una analisi
sensorial. Els problemes de subjectivitat i variabilitat dels tastadors, aixi com
també el llarg temps que suposa dur a terme aquest tipus d’analisi, van ser les
principals causes de la important recerca que es va iniciar per al

desenvolupament d’aquests instruments.

Actualment, existeixen nombroses aplicacions dels nassos electronics a la
diferenciacié i classificaci6 de mostres segons diversos parametres que,
tradicionalment, s’avaluaven mitjangant 1’analisi sensorial, com poden ser la
frescor d’alguns aliments, 1'origen, la presencia de defectes aromatics, etc. [1, 2, 4,
5, 21, 87]. S6n molts pocs, pero, els treballs que s’han dut a terme amb aquest
instrument enfocats a 'estudi de la correlacié que existeix entre les dades que
proporciona un nas electronic i les dades purament sensorials, com les intensitats
d’olor que s’avaluen en el control de qualitat de nombrosos aliments. Per
exemple, en el tast de vins és habitual que els tastadors descriguin les olors que
perceben (fruites del bosc, herba, espeécies, etc.) i, en algunes ocasions, fins i tot

les puntuin amb una escala d’intensitats.

En aquesta linia, Hudon et al. [88] van realitzar un estudi amb mostres
sinteétiques composades per mescles de dos compostos olorosos, en el que van
demostrar que existia una correlacié entre les intensitats de les olors avaluades
per un panel de tastadors i les respostes d’un nas electronic basat en sensors de
gasos de tipus polimeric. Un altre treball és el que van realitzar Shen et al. [89]

amb un nas electronic composat també per sensors de polimers conductors, en el

359



Capitol 1V

que van mostrar una bona correlacié de la resposta dels sensors amb el nivell de
ranciesa d’olis vegetals avaluat mitjancant analisi sensorial. Recentment, Di
Natale et al. [50] han estudiat 1'aplicaci6 d"un nas electronic basat en sensors de
gasos de microbalances de cristall de quars (QMB) a l'estimacié de la intensitat

de diferents descriptors aromatics que s’avaluen en I’analisi sensorial del vi.

En aquesta tesi s’ha estudiat la capacitat del nas electronic basat en I'MS, d’imitar
el sentit de l'olfacte huma en l'analisi sensorial. Amb aquest objectiu, s’ha
desenvolupat una aplicaci6 d’aquest instrument a la determinaci6é d’intensitats
aromatiques de diferents descriptors que es defineixen en l’analisi sensorial

d’aiguardents de canya de sucre.

Tot el treball realitzat i els resultats obtinguts es troben recollits en un article que
s’adjunta al final d’aquest apartat i que porta per titol “Modeling human sensory
panels with an electronic nose. Application to sensory analysis of sugar cane spirits”.
Aquest estudi s’ha enviat per a la seva publicaci6 a la revista cientifica Journal of

Agricultural and Food Chemistry.

Les mostres d’aiguardent de canya de sucre analitzades en aquest estudi van ser
proporcionades per una destil leria de Cuba, la mateixa que va proporcionar les
mostres del treball anterior. La presa de mostra es va fer en dos anys diferents,

pero consecutius.

Els aiguardents van ser analitzats sensorialment per un panel entrenat de set
tastadors de la destil leria. En l'analisi sensorial es van avaluar les intensitats
d’olor de set descriptors aromatics, que sén els que habitualment s’avaluen en el
control de qualitat que es duu a terme a la mateixa destil leria. Aquests
descriptors van ser: afruitat, aiguardent envellit (afiejo), vainilla, alcohol, fenol,
fusta i fusel. Els tastadors, en I'analisi sensorial de cada mostra, puntuaven la

intensitat de cadascun d’aquests descriptors en una escala de 0 a 10.
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Des d’un punt de vista sensorial, les mostres d’aiguardents eren bastant diferents
entre elles ja que presentaven diferents temps d’envelliment. Com s’ha comentat
en l'apartat anterior, aquest és un factor que té una influéncia important en
I'aroma d’aquest tipus de begudes. Aquesta diferenciacié de 1'aroma de les
mostres segons el temps d’envelliment es pot observar a la figura IV.53 on es
mostra el grafic d’scores del PCA dut a terme a la matriu de dades obtinguda en
I'analisi sensorial de les mostres. Aquesta matriu de dades estava composada per
la mitjana de les intensitats avaluades per tots els tastadors, on les files eren les
mostres i les columnes les variables, en aquest cas els set descriptors aromatics.
En el grafic, on s’indica entre paréntesis els mesos d’envelliment de cada mostra,
es pot observar que les mostres segueixen una tendeéncia segons el temps que
han romas en bétes de roure. Aquesta tendencia és captada pel primer

component principal el qual explica el 93% de la variabilitat total de les mostres.
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Figura IV.53. Grafic d’scores del PCA realitzat a les dades obtingudes en I’analisi
sensorial.

Aquesta tendeéncia es pot explicar per la correlacié que existeix entre el temps
d’envelliment i els descriptors avaluats pels tastadors. El grafic de la figura IV.54

mostra la projeccié de les variables, és a dir els descriptors, sobre els dos primers
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components principals (grafic de loadings). Si es superposa aquest grafic amb el
de la figura IV.53, es pot concloure que la tendéncia que s’observa en el grafic
d’scores és deguda a que les intensitats dels descriptors aiguardent envellit, fusta,
vainilla i fenol augmenten amb el temps d’envelliment ja que els seus coeficients
presenten valors positius en el primer component principal, mentre que les dels
descriptors fusel, afruitada i alcohol, que presenten coeficients negatius en el

primer component principal, disminueixen.

1,0 4
=
g ® Aiguardent envellit
S
o
< 05 A
B e Fusel® Alcohol

0,0 | e Afruitadae Fenol

® Fusta
® Vainilla
05 -
-1,0 T T T 1
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
F1 (93% var.)

Figura IV.54. Grafic de loadings del PCA realitzat a les dades obtingudes en I'analisi

sensorial.
Les analisis dels aiguardents amb el nas electronic HS-MS es van dur a terme
seguint el mateix procediment que en el treball anterior de determinacié dels
mesos d’envelliment. Els aiguardents, amb un contingut en etanol del 70% v/v,
es van diluir al 40% v/v abans d’analitzar-los. Les mostres diluides es van
analitzar per triplicat. El metode d’analisi, al igual que en el treball anterior, va

ser el mateix que s’havia posat a punt per a 'analisi de vins.

Tot i que la presa de mostra s’havia fet en dos anys diferents, les analisis de les

mostres amb el nas electronic es van fer totes al mateix temps per tal d’evitar els
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problemes d’inestabilitat del senyal que tenen lloc en aquests instruments quan

s’analitzen mostres amb una gran diferéncia de temps.

L’objectiu del treball era estudiar la correlacié entre les dades instrumentals
obtingudes amb ’analisi de les mostres mitjancant el nas electronic (abundancies
dels ions analitzats) i les dades sensorials avaluades pels tastadors (intensitats
dels diferents descriptors). O, dit d’una altra manera, avaluar la capacitat del nas
electronic en la prediccié de les intensitats dels descriptors aromatics definits
pels tastadors en l'analisi sensorial dels aiguardents. En aquest cas, doncs, la
variable a predir no era una sola, siné que eren set (els set descriptors avaluats
pels tastadors). Per tant, calia establir un model de calibratge multivariant per a

cadascun dels descriptors.

En l'analisi exploratoria de les dades obtingudes amb el nas electronic, es va
observar que la freqiiéncia de distribucié de les abundacies de cada i6 estaven
esbiaixades. De la mateixa manera que en el treball anterior, es va aplicar una
transformacié6 logaritmica a les dades per tal de que la freqtiéncia de distribucié

s’aproximés més a una distribucié normal.

En els models PLS construits amb les dades transformades algunes mostres van
ser detectades com a outliers. Pero, curiosament, no van ser les mateixes en tots el
models. Per exemple, la mostra de 17 mesos d’envelliment, que en el grafic de la
figura IV.53 s’anomena “O”, en tots els models es va detectar com una mostra
discrepant i, per tant, es va eliminar de la matriu de dades. La mostra “K” tan
sols es va detectar com a discrepant en els models dels descriptors aiguardent

envellit i vainilla. En aquest altim també es van eliminar les mostres “M” i “

Per altra banda, també es van eliminar aquelles variables que tenien coeficients
baixos (entre un 10 i un 20% del coeficient més gran) i que, per tant, contribuien
poc als models. Les variables eliminades no van ser les mateixes en tots els casos
ja que no tots els descriptors eren modelats amb les mateixes variables o, al

menys, no totes tenien la mateixa importancia.
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La taula IV.11 mostra alguns dels parametres dels models PLS finals. Es pot
observar que, en tots els casos, la correlacié entre les intensitats predites pel
model en una validacié creuada del mateix i les intensitats avaluades pels
tastadors presentaven una bona correlacié (r > 0.9). L’exactitud del metode
(RMSECV) variava segons el descriptor pero, en general, es podia considerar
acceptable ja que els valors més grans de I'error mitja de predicci6 es trobaven al

voltant del 10%.

Descriptor r RMSECV
Afruitat 0.90 0.33 (11.4%)
Aiguardent envellit 0.93 0.55 (9.8%)
Vainilla 0.96 0.28 (8.2%)
Alcohol 0.97 0.22 (4.9%)
Fenol 0.94 0.14 (5.0%)
Fusta 0.93 0.54 (9.8%)
Fusel 0.95 0.47 (9.8%)

Taula IV.11. Resultats de la validacié creuada realitzada als models
PLS dels diferents descriptors.

Els valors relatius de 'RMSECV es van calcular dividint aquest valor per la
diferencia entre el valor d’intensitat minim i maxim avaluats pels tastadors. Es va
considerar oportt calcular-ho d’aquesta manera, i no dividint 'RMSECV per la
mitjana de tots els valors, perque, tot i que l'interval d’intensitats que podien
utilitzar els tastadors en 1'avaluaci6 dels descriptors era de 0 a 10, en els resultats
obtinguts de I'analisi sensorial s’observava que en realitat I'interval en que es

trobaven les mesures de les mostres era molt més petit. Per exemple, les
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intensitats del descriptor afruitat determinades pels tastadors es trobaven en un

interval entre 2.91 5.8.

En el cas del descriptor fenol, la diferencia d’intensitats entre la mostra que
presentava un valor maxim i la que presentava un valor minim era de tan sols
1.1. Tenint en compte que la incertesa de les intensitats d’aquest descriptor
avaluades pels tastadors era de 0.34 i que la desviacié estandard mitjana dels
valors d’intensitat de totes les mostres era de 0.36, es pot concloure que els
tastadors no diferenciaven les mostres segons aquest descriptor ja que les
diferéncies d’intensitat entre les diferents mostres eren degudes a la incertesa de

les mesures dels tastadors.

La taula IV.12.a i IV.12.b mostra, per a cadascun dels descriptors, les intensitats
aromatiques avaluades pels tastadors i les predites pel model PLS en la validacié
creuada del mateix. Els mateixos resultats els mostra graficament la figura IV.55,
on es pot observar la bona correlacié que hi ha entre aquests dos valors, la qual ja

mostraven els coeficients de correlacié (r) dels diferents models.

En una comparacié dels dos metodes mitjancant un test conjunt del pendent i
I'ordenada a I'origen, es va obtenir que les intensitats predites pel nas electronic i
les avaluades pels tastadors eren estadisticament comparables a un nivell de

confianga del 95%.
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Afruitada Aiguardent envellit Alcohol Fenol

Mostra
AS NE dif. AS NE dif. AS NE dif. AS NE dif.

A 5.8 54 0.4 22 3.0 -0.8 6.0 6.0 0.0 1.8 19 -01
B 5.6 48 0.8 23 3.6 -1.3 6.2 59 0.3 0.3 1.7 20
C 4.7 51 -0.4 3.9 3.8 0.1 6.1 6.0 0.1 21 21 00
D 47 4.8 -0.1 42 44 -0.2 6.3 6.2 0.1 2.6 25 01
E 43 43 0.0 4.6 48 -0.2 5.4 54 0.0 21 21 00
F 41 43 -0.2 43 3.8 0.5 5.7 54 0.3 2.0 21 01
G 41 3.9 0.2 52 53 -0.1 49 52 -0.3 24 25 01
H 4.0 43 -0.3 5.7 52 0.5 49 5.0 -0.1 2.0 20 00
I 4.6 44 0.2 54 52 0.2 5.6 52 0.4 1.8 20 -0.2
J 43 43 0.0 51 53 -0.2 59 6.2 -0.3 2.0 19 01
K 4.6 47 -0.1 5.9 - - 52 52 0.0 22 21 01
L 3.8 3.5 0.3 7.0 7.1 -0.1 47 4.6 0.1 24 25 01
M 3.5 3.9 -0.4 74 6.6 0.8 49 5.2 -0.3 2.6 25 01
N 3.8 3.6 0.2 7.1 6.9 0.2 47 4.6 0.1 29 27 02
P 3.0 3.3 -0.3 6.4 7.1 -0.7 42 4.0 0.2 2.5 24 01
Q 3.2 3.6 -04 6.1 54 0.7 4.5 47 -0.2 2.8 25 03
R 29 29 0.0 74 8.5 -1.1 3.5 3.5 0.0 24 26 -02
S 29 3.0 -0.1 7.8 7.1 0.7 3.8 41 -0.3 2.8 26 02

T 29 3.0 -0.1 7.5 7.4 0.1 3.6 3.8 -0.2 29 29 00

Taula IV.11.a Intensitats avaluades en I'analisi sensorial (AS), les predites pel nas electronic (NE) i
diferencia entre els dos valors (dif.) dels descriptors afruitat, aiguardent envellit, alcohol i fenol.
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Mostra Fusel Fusta Vainilla

AS NE dif. AS NE dif. AS NE dif.
A 5.9 5.8 0.1 2.6 32 -0.6 0.8 1.0 -0.2
B 6.0 55 0.5 3.0 45 -1.5 0.5 1.0 -0.5
C 54 5.0 04 42 41 0.1 0.8 0.8 0.0
D 55 5.6 -0.1 45 42 0.3 0.7 0.6 0.1
E 5.4 45 0.9 48 53 -0.5 1.8 1.9 -0.1
F 5.0 44 0.6 49 43 0.6 1.9 1.8 0.1
G 3.6 3.8 -0.2 55 5.8 -0.3 14 1.2 0.2
H 3.2 3.6 -04 5.8 5.7 0.1 1.7 1.7 0.0
I 4.0 3.9 0.1 59 5.6 0.3 1.3 1.7 -0.4
] 44 47 -0.3 59 5.6 0.3 1.7 1.4 0.3
K 3.6 43 -0.7 6.0 54 0.6 2.1 - -
L 3.1 2.8 0.3 6.5 6.9 -0.4 1.8 1.9 -0.1
M 3.5 3.4 0.1 6.1 6.2 -0.1 1.9 - -
N 2.7 2.7 0.0 6.7 7.1 -0.4 2.5 2.3 0.2
P 2.6 2.6 0.0 7.2 6.8 0.4 2.7 2.5 0.2
Q 29 32 -0.3 7.5 6.5 1.0 29 - -
R 1.7 1.6 0.1 7.7 8.2 -0.5 2.6 2.8 -0.2
S 1.1 1.8 -0.7 8.1 7.8 0.3 3.4 3.0 0.4
T 14 1.8 -0.4 8.6 8.6 0.0 3.2 2.8 0.4

Taula IV.11.b Intensitats avaluades en l'analisi sensorial (AS), les predites pel nas
electronic (NE) i diferencia entre els dos valors (dif.) dels descriptors fusel, fusta i

vainilla.
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Figura IV.55. Intensitats dels diferents descriptors predites pels models PLS front les intensitats
avaluades pel panel de tastadors.

Un altre parametre que es va comparar van ser les incerteses de les intensitats
mesurades amb els dos meétodes. En el cas de 1’analisi sensorial, es va considerar
la incertesa com la desviaci6 estandard dels valors avaluats pels diferents
tastadors. Les incerteses de les intensitats predites pels models PLS es van

determinar utilitzant 1'expressié matematica proposada per Faber i Bro [85].

El grafic de la figura IV.56 mostra la mitjana de les incerteses de totes les mostres
obtingudes amb l’analisi sensorial i amb el nas electronic per a cadascun dels
descriptors. Exceptuant alguns casos concrets com el del descriptor aiguardent
envellit en el que la incertesa dels valors d’intensitat predits amb el model PLS
son el doble que els valors avaluats pels tastadors, o també el descriptor afruitat
on la incertesa dels valors dels tastadors és significativament més gran que la del
nas electronic, en general, es pot concloure que les incerteses dels dos metodes

son del mateix ordre.
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Figura IV.56. Incertesa de les intensitats avaluades pels tastadors i de les intensitats
predites pel nas electronic per a cadascun dels descriptors.

Tots aquests resultats mostren que el métode desenvolupat amb el nas electronic
HS-MS permet avaluar en els aiguardents de canya de sucre les intensitats de
diferents descriptors aromatics de manera rapida (10 minuts per mostra) i
senzilla i, a més, amb una precisié6 molt semblant a la d’'un panel de tastadors
entrenats. Els resultats obtinguts en aquest treball sén molt prometedors ja que
mostren el potencial del nas electronic HS-MS en dur a terme el mateix treball
que un panel de tast sensorial en I'avaluacié d’intensitats aromatiques. Per tant,
aquest instrument podria ser un bon complement a 'analisi sensorial ja que en
les analisis s’estalviaria temps, a més de tots els problemes que comporta 1'ts
d’un panel de tast. No obstant aixo, 'analisi sensorial efectuat pels tastadors
continuaria sent necessari per a construir els models PLS i anar calibrant-los amb

el temps.
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A continuaci6 s’inclou l'article que porta per titol “Modeling human sensory panels
with an electronic nose. Application to sensory analysis of sugar cane spirits”, en el que
s’hi troba recollit I'experimental dut a terme i els resultats obtinguts en aquest

estudi.
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MODELING HUMAN SENSORY PANELS WITH AN ELECTRONIC NOSE.
APPLICATION TO SENSORY ANALYSIS OF SUGAR CANE SPIRITS

Enviat per a la seva publicaci6 a la revista

Journal of Agricultural and Food Chemistry
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ABSTRACT

Since immemorial time, the humanity has used its olfactory system to evaluate food
quality. Nowadays, the human nose is still the most commonly used “instrument” in
many industries for evaluating the aroma, which is an important factor in quality
control and quality assurance of foods. However, sensory analysis by a panel of
trained judges is a very time-consuming technique. In the last 20 years, there has
been a constant research to achieve an instrument that could mimic the human sense
of smell and provide rapid sensory information. As a consequence of this research,
the electronic nose (e-nose) instruments have emerged. Even though a great number
of applications have been developed using e-noses, the correlation between sensory
analysis and instrumental analysis has not yet been well-established.

In this paper, we present a study that uses an e-nose based on coupling directly a
headspace sampler to a mass spectrometer (HS-MS) and multivariate calibration to
evaluate the intensities of several odor attributes defined in sensory analysis of sugar
cane spirits. The results show that the method developed allows to predict the odor
intensities evaluated by a panel of trained judges in a fast (5 min/sample) and simple

way and with a suitable accuracy (<12%).
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To the best of our knowledge, this is the first application where it has been shown
that an instrument can emulate a human sensory panel in the sensory evaluation of

real samples, in this case, sugar cane spirits.

KEYWORDS

Electronic nose, sensory analysis, HS-MS, alcoholic beverages, odor intensities

INTRODUCTION

Sensory analysis made by a panel of trained judges is the most commonly used
technique in many industries for evaluating the quality of food odor. The complexity
of most food aromas makes very difficult to carry out its quality control, in a fast and
simple way, using conventional flavor analysis techniques such as gas
chromatography (GC) or gas chromatography olfactometry (GCO). For this reason,
sensory analysis is still the most appropriate technique for quality control purposes.
However, it is a costly process for industries because it requires trained people who
can only work for relatively short periods of time. There are also other problems such
as the subjectivity of the human response to odors and the variability between
individuals. As a consequence of the enormous demand for an instrument that could
overcome the above cited problems, in the last two decades several instruments
called “electronic noses” (e-noses) have emerged (1-4). Depending on their detection
system, e-noses can be classified in two groups: classical instruments, which are
based on solid state gas sensors, and new instruments, which are based on mass
spectrometry (MS). Although they do not use the same technology, they have the
same purpose: to differentiate and subsequently classify samples according to their
volatile composition in a fast and simple way. E-noses do not provide information on
the amounts of the individual aroma compounds; rather they provide a global and
qualitative estimation of the aroma profile. In this respect, they resemble human
olfactory perception.

The suitability of e-noses to differentiate food samples according to different

parameters such as origin, freshness, age, variety, etc. has been proved in a great
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number of applications (2, 3, 5-8). However, the correlation between sensory analysis
and e-nose analysis has not yet been well-established. Some studies have shown that
there is a relationship between sensory data and instrumental data because, applying
unsupervised pattern recognition techniques -such as principal component analysis
(PCA) or hierarchical cluster analysis (HCA)- to the data obtained by instrumental
analysis (e-nose), samples cluster according to sensory properties, for example, the
intensity of a certain odor (9-17). But very few studies have been conducted to study
the correlation between sensory and instrumental data, which could make possible
using e-noses for measuring odor intensity or, in other words, for emulating sensory
analysis. In the environmental field, Hudon et al. (18) obtained a linear relationship
between intensities evaluated by sensory analysis of mixtures of two odor compounds
and averaged responses of conducting polymer sensors. Shen et al. (19) also showed
that intensities of some conducting polymer sensors were well-correlated with the
lipid oxidation of vegetable oils evaluated by sensory analysis.

The odor of most of the attributes defined in sensory analysis is due to several
volatile compounds that contribute with their specific odors. Therefore, it is not
possible to correlate the odor intensity of an attribute to a single variable such as the
concentration of a volatile compound. For this reason, a multivariate approach is
needed to correlate the compounds present in the headspace of the sample to the
different attributes evaluated.

The purpose of the present study is to show that we can use an e-nose system, based
on coupling a headspace sampler to a mass spectrometer (HS-MS), together with
multivariate calibration, to evaluate the intensity of several odor attributes in sugar

cane spirits.

EXPERIMENTAL

Samples

Twenty sugar cane spirits with different aging times in oak barrels (between 3 and 23
months) were obtained from a Cuban distillery. The sampling was carried out in two

different years.

375



Capitol 1V

Sensory analysis

Sensory analysis was performed by a panel of seven trained judges from the Cuban
distillery that supplied the samples. For each sample, seven odor attributes were
evaluated using a 0-10 intensity scale. The attributes evaluated were: fruitiness, aged
spirit (or afiejo), vanilla, alcohol, phenol, wood and fusel. These are the attributes
usually evaluated by the panelists of the distillery.

HS-MS analysis

The spirits had an ethanol content around 70% v/v and, before HS-MS analysis, they
were diluted to 40% v/v which is the usual alcoholic grade of most alcoholic
beverages.

Diluted samples were analyzed in triplicate by a HS-MS e-nose composed of a HP
7694 static headspace sampler, a HP 6890 gas chromatograph and a HP 5973
quadrupole mass spectrometer from Hewlett-Packard (Waldbronn, Germany).

In the HS-MS analysis, 5 mL of the diluted spirit and 0.6 g of NaCl were placed in a
10 mL vial that was hermetically capped with a PTFE/silicone septum. The sample
was thermostated at 65 °C for 1 hour under constant stirring. Afterwards, the
headspace of the sample was introduced into the gas chromatograph injection port.
The loop and transfer line temperatures were 90 °C and 105 °C, respectively, and the
pressurization and injection times were 0.30 and 0.60, respectively. Chromatographic
injection was made in splitless mode for 1.6 min at 200 °C using an inlet of 1.5 mm
I.LD. To transfer the volatile compounds to the MS we used a HP-5MS
chromatographic column (30 m x 0.25 mm 1.D., 0.25 um film thickness) with an
oven temperature program of 70 °C (1 min), 70 °C/min, 180 °C (2.5 min). The carrier
gas was helium with a flow-rate of 1.8 ml/min. With these strong temperature and
flow conditions, the transfer of the volatile compounds to the MS detector was
achieved in only 5 minutes, without chromatographic separation. Therefore, the
global mass spectrum obtained was due to the fragmentation of the overall
compounds that were introduced into the ionization chamber of the mass
spectrometer for these 5 minutes. Mass spectra were recorded by electronic impact

(EI) ionization at 70 eV. The mass-to-charge (m/z) ratio range used was 50-250 amu
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(atomic mass units). The ion source and mass quadrupole temperatures were 230 °C
and 150 °C, respectively.

The final data matrix of x variables was composed of the abundances of 20 spirits
(every spectrum was the average of three replicates) and 201 variables (m/z ratios).
The predicted variables (y) were composed of the odor intensities of the seven
attributes evaluated by the sensory panel. Figure 1 shows a diagram with both
matrices.

The software we used for multivariate analysis was Pirouette 2.6 from Infometrix,
Inc. (Woodinville, WA) and Unscrambler 9.0 from CAMO (Oslo, Norway). We used
the principal component analysis (PCA) method to recognize natural groups of the

samples and the partial least squares (PLS) method to build the regression models.

1 variables (m/2) 201 1 attributes 7

X Y

samples
samples

20 20

Figure 1. Data matrices used in this study. Matrix X contains the mass spectra of
the 20 spirit samples (i.e. the abundances at 201m/z ratios). Matrix Y contains
the values of the 7 attributes evaluated by the sensory panel for the 20 spirit
samples.
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RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the results of the sensory analysis. The intensity values correspond to
the average of the intensities given by the seven panelists. For each attribute, the
mean of the intensities of all the samples, the standard deviation (absolute and
relative) and the range (difference between the maximum and minimum values) are
shown. It can be observed that mean values differ considerably, two of them (vanilla
and phenol) being clearly lower than the rest. More important are the ranges, which
can tell us what variables show more variability. As the attributes have been
measured on a 0-10 scale, the greater the range the greater the variability that PLS
will be able to model. As we can see, phenol shows a very low range value. Finally
and very related with the ranges, we have the standard deviations (both absolute and
relative). These values can be used for comparison with the prediction errors of the
PLS regression models. Prediction errors should be much lower than the standard
deviation; otherwise it would mean we are not modeling at all the y variable. We
applied PCA to the mean-centered data matrix to carry out an exploratory analysis of
the sensory data.

Figure 2a shows the projection of the samples (scores plot) on the first two factors. It
can be observed that samples follow a trend along the months they have been aged in
oak barrels, which is given in brackets. This trend is captured by Factor 1, which
accounts for 93% of the total variability of the samples. These results can be
explained by the high correlation of the attributes evaluated by the panelists with the
ageing time of the spirits in oak barrels. This fact can be observed in figure 2b, that
shows the projection of the variables (attributes) on the first two factors (loading
plot). The attributes that have positive values in factor 1 (aged spirit, wood, vanilla
and phenol) increase with the ageing time, whereas the attributes that have negative

values in factor 1 (fusel, fruitiness and alcohol) decrease with the ageing time.
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sample* fruity ag-et-i vanilla alcohol phenol wood fusel
spirit

AQ3) 5.8 22 0.8 6.0 1.8 2.6 5.9
B (3) 5.8 23 0.8 6.0 1.8 2.6 5.9
C (5) 47 39 0.8 6.1 2.1 4.2 54
D (5) 47 39 0.8 6.1 2.1 4.2 54
E(7) 43 46 1.8 5.4 2.1 48 5.4
F(7) 43 46 1.8 5.4 2.1 48 5.4
G (9) 41 5.2 14 49 2.4 55 36
H (9) 41 5.2 14 5.0 2.4 55 36
1(11) 4.6 5.4 13 5.6 1.8 59 4.0
J(11) 4.6 54 13 5.6 18 59 4.0
K (13) 4.6 59 21 52 22 6.0 3.6
L (15) 3.8 7.0 1.8 47 24 6.5 3.1
M (15) 3.8 7.0 1.8 49 24 6.5 3.1
N (17) 3.8 7.1 2.5 4.7 29 6.7 2.7
0 (17) 3.8 7.1 25 4.7 2.9 6.7 2.7
P (19) 3.0 6.4 2.7 4.2 25 7.2 2.6
Q(19) 3.0 6.4 2.7 4.2 25 7.2 2.6
R (21) 2.9 74 26 35 2.4 7.7 1.7
S (23) 29 7.8 3.4 3.8 2.8 8.1 11
T (23) 29 7.8 3.4 3.2 2.8 8.1 11
Mean 4.1 5.6 1.9 5.0 2.3 5.8 3.6
SD 0.9 1.7 0.8 0.9 0.4 1.6 15
RSD

214 29.8 44.1 17.3 15.8 27.4 418
(%)
range 29 5.6 2.6 2.9 11 55 48

Table 1. Results of sensory analysis. SD: standard deviation; RSD: relative standard deviation
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Figure 2. PCA of sensory data. (a) Scores plot and (b) loadings plot.

variable was reduced after applying the logarithmic transformation.

In the visualization of the HS-MS data, the histograms of the x variables showed that
the frequency distributions were much skewed. Before mean-centering, we applied a
logarithmic transformation to the data in order to reduce the skewness (20). Figure 3
shows the histograms of variable m/z 174 before and after applying the mathematical

treatment. It can be observed that the skewness of the frequency distribution of this

380




Analisi de I'aroma mitjancant el nas electronic

a2
c
Q
IS
Q2
[}
—
o
o
z
0
0.5 1 15 2 25 3 35
. x 10°
Abundance units
§4]
c
[}
£
<Q
[5)
—
(=]
[=]
z
4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6
Abundance units

Figure 3. Histogram of variable m/z 174. (a) Before and (b) after logarithmic transformation.

In the preliminary PLS models of all the attributes, the spirit sample named “O” was
detected as outlier and was, therefore, not considered any longer. However, the spirit
sample “K” was detected as outlier only in the aged spirit model and in the vanilla
model. In the rest it behaved as a normal sample. In the final PLS model of the

vanilla attribute two additional samples (spirits “M” and “Q’) were removed. Finally,
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the variables (m/z ratios) having coefficients in the PLS models lower than a
threshold, that ranged between 10-20% of the maximum coefficient, were also
removed. This threshold was different for each attribute and we chose, for each case,
the threshold that provided better PLS prediction results. It seems that the variables
that model the different attributes are not the same or, perhaps, they have not the
same importance.

Table 2 shows the parameters of the optimal PLS model built for each odor attribute.
The optimal number of factors of each model was found by cross-validation, using
the leave-one-out procedure (21). It can be observed that the correlation coefficient
between actual and predicted values was higher than 0.9 for all the models. The
accuracy, expressed in terms of root mean squared error of cross-validation
(RMSECV) changed according to the attribute but, in general, was quite fair. In
relative terms, the lowest accuracy was around 10%, which is more than an
acceptable value for this type of application. This parameter was determined for each
attribute as the quotient between the RMSECV and the difference between the

maximum and minimum intensity values evaluated by the panelists.

Attribute Factors Slope Intercept r RMSECV

Fruitiness 3 0.77 0.90 0.90 0.33 (11.4%)
Aged spirit 3 0.80 1.13 0.93 0.55 (9.8%)
Vanilla 3 0.81 0.30 0.96 0.28 (8.2%)
Alcohol 4 0.89 0.54 0.97 0.22 (4.9%)
Phenol 4 0.73 0.62 0.94 0.14 (5%)

Wood 3 0.84 1.00 0.93 0.54 (9.8%)
Fusel 4 0.82 0.68 0.95 0.47 (9.8%)

-tl)-;t:;llfetzs. Parameters of the optimal PLS models. The relative accuracy is given between

It can also be observed that RMSECV were, in average terms, one third or less of the
standard deviation of the values in Table 1, which means that PLS prediction results
are good for this specific application.

Figure 4 shows the intensities predicted by the PLS models vs the intensities

evaluated by the panelists for all the attributes. It can be observed that there is a good
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fit between the intensity values obtained with the HS-MS e-nose method and those
obtained with sensory analysis method. We statistically compared both methods by
building a joint confidence interval of the slope and the intercept of the intensities
found with HS-MS method vs the intensities evaluated by sensory panel (22). The

methods were statistically comparable at a 95% confidence level.
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Figure 4. Intensities predicted by the PLS model vs intensities evaluated by the panelists.

We calculated the uncertainties of the intensities evaluated with both methods. The
uncertainties of the intensities evaluated by sensory analysis were estimated as the
standard deviation of the values given by the seven panelists. The uncertainties of the
intensities predicted by the PLS models were determined using the expression
proposed by Faber and Bro (23). Figure 5 shows the average of the uncertainties of
both methods for each attribute. It can be observed that they are slightly better for the
HS-MS e-nose method, excepting for the aged spirit attribute. But, in general, it can
be concluded that the uncertainties of the odor intensities evaluated with both
methods are of the same order. If we compare the uncertainties of the measurement
of the panelists with the standard deviation of the intensities of all the samples (table
1) for each attribute, it can be observed that, excepting phenol, the uncertainties of
the measurements are smaller than the variability between samples. However, in the

case of phenol attribute, both values are very similar and, moreover, the intensity
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range evaluated is very short (between 1.8 and 2.9 in a 0-10 intensity scale). This fact
shows that the panelists can not differentiate the samples according to this attribute
because the intensity differences among samples are due to the uncertainties of the

measurements. For the rest of attributes results are satisfactory.
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Figure 5. Uncertainties of the intensities evaluated by the panelists and
uncertainties of the intensities predicted by the PLS models.

CONCLUSIONS

We have shown that the HS-MS e-nose can be used to quantify odor intensities of
several attributes evaluated in sugar cane spirits in a fast (5 min/sample) and simple
way and, moreover, with a precision very similar to the precision obtained by a panel
of trained judges. These results are very promising because they show the potential of
the HS-MS e-nose for modeling human sensory panels in the sensory analysis of
sugar cane spirits. Although sensory analysis is required for developing the PLS
models, once the PLS models have been developed, the objective evaluation of
unknown samples can be accomplished using the HS-MS e-nose and without the
need for time-consuming sensory evaluation. To the best of our knowledge, this is the
first application where it has been shown that an instrument can emulate a human

sensory panel in the sensory evaluation of real samples.
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Conclusions

Tal i com s’ha comentat en els objectius de la present tesi doctoral i s’ha anat
constatant al llarg d’aquesta memoria, I'analisi de 1'aroma del vi és una tasca
complexa a causa de la gran quantitat de compostos volatils amb diferents
propietats quimiques i organoléptiques que la conformen, i els nivells tan baixos
de concentracié als que es troben molts d’ells. Amb tota aquesta problematica,
I'etapa de pretractament de la mostra, és a dir, I'obtenci6 d'un extracte
representatiu de I'aroma del vi, és encara avui en dia un repte important per als
investigadors de I’aroma. Es en aquesta linia que s’ha volgut avangar amb una part
del treball realitzat en aquesta tesi, en la que s’ha estudiat 'aplicacié de 'SPME en
I'obtenci6 d’extractes aromatics del vi adequats per a la seva caracteritzacié
mitjancant la GCO. Per altra banda, els treballs realitzats amb el nas electronic
pretenen ser també una petita contribucié a aquest camp de la recerca en I'analisi
de 'aroma del vi, en el que aquesta técnica havia estat molt poc utilitzada a causa,
principalment, de les dificultats tecnologiques que existeixen en els instruments

basats en sensors de gasos.

A continuacié es presenten les conclusions que es deriven de tot el treball

experimental que s’ha dut a terme en aquesta tesi doctoral.

MICROEXTRACCIO EN FASE SOLIDA

1. En la determinaci6 dels ésters de 'aroma del vi mitjancant HS-SPME-GC-FID,
les fibres d’'SPME recobertes amb una fase estacionaria de polidimetilsiloxa
(PDMS) sén les que presenten una millor eficiencia en I'extraccié6 d’aquests
compostos aixi com també una millor repetitivitat (desviacions estandard
relatives entre el 0.3 i el 6.9%). Els valors de recuperacié del metode
desenvolupat oscillen entre un 80 i un 110% i els limits de deteccié

aconseguits es troben entre 0.001 i 20.3 mg/L en funcié del compost.
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En l'adaptacié del métode HS-SPME-GC-FID a l'analisi dels esters de 1'aroma
del rom, s’ha constatat que I'elevat contingut d’etanol d’aquestes mostres (al
voltant del 40%) afecta de manera important a l'eficiéencia d’extraccié dels
ésters. Per tant, cal diluir les mostres fins a un 12% en etanol abans de la seva
analisi. Els valors de recuperacié que s’obtenen amb el métode desenvolupat es
troben entre el 91 i el 105% 1i els limits de deteccié oscil len entre 0.007 i 0.027

mg/L depenent del compost.

El metode desenvolupat per a la quantificaci6 dels compostos olorosos
mitjancant HS-SPME-GC-MS permet la determinacié simultania de tots els
compostos que contribueixen a 'aroma del vi. L’elevada capacitat d’extraccié
dels compostos olorosos de les fibres de DVB-CAR-PDMS combinada amb la
deteccié de I'MS en mode SIM, permeten obtenir un metode amb elevades
sensibilitat i selectivitat. Amb l’aplicacié de la técnica de les addicions
estandard és possible la determinaci6 dels compostos d’interées amb una

precisi6 intermitja del 4.7%.

CROMATOGRAFIA DE GASOS-OLFACTIMETRIA

4.
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En els treballs preliminars realitzats en els que s’ha estudiat 'aroma de vins
monovarietals, s’ha constatat que la GCO és una técnica indispensable en la
caracteritzaci6 de l'aroma. No obstant aixo, la utilitzacié de la técnica de
'extraccié liquid-liquid per al pretractament de la mostra requereix de molt
temps i de molts passos per a l'obtencié de l'extracte aromatic, amb els

inconvenients (pérdua d’analits, contaminacions, etc.) que aixd suposa.

Les fibres d’SPME recobertes amb una fase estacionaria de divinilbenze-
carboxen-polidimetilsiloxa (DVB-CAR-PDMS) permeten obtenir, de manera

rapida i senzilla, extractes aromatics representatius de 'aroma del vi, amb un
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rang ampli de compostos olorosos, aptes per a la seva caracteritzacid

mitjancant la GCO.

Amb la nova modalitat desenvolupada de la técnica de diluci6 AEDA que
utilitza I'SPME per a l'obtencié dels extractes aromatics, s'obté una llista

jerarquitzada dels compostos volatils del vi segons la seva potencia aromatica.

El metode de pretractament de la mostra desenvolupat per a l’analisi
olfactimetrica es pot utilitzar també amb finalitats quantitatives, tot i la
diversitat quimica dels compostos olorosos i els diferents nivells de

concentraci6 als que es troben.

En la caracteritzaci6 del vi de Garnatxa s’han detectat 63 regions
aromaticament actives, 38 de les quals presenten factors de dilucié importants
(entre 64 i 4096). En el calcul dels valors d’aroma d’aquests 38 compostos, 13
presenten un valor superior a la unitat, els quals sén, en ordre de major a
menor importancia, la B-damascenona, el 3-mercapto-1-hexanol, l'acid
isovaleric, l'isovaleriat d’etil, 1’hexanoat d’etil, I’alcohol isoamilic, 1'isobutirat
d’etil, I'etilguaiacol, el butirat d’etil, el sotolon, el furaneol, el 2-metilbutirat
d’etil i I'acid isobutiric. Segons la teoria dels valors d’aroma, aquests son els

compostos que realment contribueixen a I’aroma del vi de Garnatxa estudiat.

NAS ELECTRONIC

9.

10.

El meétode desenvolupat amb el nas electronic HS-MS permet 1'analisi de vins
d’una manera rapida (10 minuts/mostra) i senzilla. A causa dels problemes
d’inestabilitat del senyal de 'MS amb el temps, pero, cal analitzar totes les

mostres d'un mateix estudi a la vegada (en dies consecutius).

En l'estudi de l'aplicacié del nas electronic HS-MS al control de qualitat dels

vins, el metode desenvolupat:
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11.

12.

13.
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e permet diferenciar els vins segons el seu origen, fins i tot quan s6n
vins de caracteristiques similars com és el cas dels vins del Priorat i

la Terra Alta, dues zones geograficament molt properes.

e permet diferenciar vins segons la varietat del raim a partir de la
qual s’han elaborat, tot i que la capacitat de diferenciacié depen de

les anyades de les mostres.

e permet diferenciar vins de la D.O. Ribera del Duero i brandies de
Jerez segons el tipus d’envelliment a queé se’ls ha sotmes, el qual ve

determinat principalment pel temps.

El nas electronic H5-MS permet dur a terme un seguiment de la vinificaci6 a
partir de l'evoluci6 de l'aroma durant aquest procés. En l'etapa de la
fermentaci6 alcoholica aquesta evoluci6é ve determinada, principalment, per la
formaci6 d’etanol. Tanmateix, si no es tenen en compte els ions d’aquest
compost volatil majoritari, es poden detectar diferéncies en les mostres
degudes a la resta de compostos volatils. El nas electronic permet diferenciar
les mostres segons altres parametres de la vinificacié com, per exemple, el
tipus de tina en que s’ha dut a terme. Aquest fet el demostra la diferenciacié
que s’ha obtingut dels vins en rama i dels vins obtinguts després de la
fermentacié malolactica, segons el tipus de tina on aquests han dut a terme la

fermentaci6 alcoholica o la fermentacié malolactica respectivament.

En I'analisi de mostos per al seguiment del procés de maduracié dels raims, tot
i que s’observa una diferenciaci6 de les mostres segons el grau de maduresa, el
metode desenvolupat és poc sensible a causa de la baixa concentracié en la que

es troben els compostos volatils del raim.

Amb el nas electronic HS-MS i utilitzant técniques de calibratge multivariant,
es poden dur a terme aplicacions quantitatives en les que, d’'una manera rapida

i senzilla, es pot determinar la concentracié de compostos que es troben a
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14.

15.

16.

17.

18.

nivells traca. Es important analitzar varies répliques de cada mostra per tal de

disminuir 'error de prediccié del metode.

En el desenvolupament del métode per a la determinaci6 de TCA amb el nas
electronic HS-MS, la utilitzacié d’una columna cromatografica per a la
transferencia dels analits de I'HS a I'MS permet una minima separaci6 del TCA
dels compostos majoritaris que sén més volatils, amb la qual cosa

s’aconsegueix un augment de la sensibilitat del metode.

Tot i que l'etanol no afecta al sistema de detecci6, aquest compost volatil
majoritari té un efecte en el procés d’extracci6 del TCA a causa de la seva

elevada concentraci6 a I'espai de cap de la mostra.

El metode desenvolupat amb el nas electronic HS-MS per a la determinacié de
TCA en vins blancs presenta un error mitja de prediccié de 0.74 pg/L (25% en
termes relatius). La repetitivitat de les mesures és de 0.31 ng/L (9.4% en termes
relatius). Malgrat els parametres de qualitat aconseguits, els quals son
adequats als baixos nivells de concentraci6 en els que s’ha treballat, el limit de
detecci6 del metode (0.2 pg/L) és superior al llindar de percepcié sensorial del

TCA en vins blancs (0.01 pg/L).

La utilitzacié de I'SPME com a sistema de mostreig del nas electronic permet
obtenir meétodes amb limits de deteccid6 més baixos, i mantenint les
caracteristiques de senzillesa i rapidesa que se li exigeix a un nas electronic. En
el metode desenvolupat amb el nas electronic HS-SPME-MS per a la
determinaci6é de TCA en vins negres, s’ha obtingut un limit de deteccié de 30
ng/L, el qual és inferior al llindar de percepcié sensorial d’aquest compost en
vins negres (50 ng/L). L'error mitja de prediccié del metode és de 13 ng/L

(22.3% en termes relatius) i la repetitivitat del 16%.

El nas electronic HS-MS permet determinar el temps d’envelliment

d’aiguardents de canya de sucre en bétes de roure. El metode desenvolupat
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permet predir el temps d’envelliment amb una exactitud aproximadament

d’un mes.

19. El nas electronic HS-MS permet emular el treball dut a terme per un panel de
tastadors en l'analisi sensorial d’aiguardents de canya de sucre. Amb el
metode desenvolupat es poden predir les intensitats de diferents descriptors
aromatics (afruitat, aiguardent envellit, vainilla, alcohol, fenol, fusta i fusel)
amb una exactitud adequada (errors de predicci6 entre el 4.9 i el 11.4%
depenent del descriptor) i una precisié del mateix ordre que la del panel de

tastadors entrenats.

PERSPECTIVES DE FUTUR

Son escasses les vegades que un treball de recerca es pot considerar finalitzat ja que
sempre van sorgint noves qiiestions i nous camps per explorar. Els resultats
obtinguts en el treball realitzat en aquesta tesi condueixen també a nous

plantejaments que podrien constituir futurs treballs de recerca en aquest camp:

e La inestabilitat del senyal amb el temps que presenten els nassos electronics
basats en I'espectrometria de masses, és un problema que cal solucionar per tal
de poder construir models amb mostres analitzades en dies diferents. Aquest
fet permetra obtenir models més robustos, aixi com també utilitzar-los durant
un periode de temps raonable i no haver de construir el model cada vegada
que es volen analitzar noves mostres. La solucié a aquest problema passa,
probablement, per l'aplicacié de teécniques de transferéncia de calibratge
utilitzant mostres de referéencia. L’obtencié d’aquestes mostres de referencia
sera un repte important ja que cal que siguin estables amb el temps, i aix0, en

el cas del vi i els aliments en general, no és un problema de facil solucié.
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El control de la maduracié aromatica dels raims mitjancant el nas electronic és
un estudi de gran interes per als enolegs ja que disposarien d'una técnica
objectiva que els permetria determinar la data optima de la verema pel que fa a
la maduraci6 aromatica. En aquesta linia cal desenvolupar un nou metode per
a l'analisi de I'aroma dels raims utilitzant una técnica de pretractament en la
que es dugui a terme una concentracié important dels compostos volatils. Una
bona opcié podria ser utilitzar I'SPME ja que com s’ha demostrat en aquesta
tesi, és una técnica adequada per a la seva utilitzaci6 com a sistema de

mostreig del nas electronic.

El defecte aromatic del “gust de suro” és un problema que preocupa tant als
enolegs, ja que els vins que presenten aquest defecte no es poden
comercialitzar, com als fabricants dels taps de suro, perque, sovint, s’atribueix
I'origen de la contaminacié al tap, tot i que aixo no sigui sempre cert. En
aquesta tesi s’han desenvolupat metodologies amb el nas electronic per a la
determinaci6é del TCA en els vins. Tanmateix, un altre treball interessant seria
el desenvolupament d'un metode amb el nas electronic que permetés, de
manera rapida i senzilla, dur a terme el control de qualitat dels suros pel que fa

a la determinacié d’aquest compost en els mateixos.

A part del TCA, pero, hi ha altres compostos que també s’associen amb el
“gust de suro”. L’aplicacié de la GCO a l'estudi dels compostos volatils del
suro i de la seva migraci6 al vi, permetria indagar sobre quins sén els
compostos del suro que passen al vi i li confereixen les olors de humitat, florit i

cartr6é mullat, caracteristiques dels vins que presenten aquest defecte.
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Si sabéssim assaborir el vi, el pa, una amistat, sabriem assaborir de la
mateixa manera cada instant de la nostra vida amb el respecte i escolta

silenciosa del felic moment que transcorre.

Jean Trémoliéres



