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RESUM

Amb I’objectiu de veure la influencia del llevat en els compostos de sofre volatils en
els vins, s’han estudiat diferents aspectes de la formacié de sulfur d’hidrogen (H.S) i
altres compostos de sofre volatils lleugers, per part de Saccharomyces cerevisiae,
durant la fermentacio vinica. Es proposen metodes per mesurar i evitar el problema de
I’olor desagradable del H,S i els seus derivats, per analisi sensorial, comparacié de
soques de llevat, determinants genetics i aspectes viticoles, i augmentar la qualitat dels
vins i respectar les aromes propies de cada varietat de raim.

1. S’han mesurat compostos de sofre volatils fins valors traca en vins mitjancant
I’analisi per espai de cap, cromatografia de gasos i detector fotométric de flama.
Cinquanta set vins dels setanta set, provinents de dinou cellers, tenien algun compost a
una concentracié per sobre del llindar de percepcié. El sulfur de dimetil (DMS) va ser
el més freqlient i en més concentracid. L’eta tiol (EtSH) i el dietil disulfur (DEDS)
estaven a la majoria de Cabernets, Merlots, vins blancs fets amb Pinot noir, i en menor
guantitat en Sauvignon blanc i Chardonnay. El meta tiol (MeSH) es va trobar a nou
dels dinou Pinot noir. Es van trobar dotze vins amb EtSH, sis vins amb DEDS, cinc
amb DMS i tres amb MeSH, per sobre del llindar de percepcid, en canvi disset vins
tenien concentracions de compostos de sofre volatils per sota el llindar de percepcio i
en tres vins no es va detectar cap compost per estar per sota la deteccid del sistema o
ser un compost sense sofre.

2. En I’elaboraci6 del cava i altres escumosos, intervenen dues fermentacions. Si en els
vins en general és important I’encert en la seleccio i caracteristiques fermentatives de
la soca de llevat, en els vins escumosos ho és doblement, pels dos inicis i finals de
fermentacio i per la llarga crianca en condicions reductores a dins I’ampolla que pot
potenciar els compostos de sofre volatils. Entre les condicions per a seleccionar una
soca per a la primera o segona fermentacié hi ha la menor formacié de H,S possible.
En un estudi sobre estabilitat genética, es va comprovar que soques més estables
mantenien les caracteristiques enologiques i realitzaven un segona fermentacié amb
complerta normalitat. Per a conéixer les condicions que afavoreixen la producci6 de
H.S, s’han realitzat fermentacions amb most i medi model amb diferents llevats i
mesurat els compostos de sofre per analisi de I’espai de cap per cromatografia de
gasos i detector selectiu. S’ha vist que sempre es forma alguna quantitat de compostos
de sofre (EtSH, DMS,SO;) i que la formacié de H,S coincideix amb el consum de
nutrients i dues fases de la fermentacid, en el creixement exponencial i en la fase de
latencia.

3. Per tal de comparar les soques de llevat viniques per la seva produccio de H,S, hem
de poder diferenciar-les i agrupar-les per métodes objectius. S’ha fet servir la técnica
de I’analisi de restriccio del DNA mitocondrial (MtDNA) en 45 soques comercials de
llevat vinic Saccharomyces cerevisiae. L’analisi amb I’enzim Hinf | va donar 17
perfils que es poden considerar Unics. Les 28 soques restants van donar vuit perfils de
restricci6 del mtDNA. En un estudi més ampli, es van comparar 140 soques



comercials i es va trobar que alguns perfils eren compartits per fins 22 referéncies. Es
va avaluar la formaci6 de H,S en funcié del perfil genétic de les 140 soques de llevat
comercials en fermentacions de un litre de most de referencia amb 120 mg/L de
nitrogen assimilable. Es va observar que en 54 soques (40%) no es va detectar H,S.
Les soques que en van produir, van donar valors entre 0.2 i 13 mg/L. També es va
mesurar la produccié de sulfits (SO;) i es va observar una correlacidé inversa
significativa entre la produccidé de H,S i SO,. Hi ha perfils de restriccio del mtDNA
que han donat alta produccio de H,S. Es recomana fer proves entre soques de llevat i
el most per predir la formacio de H,S.

4. Per entendre els determinants genetics de la produccié de H,S, s’han comparat els
transcriptomes de dues soques viniques utilitzades en els cellers amb diferent formacio
de H,S, UCD522 (productor alt) i P29 (productor baix). Es van prendre mostres a
partir de fermentacions en el moment de la formaciéo del H,S. Els perfils de
transcripcié es van analitzar amb tres métodes, un xip de cDNA, un Xxip basat en
oligonucleotids i una qRT PCR d’una seleccié de transcrits. Menys del 10% dels gens
van mostrar diferencies significatives entre les dues soques. La produccio alta de H,S
va correlacionar amb una sobre expressié general dels gens de la biosintesi de la
tiamina, en canvi els gens relacionats amb el catabolisme del aminoacids no es van
expressar de manera diferent. Els resultats indiquen que, en alguns llevats, el paper de
la sintesi de la tiamina en la produccio de H,S pot ser mes important que el
metabolisme del nitrogen i defineix nous objectius per a la seleccio de llevats vinics.

5. Es van realitzar experiments per veure I’efecte del reg a la vinya sobre la
composicidé del most i possible efecte sobre la formacio de compostos de sofre. També
es va estudiar la composicid nitrogenada de mostos de diversos anys i hi ha molts
casos que el nitrogen assimilable pels llevats és limitant, convé mesurar-lo i fer una
aportacio si cal. S’ha vist que alguns fungicides aplicats a la vinya eren causa de
formacio de compostos de sofre volatil durant la fermentacié del most. Per estudiar
alternatives al fungicides s’han estudiat alternatives biologiques, oli vegetal, llevat per
I’oidium i altres per al podrit. Per altra banda, hi havia la possibilitat que hi hagués
alguna interferencia amb els llevats de la fermentacid. Per veure si els tractaments
tenien algun impacte sobre la fermentacid, es van fer vinificacions amb lots de raims
tractats i es va seguir la fermentacio i el vi resultant. Els tractaments realitzats durant
dos veremes, no han afectat negativament la fermentacio o la qualitat del vins.

6. En tractaments en vins amb olors de reduccio amb sulfat de coure i citrat s’ha vist
que el citrat pot eliminar alguns dels compostos de sofre volatil i deixar un menor
residu de coure en el vi. En casos de vins amb disulfurs s’ha vist que un tractament
previ amb acid ascorbic podia millorar el tractament amb coure. En molts casos els
vins tractats han millorat pero no s’eliminen del tot els compostos de sofre volatils i
per tant és preferible evitar-los durant la fermentacié amb mesures preventives.

7. Per a caracteritzar el vins de varietats tradicionals produits a Catalunya s’ha fet una
analisi sensorial descriptiva de diversos vins. Per al Xarel-lo es van tastar 25 vins,



entre els quals n’hi havia de les collites de 2004 a 2008. Es va trobar un grup de vins
joves que es van caracteritzar pels descriptors fruita i floral i un gust fresc. Un altre
grup el van formar els vins amb crianga caracteritzats per les aromes de torrat,
especiat i compota. No es van descriure aromes com aranja 0 boix tipics dels
compsotos tiolics positius.






1. INTRODUCCIO
1.1 Introducci6 general

En el mdn del vi hi ha una tendéncia a la proliferacié de marques, a Catalunya n’hi ha
més de 1700 i a Espanya més de 10000. Aquesta profusié fa que hi hagi una important
competencia entre els elaboradors que no poden permetre que hi hagi defectes en els
seus vins. Un dels defectes que es manté, és el derivat dels compostos de sofre
produits pels llevats durant la fermentaci6. En els darrers anys hi ha hagut equips a
paisos importadors o exportadors que hi han treballat analiticament i sensorial
(Nykanen i Suomalainen 1983, Spedding et al. 1983, Goniak i Noble 1987). Aqui,
pocs son els laboratoris i centres de recerca que ofereixen una analisi complerta
d’aquests compostos i la majoria de cellers no els mesuren. En aquest treball s’han
analitzat els factors que influeixen als llevats, a produir aquest defecte i maneres
d’evitar-ho.

S’ha comencat per identificar i quantificar els compostos responsables, s’ha continuat
comparant la formaci6 dels compostos de sofre volatils entre soques de llevats i s’han
analitzat els factors genetics entre dues soques. També es van fer proves en vinya per
trobar alternatives a alguns pesticides i en celler per millorar els vins amb defectes.

Analisi
sensorial

Aspectes Analisiper
viticoles i cromatografia
enolbgics EAs05

Analisi
multifactorial
amb llevats

Expressio
génica

Fig.1.1 Técniques utilitzades per a determinar els factors de formacié dels compostos
de sofre volatil al vi



En les caracteristiques d’un vi intervenen diferents factors, entre ells, la gestio de la
vinya, les fermentacions i les operacions del celler. Quan es vol millorar un aspecte
s’han de tenir en compte el maxim de factors i la seva influencia en el vi resultant. En
aquest treball es volia conéixer més a fons els factors de la formacié de compostos de
sofre volatil en el vi. Per aconseguir aquesta informacié s’han hagut de seguir
disciplines molt diverses: I’analisi sensorial, I’analisi de compostos traca per
cromatografia de gasos amb detectors especifics, I’enologia, la microbiologia, les
eines de biologia molecular i genomica i aspectes més agronomics com la gestié del
reg i la proteccié de la vinya. Per a poder utilitzar aquestes técniques ha fet falta fer
estades i col-laboracions amb universitats, centres de recerca i empreses de diversos
indrets i comptar amb el suport de diferents equips dels que he tingut molt per
aprendre. Aix0 m’ha obligat a fer-ho en un periode llarg de temps i des d’angles
aparentment allunyats pero tots ells relacionats amb el seguiment de la qualitat final
del vi i la millora de les perspectives d’un sector molt arrelat a la nostra terra.

Per a estudiar els compostos de sofre volatils durant la fermentacié del vi i conéixer-ne
les causes, s’ha seguit diveros pasos: analisi quimica i sensorial de vins, elaboraci6 del
vi a escala pilot, comparacio dels llevats, factors genetics en els llevats, tractaments
del vi i gestio de la vinya. Com en una roda de millora constant, els problemes que
sorgeixen en I’analisi sensorial s’han d’analitzar per successives etapes en camps
complementaris, i tornats a verificar, per analisi sensorial.

1.2 El vi i el seu sector

El vi és un aliment que s’elabora des de I’antic Egipte i Mesopotamia. El vi ha
acompanyat celebracions com el banquet de Plato, ha viatjat en amfores de Tarraco i
Emporion cap a Roma, ha estat present a les taules de les princeses medievals i ha
conservat interes fins els nostres dies. S’ha dit que el vi és la més civilitzada de les
begudes. Es consumeix a molts indrets del mon i algunes ampolles tenen un preu molt
exclusiu (Dominé 2008, Pretorius 2000).

El vi és una constant en la historia dels Paisos Catalans (Ciurana 1980, Giralt 2005) i
actualment és un dels sectors més importants dins I’agricultura i I’alimentacid. A
Catalunya esta organitzat en 11 denominacions d’origen més el Cava (que també es
pot produir fora de Catalunya), i abasta gran part del territori, amb més de 600 cellers
que ocupen directament unes 4500 persones. Es un sector que exporta a 140 paisos,
una facturacié superior als 500 milions d’euros, amb una llarga tradicié i unes
expectatives raonablement positives gracies a I’exportacio i que, en els darrers anys,
s’esta potenciant amb el turisme del vi o enoturisme (Generalitat de Catalunya,
Observatori del vi i el cava 2007).
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Exportacions catalanes de vi i cava 2010

total

escumaosi cava
W alor Milons euro

vi m Yolum Milions litres

165 i cava vi

L y

Fig. 1.2 Valor i volum de les exportacions catalanes de vi i cava. (Observatorio
Espariol del Vino 2011)

Els vins a Europa, i per tant, a Catalunya, sén un dels productes alimentaris més
regulats. Les vinyes s’han de plantar amb permis de plantacid, en zones establertes,
amb varietats autoritzades i amb rendiments limitats. Els vins s’han d’elaborar en
cellers autoritzats, amb unes normatives establertes, han de tenir uns parametres
analitics concrets i finalment han de superar una prova de qualificacio sensorial en un
tast anonim gue organitza la denominacio d’origen on el vi estigui inscrit. Després els
vins han de passar la prova del mercat, arribar en bones condicions fins el consumidor
i mantenir-ne la qualitat, és a dir, han de respondre a les expectatives de qui els tasta.
Aquesta acceptacio final, normalment esta relacionada amb el preu, una bona imatge
de I’envas, un bon aspecte del color, un bon gust i una aroma agradable.

El vi és un exemple de producte sensorial. Podem apreciar els seus colors, sentir el so
del tap i del vi omplint la copa, olorar les seves aromes i tastar els seus gustos. En
definitiva, gaudir amb la seva diversitat i evoluci6. També podem llegir la seva
etiqueta i imaginar-nos el paisatge de les vinyes, els cellers i les persones que han estat
el seu origen.

En els darrers decennis, el vi ha passat de ser un producte quotidia als paisos
mediterranis, venut localment a granel a les tavernes, a ser un producte per ocasions
especials a tot el mon, generalment embotellat, venut a botigues especialitzades i amb
preus en augment. Les perspectives de mercat, per una banda, han fet augmentar les
plantacions i tenim molts més productors arreu del mon, i per una altra, augmenta el
nombre de consumidors formats que esperen un vi agradable, interessant, divers, una
experiéncia plaent en conjunt: color, aroma i gust agradables, i que respongui al nom
d’una regi6 o un lloc que aquell vi representa.
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En els tractats antics sobre vins es parla de com millorar el vins “corromputs” i es
proposen tecniques de clarificacié o tractaments diversos (Anonim, S.XV). Pasteur va
publicar el seus estudis sobre el vi al 1860 i va assentar les bases microbiologiques de
I’enologia. Alguns dels canvis més importants en viticultura van ser I’arribada de
I’oidium al 1850, el mildiu 1870 i la fil-loxera al 1890; en el camp economic, aixo va
suposar unes pujades i baixades en el preu del vi i en el camp técnic, I’obligacio de fer
tractaments amb sofre per I’oidi, amb coure pel mildiu i empeltar les vinyes per evitar
la fil-loxera. A I’enologia els canvis s’han fet més recentment i han estat, a partir del
1970, el control de temperatura de fermentacio, la utilitzacié de I’acer inoxidable i la
sembra de llevats i bacteris seleccionats. Aquests canvis viticoles i enologics han estat
una millora en molts aspectes, i cada dia es fan millors vins pero, alhora, el control de
I’oxidacié i envasos més hermétics poden generar defectes relacionats amb els
compostos de sofre (Descout 1991).

El vi, per a garantir la seva bona imatge i el seu preu, cal que respongui a certs criteris
de qualitat i evitar els possibles defectes. L’aroma del vi és un dels aspectes més
complexes, esta format per centenars de compostos perd n’hi ha alguns que tenen més
importancia que altres i si estan per sobre d’un llindar determinat, poden donar
sensacions desagradables. Es llavors quan els anomenem defectes. Els defectes
aromatics mes habituals en els vins, abans d’embotellar, sén I’olor a vinagre produit
per bacteris acetics, I’olor a estable o fenol produit pel Ilevat Brettanomyces i I’olor a
reduit, produit en determinades situacions pels mateixos llevats Saccharomyces de la
fermentacio del vi.

El vi no és un producte de primera necessitat. ES consumeix per plaer, per tant ha de
ser agradable a la vista, a I’olfacte i al gust. Per poder-ne apreciar la qualitat, el vi no
ha de tenir defectes. L aspecte dels vins ha de ser agradable: color adequat i absencia
de terbolesa. El color admet un bon marge tant entre vins blancs, com negres. Per
obtenir un bon color hem de limitar la maceracié en vins blancs, mentre que
I’afavorirem en vins negres. Durant I’elaboracié hem de protegir els vins contra les
oxidacions, que tornen foscos els vins blancs i fan perdre color als vins negres. La
transparencia i brillantor s’aconsegueixen per clarificaci6 amb col-loides com la
bentonita o la gelatina. L’estabilitzacio tartarica per fred i filtracio. El gust del vi
depen de I’harmonia entre I’acidesa, I’alcohol i els tanins. Per simplificar, podem dir
que en els vins blancs es busca la frescor i en els vins negres la calidesa. Les aromes
son una part important de les qualitats que pot tenir el vi; quan hi ha una olor
desagradable diem que el vi te un defecte.

Diversos treballs anteriors s’han interessat pels defectes en begudes alcoholiques, en
cervesa (Brenner et al. 1953, Sinclair et al. 1969, Wainwright 1972, Leppanen et al.
1979, Nagami et al. 1980, Anness 1981, Seaton et al. 1981, Stewart i Russell 1981,
Drozd et al.1990) i en vi (Thoukis i Stern 1962, Eschenbruch 1974, de Mora et al.
1986). Es conclou que hi ha compostos de sofre en concentracions traga formats
durant la fermentacié que poden tenir un impacte sensorial negatiu.
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1.3 Defectes actuals i reptes de futur

El vi és un producte natural perqué prové del raim i de la fermentacid per part dels
Ilevats. Pero, de la mateixa manera, si no s’hi fan els tractaments adequats, es tornara
vinagre. El vi segueix evolucionant durant el temps de crianca, que aporta aromes i
suavitza els vins, pero actualment es valoren més els vins joves amb aromes de la
fermentacio i el raim. Amb aquest objectiu, el vi s’embotella més aviat i, si hi ha
aromes negatius formats durant la fermentacid, sortiran en el vi (Descout 1991). Un
altre factor és el tipus de tapat, quan es tapen les ampolles amb taps de rosca, que
permet menys entrada d’oxigen en el vi, si hi ha compostos de sofre volatils, hi ha més
possibilitats de conservar-les que amb un tap de suro. Per tant, el repte actual és evitar,
fins on sigui possible, els defectes com els compostos de sofre i els seus precursors en
el vi durant la fermentacio i elaboracio.

Segons un recent estudi en vins presentats a concursos (Goode et al 2008), els defectes
més frequents en el vi embotellat son, els segiients:

Atribuits al suro (1.8%)

Atribuits als llevats Brettanomyces (0.75%)
Atribuits a I’oxidacid (1.2%)

Atribuits a la reduccio (1.8%)

El defecte atribuit al suro esta associat principalment al tricloranisol (TCA).
Actualment es fan controls meés rigorosos de les etapes de fabricacio dels taps i estan
disminuint aquests casos. També es fan servir alternatives al suro com taps sintéetics i
metal-lics dels que s’estan seguint les caracteristiques.

L’olor relacionada amb el Brettanomyces s’esta estudiant tant en la quantificacio de
les contaminacions, com en la mesura dels fenols volatils: Etil fenol i Vinil fenol. El
nostre equip també ha treballat sobre la deteccio i identificacié d’aquest llevat
contaminant (Puig, A. et al. 2007) En alguns casos els defectes tenen sinérgies; en
casos de contaminacio per Brettanomyces, els etil fenols formats (perceptibles a partir
de 450ug/L) potencien notes vegetals i de reduccié. En boca també donen notes
metal-liques, aspres i acides. Normalment es desenvolupen durant la crianga.

L’oxidacio és un caracter més general que, normalment, s’evidencia per una perdua
d’aroma fresc i un augment del color groc. Esta relacionat amb una exposicio del vi a
I’oxigen, temperatures excessives i poca proteccié amb dioxid de sofre.

L’acidesa volatil elevada, conseqliencia de I’acid acetic,és un defecte que es pot
analitzar a la majoria de cellers. Majoritariament, prové de I’activitat dels bacteris
acetics en presencia d’oxigen; podriem dir que és un problema conegut i la majoria
d’enolegs saben com evitar-ho, limitant I’exposicié a I’aire, una temperatura baixa i
protegint el vi.
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La reduccio és com s’anomena, a la inddstria del vi, I’efecte sensorial conjunt d’un
sequit de compostos de sofre volatils entre els quals hi ha el sulfur d’hidrogen o
sulfhidric, disulfurs, tiols. Es un defecte més complex per les seves diverses causes,
dificultat de mesura i possible tractament. Els compostos de sofre son,
majoritariament, negatius per I’aroma del vi com els tiols, pero també n’hi ha de
positius i els anomenem aromes tioliques, tipiques d’alguna varietat com el Sauvignon
blanc. Les olors de reduccié es poden donar en el vi mentre fermenta, mentre es troba
sobre els sediments, i en les aigiies dins o fora del celler.

Di etil disulfur

Eta tiol Meta tiol Dimetil eta tiol Mercapto hexanol

Fig.1.3 Compostos de sofre volatils descrits en vins i productes associats

La possibilitat de mesurar els defectes en els cellers és molt desigual. L’acid acétic o
acidesa volatil, s’analitza per destil-lacid; moltes empreses del sector tenen equips per
fer aquesta analisi coneguda des de fa més de seixanta anys (Guasch, J. 2007). En
canvi, I’olor a quadra o fenol, s’analitza per cromatografia de gasos dels 4 etil fenol i
altres semblants i només alguns cellers i laboratoris poden fer aquesta analisi. L’analisi
dels sulfurs requereix cromatografia i detectors especifics com el fotométric de flama
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o quimioluminescencia, que encara son menys habituals en cellers, laboratoris i només
es troben en alguns centres de recerca. Aixo ha fet que I’estudi de la presencia i causes
d’aquests compostos hagi estat limitada per les dificultats que presenta.

La produccid de compostos de sofre com el sulfhidric i tiols, continua sent un
problema poc conegut. En aquest cas no hi ha un sistema d’analisi fiable en quasi cap
celler, i a tot el mén son pocs els laboratoris que tenen I’equip i personal necessari per
analitzar-los. No té un origen Unic i, per tant, podem dir que és un problema latent i els
enolegs no sempre saben com evitar-ho. Per altra banda, és un problema persistent i
negatiu per molts consumidors i critics de vi. El primer problema que tenim amb els
compostos de sofre és que redueixen les aromes positives del vins, com les notes de
fruita i altres aromes.

Entre els compostos de sofre volatils també n’hi ha que sén positius o caracteristics
d’alguna varietat; en el primer cas tenim el sulfur de dimetil que, en baixes
concentracions, té una aroma dolcga. Del segon tipus sén les mercapto pentanones que
estan glucosilades en el raim Sauvignon blanc (Tominaga et al. 1998) i altres, i
algunes soques de llevat els hidrolitzen i revelen I’olor de fruita tropical i vegetal.

1.4 Compostos de sofre volatils

Com tots els organismes, els llevats necessiten sofre pel seu metabolisme i I’utilitzen
durant I’etapa de multiplicacio cel-lular. Segons la composicié del most i el tipus de
Ilevat es poden formar alguns compostos de sofre d’olor desagradable com H,S, tiols i
disulfurs.

S’anomenen compostos de sofre volatils lleugers els que tenen un punt d’ebullicio per
sota 90°C: Sulfur d’hidrogen, meta tiol, eta tiol, disulfur de dimetil, disulfur de dietil
(amb olors desagradables de goma), sulfur de dimetil (té una olor dolca, de pésol cuit,
0 moresc cuit 0 de marisc segons la concentracio i sinérgies). Els compostos de sofre
volatil pesats sén els que tenen un punt d’ebullicié més alt de 90°C, com el metionol.
En aquest treball s’analitzen principalment els compostos de sofre volatils lleugers.

Els compostos de sofre volatils han estat un problema en el vi al llarg del temps. El vi,
quan acaba de fermentar, ve d’unes condicions amb poc oxigen. Si no es protegeix de
I’aire, s’oxidara i els bacteris acétics el convertiran en vinagre. Si el mantenim tancat
amb els sediments, es formaran compostos de sofre durant la degradacio dels
sediments. L’equilibri és delicat i les practiques enologiques recomanen separar el vi
dels sediments per evitar males olors i afegir dioxid de sofre per evitar oxidacions. La
quimica del sofre és complexa perqué és un element molt reactiu, el trobem amb
diverses valéncies i equilibris en el most i en el vi. Els factors viticoles i enologics
creen moltes interaccions. Si tenim un vi amb compostos de sofre, les accions
correctives son limitades. La tendéncia cap a vins més afruitats, joves, elaborats en
condicions més reductores i amb tap de rosca poden afavorir que al consumidor li
arribi un vi amb compostos de sofre indesitjats.
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Del centenar de compostos de sofre identificats en el vi, una desena son els que s’han
associat amb defectes quan estan per sobre el seu llindar de deteccio. S6n molecules
curtes, de pes molecular lleuger, formades per un sofre i un hidrogen i anomenats tiols,
sulfhidril o mercapta, que vol dir mercurius captans perqué reaccionen amb el mercuri
i altres metalls. Els tiols s6n més volatils que els alcohols corresponents, més acids i
menys miscibles en aigua. Molts tiols tenen olors desagradables i persistents. Els tiols,
en concret I’eta tiol i similars, es fan servir per donar olor al gas per a facilitar les
deteccions de les fugues per I’olfacte. Altres tiols poden ser agradables com el que
dona olor a I’aranja, un tiol mono terpenoide. Els tiols per oxidacié donen disulfurs
que poden ser més dificils d’eliminar (Bovet et al. 1990).

El grup tiol és important en biologia perqué és la part funcional de la cisteina. Quan en
una proteina hi ha dues cisteines, es poden acostar i, en condicions oxidants, unir-se i
formar cistina que té el pont disulfur i pot contribuir a I’estructura terciaria si és dins la
mateixa proteina o a I’estructura quaternaria si son dues proteines diferents. El grup
tiol participa en molts mecanismes bioquimics i, en I’aspecte sensorial, el pont disulfur
es proposa com un dels mecanismes del reconeixement de les olors (Turin, L. 1996).

El sulfur d’hidrogen es produeix en els llevats durant el metabolisme, Saccharomyces
pot utilitzar els sulfats, sulfits, tiosulfats, cisteina, metionina, homocisteina 1 S-
adenosil metionina (Hartnell i Spedding 1979, Startford i Rose 1985, Yoshimoto i Sato
1968, Del Cupolo i Zambonelli 1973). La reduccio del sulfat es fa mitjancant cinc
enzims. Després d’entrar a la cel-lula a través d’una sulfat permeasa. El segon pas,
amb ATP sulfurilasa es forma adenosin 5’ fosfosulfat (APS). En un tercer pas APS
kinasa catalitza la formacio de 3’fosfoadenosin 5’fosfosulfat (PAPS). En quart lloc
PAPS reductasa forma sulfit. En cinqué lloc els enzims sulfit reductasa catalitzen la
reduccid de sis electrons fins a sulfur (Boulton et al.1996). El sulfur es transfereix a O-
acetil homo serina per fer homo cisteina. La teoria més acceptada per a la formacio de
H.S per part dels llevats és un excés entre la reduccié de sulfat o sulfit i la
disponibilitat de O-acetil homo serina per formar homo cisteina (Bidan i Collon 1985).
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H.S

Fig.1. 4 Reducci6 del sofre des de sulfat a sulfur

La utilitzaci6 d’una o altra font de sofre depen de la composicié del most. La
metionina reprimeix la sintesi de sulfat permeasa i enzims de reduccid del sulfat. Si hi
ha sulfit, habitualment addicionat al most, entra a la cel-lula per simple difusio. Si hi
ha un excés de sulfur que no és utilitzat pel llevat, es difon en el medi i queda en el vi.
En les fases finals de la fermentacio els llevats van morint i al degradar-se, també es
forma sulfur d’hidrogen a partir dels aminoacids que contenen sofre. EI sulfur
d’hidrogen és un dels compostos de sofre volatils més habituals durant la fermentacio,
perd la majoria es dissipa amb el dioxid de carboni. Si en queda en el vi, pot ser un
problema en si mateix i pels altres compostos que es poden formar.

Alguns tiols volatils també es troben amb certa freqliencia en el vi, tenen unes olors
entre al-liacia i de claveguera. Poden formar-se alhora que el sulfur d’hidrogen o al cap
d’un temps. EI meta tiol o metil mercapta és més freqiient en vins amb defectes. L’eta
tiol o etil mercapta és menys freqlient. Si només es fa un tractament amb aire, es poden
formar disulfurs i reduir temporalment el defecte; pero si el vi torna a estar en
condicions reductores, poden formar-se un altra vegada els tiols.

Els disulfurs es troben en vins pero, habitualment, per sota els llindars. Poden ser un
problema si el vi torna a les condicions reductores. Els tractaments amb coure no
acostumen a reduir el problema del disulfurs.

El sulfur de dimetil es troba a la majoria dels vins i potser derivat dels aminoacids del
raim o del llevat. No té perque estar relacionat amb la formacié de sulfur d’hidrogen.
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Es un exemple de compost que, a baixes concentracions, déna olors agradables
afruitades i de complexitat positiva. A més concentracio, que es pot desenvolupar amb
el temps, apareixen notes de verdura cuita o esparrecs. Per sobre de 30 o 50 pg/L pot
donar notes de col bullida.

v

Etilmercaptano

Fig. 1.5 Model del eta tiol

Taula 1.1 Compostos amb sofre, aromes associades i llindars de percepcio

2-Metil-3-tiofanona molla de pa 0,1-1,0 pg/L
Sulfur d’etil All 15-18 pg/L
Sulfur de dimetil Oliva, verdura en llauna 1,4-8,5 pg/L
Disulfur de dimetil Goma 30 pg/L
Disulfur de dietil ceba, cautxu 40 pg/L
Meta tiol podrit 0,3 ug/L
Eta tiol ceba, gas, all 1.1 po/L
Mercapto etanol corral, galliner 1-10 pg/L

18




4Mercapto Metil boix 5ng/L
pentanona

Mercapto Hexanol aranja 0.08 ng/L
Acetat Mercapto Hexil fruita de la passio 4 ng/L
3-Metil-Sulfanil-propa patata crua, tubercle 1 mg/L
2-Metil-sulfanil-etanol mongeta verda 1-10 mg/L
Metionol coliflor, col cuita 3,2-4,5 mg/L
Acetat de tio-metil vegetals podrits, formatge 10-40 pg/L
Acetat de tio-etil cremat, sulfurat 10-30 pg/L
Acetat de metil-sulfanol- all, xampinyé 100-115 pg/L
propil

(adaptat de Goniak 1987, Descout 1991 i A. Palacios, Lab. Excell Ibérica).

Taula 1.2 Compostos volatils lleugers estudiats en aquest treball

Compost Formula Descripcio Llindar de
percepcio
Sulfur d’hidrogen H.S Ou dur, ou podrit | 100ug/L
Sulfur de dimetil (CH3)2 S Esparrecs en 5-25 pg/L
(DMS) [launa
Meta tiol (Me SH) CHs;-SH Podrit 0.3-2 pug/L
Eta tiol(Et SH) CHs3-CH-SH Gas, ceba 1.1 pg/L
Disulfur de dimetil CHj3-S-S-CHjs Goma cremada 30 pg/L
(DMDS)
Disulfur de dietil CH3-CH-S-S-CH- | Ceba, sofre 40 ug/L
(DEDS) CHs cremat

19




El sulfur d’hidrogen és el més volatil i facil d’eliminar del vi, perd pot reaccionar i
formar diversos tiols, com el meta tiol o I’eta tiol, més persistents. Aquests, per
oxidacio, donen disulfurs com el dimetil disulfur o el dietil disulfur, persistents i més
dificils d’eliminar pero amb llindars de deteccié més baixos. El dioxid de sofre i les
condicions reductores dins I’ampolla, poden tornar el disulfurs en tiols creant un
defecte on aparentment no n’hi havia. Els tioacetats també poden formar tiols.
Eliminar aquests compostos del vi és complicat i la millor cura és la prevencio.

En una revisio de moltes soques viniques (Linderholm 2008), en varen trobar una que
no produia sulfur d’hidrogen en la majoria de condicions. Després d’estudiar el seu
genoma, es va veure que tenien una mutacié de la base 1985(C-A) al gen MET10,
aquest porta al canvi d’una treonina per una lisina en I’aminoacid 662 que estaria en
I’enzim sulfur reductasa i el deixaria inactiu. (Linderholm, A.L. et al 2008)

Factors de formacio

Els factors que s’han descrit per a la formacié de compostos de sofre volatils en els
vins son la soca de llevat (Rankine 1964, Acree et al. 1972, Thomas et al.1993,
Zambonelli et al. 1984), la manca de nutrients en el most (Vos i Gray 1979, Jiranek et
al. 1995), restes de pesticides (Schutz i Kunkee 1977, Rauhut 1993 ), deficiencia
d’acid pantotenic (Tokuyama 1973) o piridoxina (Wainwright 1971), excés de cations
metal-lics com coure (Boulton et al. 1996) i exces de sulfit (Muller-Spath 1978,
O’Connor 1986). La diversitat de factors fa que encara quedin molts aspectes per a
preveure o evitar la formacié de compostos de sofre volatils durant la fermentacid
vinica.

Degradacio de pesticides: Els productes amb sofre utilitzats a la vinya sén: el sofre
elemental en diferents formulacions (pols, micronitzat, mullable) utilitzat contra I’ oidi,
dosis aplicades fins 240 kg/ ha. Es recomana no tractar amb sofre les darreres sis
setmanes de maduracié o a partir del verol (Boulton et al. 1996). Altres fungicides
utilitzats sén: el metomil (carbamat) que es pot degradar en H,S, meta tiol, eta tiol,
sulfur de dietil i disulfur de metil i Tiram (ditiocarbamat) que es pot degradar en CS,
H.S, disulfur de metil, acefat (organo tiofosforat) (Rauhut 1993, Marais i Kruger
1976). Per evitar aquest origen, es proposa evitar els pesticides sintétics i cercar
alternatives al sofre en la fase de maduraci6 del raim.
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Fig. 1.6 Factors de formacio de compostos de sofre volatils en els llevats

1.5 Analisi dels compostos de sofre en el vi

Els metodes analitics per als compostos de sofre volatil es poden classificar en
colorimétrics, cromatografics, i sensorials. Cada un d’ells té els seus avantatges i
inconvenients, que es resumeixen a continuacio.

1.5.1 Metodes instrumentals.

- Métodes colorimétrics. S'utilitza I'enfosquiment de metalls pesats com ara paper o
columnes d'acetat de plom per a H,S, formacio de blau de metilé i Us de sals de
mercuri per a tiols (Rankine 1963, Ruiz-Hernandez , Kumar 2010). EI punt més feble
d’aquest metode és la falta d'especificitat i de precisio, els metalls reaccionen a una
familia de compostos amb diferents propietats sensorials i, a més a més, I'evolucio del
color també depen de les condicions a la matriu com ara el pH. Altres metodes
colorimeétrics tenen poca sensibilitat i especificitat. Utilitzen la formacio de blau de
metilé a partir de la p-Aminodimetil anilina i de H,S (Brenner i Owades 1953), els
tiols els obtenien per destil-lacié i reduccié a H,S. Un altre métode provat va ser
I'electrode d’ions de sofre selectius pero va resultar dificil d'estandarditzar a les
condicions del vi (Schutz i Kunkee 1977, Vifiegra 1992).

- Metodes cromatografics. Les tecniques cromatografiques, en un principi, utilitzaven
els detectors d’ionitzacié de flama(FID), pero hi havia problemes de detecci6 a causa
de la manca d'especificitat del detector. La disponibilitat del detector fotometric de
flama(FPD) va suposar un pas molt important envers estudis molt més precisos sobre
els compostos de sofre volatil, gracies a la seva gran especificitat de sofre al seu mode
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de sofre amb filtre de 395 nm (Hall 1974, Schiller i Bronsky 1977, Feeney et al. 1983,
Vanderstraeten et al. 1988).

La preparacio de mostres i la seleccié de columnes també son molt importants. S'han
fet estudis anteriors amb columnes empaquetades de metall amb uns artefactes deguts
a I’absorcid i reaccions entre metalls i compostos de sofre. En aquest sentit, el
contacte del metall amb la mostra ha de ser el més reduit possible durant tot el procés
d'analisi: preparaci6 de mostres, injector, columna, detector i ajustament. Les
columnes de vidre i de tefld solucionen el contacte del metall a les columnes
empaquetades. Més recentment s'han fet servir columnes capil-lars amb i sense
cryofocusing. Les tecniques de preparacié de mostres inclouen recollida de compostos
volatils amb nitrogen, separacio en columnes fredes, absorcio en polimers porosos i
analisi directe de I'espai de cap. La mostra en si mateixa, es pot modificar mitjancant
canvis de temperatura, del pH, etc. El detector de quimioluminiscencia de sofre (SCD)
mostra gran sensibilitat, resposta lineal, no necessita refredament rapid i té resposta
quasi equimolar a diferents tipus de compostos de sofre (Shearer et al.1990). Una
revisio de la Universitat Rovira i Virgili (Mestres et al. 2000), explica els avantatges i
defectes del detectors més usuals. Un dels métodes més adequats per a I'analisi dels
compostos de sofre volatil és la cromatografia de gasos amb detector selectiu (GC-
FPD) d'espai de cap, pero per a la separacié de compostos altament volatils, com ara
I'H.S i I'SO, s’ha d’optimitzar el conjunt de columna i temperatures.

1.5.2 Analisi sensorial

En I'estudi de l'aroma del sofre volatil (Goniak 1987, Peppard 1985), cal tenir
especialment en compte els métodes sensorials. Tot seguit se'n descriuen les
caracteristiques principals:

Avantatges:
Es la millor estimacio de la percepcié humana o acceptabilitat.
Pot ser molt sensible a alguns compostos amb Ilindars baixos

Si el realitzen jutges amb formacid, és un metode relativament rapid.

Desavantatges :
No és especific, pot ser que inclogui compostos que no sén de sofre

No és especific entre els compostos de sofre, molts compostos poden tenir descriptors
molt semblants

Requereix jutges amb formacio i hi pot haver diferencies entre els jutges (cansament,
etc.)

Només es mesuren quantitats per sobre del valor llindar
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Els compostos ocults poden evolucionar i poden donar compostos amb mala olor amb
el temps.

Per a I’analisi sensorial del compostos de sofre volatils es necessita un panell de tast
de 8 0 més persones entrenades,un entorn adequat, una sala de tast amb cabines
individuals, copes normalitzades amb tapa. Per fer una primera aproximacio als
possibles compostos s’ha fet servir la Roda d’aromes publicada per Ann Noble i
traduida per I’ Associacié Catalana d’Enolegs i la Roda d’aromes del vi escumos.

A la roda d’aromes hi ha tres nivells:

El primer nivell amb uns termes generics: fruita, vegetals i entre ells hi ha les olors
quimiques.

En el segon nivell podem triar el grup d’aromes relacionades amb el sofre.

En els tercer nivell podem identificar, en alguns casos les olor de sulfur d’hidrogen,
[lumi cremat, col, all, goma, llana mullada, mofeta, guineu i mercapta (gas).

Per un entrenament i millor identificaci6 els compostos necessitem patrons. Els
patrons s’han de diluir per arribar a les concentracions que permetin identificar el
compost, pero que no siguin molt més altes que les que trobem en el vi i que no
produeixin fatiga o toxicitat en els tastadors. També es poden encarregar els patrons
diluits per evitar la manipulacio perillosa i molesta dels compostos concentrats que s6n
particularment nauseabunds i persistents.

1.6 Microbiologia enologica

Al 1876, Louis Pasteur va demostrar que els llevats eren responsables de la
fermentacio alcoholica i també va apuntar “El gust i propietats del vi poden dependre
de I’especial natura del llevats que es desenvolupen durant la fermentacio”. De les 500
especies de llevats que es coneixen, unes 15 tenen importancia en enologia. L’objectiu
de la fermentacio alcoholica, normalment, és el d’arribar a transformar més del 98%
del sucre en etanol, dioxid de carboni i els altres productes minoritaris pero
fonamentals per a la qualitat del vi. Habitualment, la fermentacié s’ha de regular amb
control de la temperatura per evitar que sigui massa rapida o massa lenta. Quan en
condicions normals no hi ha fermentacié a un ritme normal, parlem de fermentacié
lenta o aturada de fermentaci6. S’anomenen fermentacions lentes les que duren més de
25-55 dies amb un sucre inicial de 150-240 g/L respectivament, i fermentacions
aturades les que duren més de 55-85 dies 0 bé si queda més de 5-20 g/L de sucre.
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Taula 1.3 Grups de microorganismes importants en enologia

Grup Importancia en enologia

Llevats fermentacio alcoholica (FA)
inestabilitat microbiologica

autolisi

Llevats killer avantatge per a la implantacio
control de llevats sensibles

causa d’aturada de fermentacio

Bacteris lactics fermentacio malic lactia (ML)

inestabilitat microbiologica

Bacteris acetics inestabilitat microbiologica

aturada de fermentacions

Fongs filamentosos vins amb Botrytis
inestabilitat microbiologica

defectes del suro TCA

Altres bacteris: Bacillus inestabilitat microbiologica
Actinomyces defectes d’aroma
Virus: Bacteriofags aturades de ML

Les implicacions comercials dels problemes durant la fermentacié comencen per la
poca eficiéncia en I’Us de les tines, perd sobretot, per la situacié de risc que es troba un
vi amb sucre residual sense una poblacié activa de llevats i risc de contaminacions que
poden alterar el vi en poques hores.

La previsio de la fermentacié depen de les caracteristiques dels llevats en aquell most.
L’estabilitat genética i fisiologica del cultiu inicial tenen una gran importancia en el
comportament i qualitat de vi. L estabilitat fisiologica permet una rapida colonitzacio:
viabilitat (%) i vitalitat (activitat metabolica) , adaptacio (resistencia a I’estres) i
comencament rapid de la fermentacié alcoholica (FA).
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Factors favorables per a la fermentacio alcoholica:

Disponibilitat de nutrients: sucres, nitrogen, oxigen, vitamines, minerals, ergosterol,
acids grassos insaturats (Carrau et al. 2008. Ferrari 2002, Ugliano et al. 2009,
Vilanova et al. 2007)

Resistencia a inhibidors: etanol, acid acéetic, acids grassos, dioxid de sofre,
fitoalexines, micotoxines, toxines bacterianes, pesticides, fungicides, Cu.

Condicions: temperatura, pH, agitacid, pressio osmotica. Els sensors de la cel-lula
estan a la superficie, després els senyals son transmesos als centres d’adaptacié que
generen una resposta amb I’expressio d’uns gens o altres.

L’objectiu es aconseguir una fermentacio regular i eficient, I’abséncia de males olors o
gustos, i evitar fermentacions dificils o lentes.

Fermentaci6 del cava

L’elaboracié del cava és un procés microbiologic i industrial que es desenvolupa en
dues fases fermentatives. A la primera fase, els llevats transformen el most en vi base
en tancs amb temperatura controlada al voltant dels 16°C. Després de finalitzar la
fermentacié s’ha de clarificar el vi, estabilitzar-lo per fred i filtrar, per obtenir un vi
base. La segona fase comenga amb I'ompliment d'ampolles o tiratge del vi base, al que
s’hi afegeixen uns 25 g/L de sacarosa i una sembra d’un milio de llevats actius per
mil-lilitre de vi; s’hi afegeix un clarificant com ara la bentonita. Aquesta fase es
realitza a la mateixa ampolla que arribara al consumidor; una ampolla que ha de
resistir fins 10 bar de pressio interior, ja que durant la segona fermentacio tot el dioxid
de carboni produit pels llevats al fermentar els 25 g/L de sucre, van incrementant la
pressié fins un 7 o 8 bar. Després de la segona fermentacid, que dura entre una
setmana i un mes, el vi ha de fer una crianca minima de nou mesos entre ompliment i
desgorjament, de quinze mesos en els reserva i de trenta mesos en els gran reserva.
Abans del desgorjament, s’ha de fer el remogut, fent moviments giratoris a les
ampolles i augmentant el seu pendent cap al tap fins arribar a tenir les ampolles en
punta amb tot el sediment recollit al costat del tap. ElI desgorjament consisteix en
destapar I’ampolla en posicid invertida, deixar que surti el sediment i tornar a posar
I’ampolla dreta evitant la pérdua del vi. Per a facilitar aquesta operacio, normalment es
fa una congelacié d’una petita part de vi que esta a prop del sediment. A continuacio
es reomple per aconseguir un volum uniforme a totes les ampolles i s’afegeix el licor
d’expedicio que té una mica de dioxid de sofre com antioxidant i sucre si volem que el
cava sigui sec, semisec o dolc.

Els factors de seleccidé dels llevats per a cava son: resisténcia a I’etanol, bona
floculacio o formacié de grumolls i produccio d’aromes agradables. Quan un enoleg
ha decidit quina soca fara servir en una segona fermentacid, espera que les
caracteristiques del llevat es conservin. Tenint en compte que en un peu de cup hi pot
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haver moltes generacions, un tret important de les soques utilitzades és que siguin
estables. (Bartra, 1985, Carro et al. 2003) Veure annexos Bartra i Carro et al.

Soques de llevat viniques

El protagonista de les fermentacions viniques és el llevat Saccharomyces cerevisiae.
El most no és un medi esteril i en fermentacions viniques s’ha descrit la presencia
d’altres llevats dels géneres Hanseniaspora, Kloeckera, Candida, Metschnikovia,
Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces, Cryptococcus,i Brettanomyces. A mesura que
avanca la fermentacié i augmenta la concentracié d’etanol, les soques viniques de
Saccharomyces cerevisiae es van imposant. De tota manera, el fet que altres llevats o
soques es desenvolupin en el most inicialment, fa que alguns nutrients es puguin haver
consumit.

Des de la década de 1970, es comercialitzen soques de llevat Saccharomyces
cerevisiae per als cellers en forma de llevat sec actiu (LSA) i actualment la majoria
d’enolegs les inoculen als mostos per motius economics i de tipus practic. Hi ha una
minoria de cellers que deixen les fermentacions sense inocular i alguns fan la seva
propia seleccid. A la industria dels llevats enologics hi participen poques empreses
fabricants que tenen desenes de referencies. A vegades I’enoleg té dificultats en la tria
de la soca, es basa en la propia experiencia i en la informacié técnica o comercial que
li arribi. Un altre tema és la estabilitat que tenen les soques utilitzades.

Saccharomyces es un genere de llevats ascomicet, familia Saccharomycetaceae.
Aquesta familia inclou el grup Saccharomyces sensu stricto (S. cerevisiae, S. bayanus,
S. paradoxus i S. pasteurianus), Saccharomyces bailii, S. rosei, S. diastaticus i d’altres
que, entre ells tenen de 50 a 70% d’homologia de seqliéncia. Les cél-lules vegetatives
de Saccharomyces son ovalades, no formen filaments i molt rarament pseudohifes,
predominantment diploides o poliploides i es reprodueixen per gemmacié multilateral.
Tipicament donen lloc a espores amb forma de tetraedre amb quatre ascs al seu
interior. La majoria de soques d’aquest genere poden utilitzar D-glucosa, D-fructosa i
D-mannosa, i D-galactosa com a font de carboni pero no lactosa. No poden utilitzar
pentoses o polisacarids (excepte S. diastaticus), ni utilitzar nitrats, ni urea, com a font
de nitrogen. En el sistema de transport d’electrons utilitzen el coenzim ubiquinona Q6
(Barnett, J.A. et al 1992).

En condicions optimes, una cél-lula de S. cerevisiae es pot dividir en 90 minuts. La
gemma es pot formar a qualsevol lloc de la superficie de la cel-lula mare excepte en
els llocs on s’han format altres gemmes préviament, on hi deixen una cicatriu. En
condicions de falta de nitrogen, les cél-lules diploides entren en meiosi i formen
espores. Al germinar cada una de les quatre espores donen cél-lules haploides, de dos
tipus de conjugaci6 diferents dues a, i dues X, que es poden reproduir de forma
vegetativa. Cél-lules haploides de diferent tipus de conjugacié es poden fusionar per
donar lloc a una nova cel-lula diploide, tancant aixi el cicle. Existeixen dos grans grups
de soques de Saccharomyces cerevisiae segons la seva capacitat de diploiditzacio. A
les soques heterotaliques, les cél-lules a 0 x es mantenen aixi indefinidament, creixent
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vegetativament i donant colonies amb totes les cél-lules haploides i d’un mateix tipus
de conjugacid. En canvi les cél-lules de soques homotaliques donen cél-lules filles
d’ambdos tipus de conjugacié; com a consequéncia les cél-lules d’un mateix clon es
conjuguen entre si, donant lloc a cél-lules diploides que desplacen a les haploides
degut al seu creixement més rapid.

La dotacidé haploide de Saccharomyces cerevisiae conté entre 13 i 14 Mb de DNA
nuclear repartit entre 16 cromosomes que tenen entre 230 i 2200 Kb. EI més gran és el
cromosoma XII, que conté un nombre variable (entrel i 20) de copies de DNA
ribosomic de 9 Kb cada una. EI genoma de S. cerevisiae esta totalment seqienciat i
anotat, amb més de 6000 ORF www.yeastgenome.orq i és, de llarg, I’eucariota del que
es tenen més dades genomiques i funcionals, encara que es desconeix la funcié de
entre un ter¢ i un quart dels seus gens. Es un genoma compacte per tenir poques
sequencies de DNA repetitiu i pocs introns. Les soques de laboratori son generalment
haploides heterotaliques, pero les industrials poden ser diploides, aneuploides o
poliploides. La preséncia de cromosomes extres a les soques industrials s’ha
correlacionat amb una millor capacitat fermentativa; de la mateixa manera que
I’heterozigosi, molt comu a aquestes soques, també hi contribueix. (Pretorius, 1. 2000).
Ambdues caracteristiques fan que les soques industrials siguin en general dificils
d’esporular i que donin, amb freqliencia, espores no viables.

A part de DNA nuclear, les cél-lules de S. cerevisiae presenten diverses copies (de
desenes a centenars) de DNA mitocondrial (mtDNA), una molécula circular de 75 kb
que codifica pels sistemes de transcripcio i traduccid propis dels mitocondris, a més
d’alguns elements de la cadena de transport electronic. S. cerevisiae és un anaerobi
facultatiu que pot viure sense mtDNA, encara que les cel-lules amb el DNA no
funcional o absent (rho o rho® respectivament) globalment conegudes com a petite,
creixen molt lentament i no tenen interes industrial ni vinater. EI mtDNA mostra un
elevat grau de polimorfisme entre diverses soques que s’utilitza per a la seva
identificacid6 molecular S. cerevisiae també presenta dos elements genétics no
mendelians, el plasmidi 2um, una moléecula de DNA circular amb 50 o 100 copies per
cél-lula i de la qual no es coneix cap funcionalitat, i els factors killer, codificats per un
pseudovirus no infectiu de dsRNA. Les soques que tenen aquest factor secreten una
proteina, el factor Kkiller, que és toxic per aquelles que no el tenen; per tant es parla de
soques immunes 0 neutres, o bé soques killer. Les que no el tenen es denominen
soques sensibles. Hi ha uns cinc tipus de plasmidis Killer, entre les soques viniques els
més frequents son els K2 i K28. (Watson, T. G. 1969)

Per a la identificacié de soques de Saccharomyces es poden fer servir metodes
metabolics pero resulten llargs i, a vegades, dubtosos. Actualment, un dels metodes
més utilitzat per a distingir soques de S. cerevisiae és el RFLP del mtDNA (Querol, A.
et al 1992), en el qual el DNA total es digereix amb nucleases que reconeixen quatre
bases i que incloguin C/G a la seva sequéencia de reconeixement(Hinfl, Rsal, Tagl,
Ddel). D’aquesta manera, el mtDNA queda en bandes discretes mentre que el DNA
nuclear és digerit en fragments molt menors al ser més ric en bases C/G. Altres formes
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de diferenciar soques de S. cerevisiae és el cariotipat per electroforesi en camp polsant
(encara que és relativament lent i requereix molta ma d’obra), i I’analisi del DNA
ribosomal, concretament les sequéncies anomenades ITS (internal transcribed
spacers) o NTS (nontranscribed spacers) (Esteve-Zarzoso, B. Et al 1999). Els métodes
d’ampliacié de sequéncies a I’atzar per PCR (RAPDs) o la de sequéncies delta s6n
considerades dificils de reproduir entre diferents laboratoris (Fernandez-Espinar, M.T.
et al 2001). Saccharomyces cerevisiae ha estat el primer eucariota sequenciat (Goniak,
O.J. et al 1987) i ha permes el desenvolupament de matrius, arrays o xips de DNA amb
tots els més de 6000 ORF del genoma. Aixo permet estudiar les caracteristiques d’una
soca en plena activitat. Encara hi ha mancances en el coneixement del genoma i el
metabolisme associat, perd I’avantatge és que S.cerevisiae €s un organisme que
s’estudia com a model a més de les seves aplicacions industrials. Comparant soques de
laboratori i una soca vinica s’han vist canvis cromosomics, en particular en el
cromosoma VIII (Pérez-Ortin, J.E. et al 2002). Les soques de laboratori no estan
adaptades a les condicions industrials i per tant és preferible fer estudis amb soques
viniques en condicions que reprodueixen la situacio real. La utilitzacié de sulfits en el
most, la manca de nitrogen, les temperatures de fermentacid al voltant de 16°C, els
sucres inicials elevats, son condicionants que s’han de tenir en compte per explicar el
comportament d’una soca vinica.
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2. OBJECTIUS

L’objectiu general d’aquest treball ha estat conéixer i evitar els defectes derivats dels
compostos de sofre volatils produits pels llevats, i millorar les aromes dels vins.

En concret, els objectius més detallats han estat:

1. Analisi dels compostos de sofre volatils a concentracions traga en vins

2. Analisi dels compostos de sofre volatils durant la fermentacio

3. Comparacié de la producci6 de H,S en soques de llevat viniques

4. ldentificar els determinants genétics de la producci6 de H,S

5. Revisi6 d’aspectes viticoles que puguin afectar als compostos de sofre volatil
6. Tractaments de vins amb defectes de compostos de sofre

7. Descripci6 sensorial de vins i aromes tioliques

29



30



3.RESULTATS
3.1 ANALISI DE COMPOSTOS DE SOFRE VOLATILS EN VINS

Alguns compostos de sofre volatils poden ser I’origen d'aromes negatius per als vins.
Per tal de identificar-los i quantificar-los, s’han descrit sensorialment i s’han analitzat,
per cromatografia de gasos i detector especific de sofre, 77 vins que tenien defectes en
I’aroma. Els vins eren mostres reals de cellers que havien detectat aquest problema i
van participar en aquest estudi.

En un primer grup hi havia vins blancs de sis cellers sense identificar la varietat. Un
tenia una aroma que recordava la goma cremada, un altra un llumi cremat i els altres
tenien notes de reduit. En un s’observa que I’eta tiol esta per sobre del llindar (1.1
ug/L). En altres es van detectar altres compostos de sofre volatil pero estaven per sota
el llindar de percepcid. En un vi no es van detectar els compsotos estudiats.

Taula 3.1 Concentracié de compostos de sofre volatil en vins blancs (pg/L) (en
negreta, els que estan per sobre el llindar de percepcid)

>
ot o s s s s owos. s s i
0 0 0 0 0 0

Blanc a Reduit 0

Blanc o Reduit 0O 35 1,5 0 0 0 1

Blanc p Reduit 0 0 0 0 94 0 0
Goma

Blanc S cremada 0 0O 0,5 0 0 0 0
Llumi

Blanc t cremat 0 0 0,2 0 0 0

Blanc v Reduit 0O 04 0,7 0 0 0

En una altra série de vins blancs, n’hi havia de quatre varietats i provenien de sis
cellers; a part del descriptor reduit, hi havia vins amb notes de sulfur, goma cremada i
gos mullat. Es van trobar per sobre el llindar I’eta tiol en cinc vins i el sulfur de dimetil
en dos vins. Un vi tenia un compost no identificat i en un altre no es va trobar cap dels
compostos estudiats. Cinc dels dotze vins tenien un 0 més compostos de sofre per
sobre el llindar.
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Taula 3.2 Concentracié de compostos de sofre volatil en vins blancs (ug/L) (en
negreta els que estan per sobre el llindar de percepcid)

| Varietat | celler | Descriptors | MiesH |EtSH | DM | DMDS | DEDS | Atres |> Lindar

Chardonnay c Reduit 0 0 61 0 7,4 0,4 0
Chardonnay k Brut 0 0 62 0 0 0 0
Chardonnay m Sulfur 0 20,9 166 0 0 0 2
Chenin s Reduit 0 1,9 86,7 0 0 0 2
Sauvignon f sulfur /goma 0 02 01 0 0 0 0
Sauvignon f goma cremada 0 4,6 0 0 0 0 1
Sauvignon f goma cremada 0 0,3 0 0O 08 0 0
Sauvignon f gos mullat 0 0 0 0 0 0 0
Sauvignon f gos mullat 0 61 0 0 0 0 1
Sauvignon f gos mullat 0 7,6 0 0 0 0 1
Sauvignon  k sulfur 0 0 3,7 0 0 0 0
Tokay j sulfur 0 01 0 0 0 0 0

La seguent serie eren vins blancs, per a vi base d’escumos, fets amb raim negre, Pinot
noir, d’un sol celler. En tots els vins analitzats es trobava una nota reduida. En sis vins
la concentracio de meta tiol era superior al llindar (0.3 pg/L), en nou vins el eta tiol
estava per sobre dels Ilindars i en dos vins els sulfur de dimetil estava per sobre del
llindar. Deu dels tretze vins tenien un o mes compostos per sobre el llindar de
percepcid. Un vi tenia el meta tiol just al llindar pero també es van mesurar eta tiol i
sulfur de dimetil, pero tot i estar per sota del llindar, podien tenir un efecte additiu.
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Taula 3.3 Concentracio de compostos de sofre volatil en vins blancs (ug/L) en negreta
els que estan per sobre el llindar de percepcio.

>

Pinot
noir X Reduit 0 0 29 0 0 0 0
Pinot
noir X Reduit 04 0,7 23 0 3,3 0 1
Pinot
noir X Reduit 0 19 15 0 14 0 2
Pinot
noir X Reduit 39 1,7 10,9 0 0 0 2
Pinot
noir X Reduit 0,8 3,4 295 0 0 0 2
Pinot
noir X Reduit 0 19 3,6 0 0 0 1
Pinot
noir X Reduit 0 02 04 0 0 0 0
Pinot
noir X Reduit 0 7 2,2 0 0 0 1
Pinot
noir X Reduit 0 22 271 0 0 0 2
Pinot
noir X Reduit 08 45 1,9 0 0 0 2
Pinot
noir X Reduit 48 29 10,2 0 19 41 3
Pinot
noir X Reduit 1,1 3,7 2,6 0 1 0 2
Pinot
noir X Reduit 03 02 54 0 0 0 0

La primera serie de vins negres eren d’un celler i d’una varietat, Cabernet sauvignon.
Quatre vins estaven elaborats amb el llevat French Red, vuit amb el llevat Pasteur
Champagne, dos amb Fermivin i en dos no hi havia constancia del llevat utilitzat.
Quatre vins estaven tractats amb sulfat de coure a 0.2 mg/L i dos amb dosis de 0.4
mg/L. Dotze vins tenien un aroma de reduit, dos d’ou podrit, un ou podrit i goma, i un
d’esparrecs. Dels 16 vins, 15 tenien eta tiol per sobre del llindar de percepcié. Un vi
estava per sobre el llindar de percepcio del sulfur de metil i tres vins tenien el DEDS
per sobre del llindar. La majoria de vins tenien dos compostos de sofre per sobre el
Ilindar. En tots els llevats es formen aquests compostos i el tractament amb sulfat de
coure no resol el problema.
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Taula 3.4 Concentracié de compostos de sofre volatil en vins negres de Cabernet

sauvignon (ug/L), en negreta els que estan per sobre el llindar de percepcid.

mmmmmm

F Red

P
Champagne
P
Champagne
P
Champagne
P
Champagne
F Red

P
Champagne
Fermivin
Fermivin

F Red

P
Champagne
P
Champagne
F Red

P
Champagne

Reduit
Reduit
Ou podrit
Ou podrit

Reduit
Reduit

Ou podrit i
goma
Reduit
Reduit
Reduit

Esparrecs

Reduit
Reduit
Reduit
Reduit
Reduit

0

0

o

7,2 13,5
1,7 35
1,8 31
11,5 159
54 43
1,3 54
6,3 13
33 49
3,2 81
52 11,4
1,7 12,9
2,5 3,2
23 7,2
1 28
1,9 4,2
2 29,9

0

0

o O

o O O o

o O
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2,8

86,6

10,9
10,2

51,9
13,3

14,2

4,3
4,1
34

9,1

o O

o O O O

20

NN

N P NN

Una altra serie de vins negres eren de la varietat Cabernet sauvignon pero de diferents
cellers. Un dels vins estava tractat amb sulfat de coure a 0.6 mg/L. Les descripcions
més freqlients van ser reduit i sulfur, en tres vins es van descriure I’olor a tiol. En dos
vins es va trobar el meta tiol per sobre del llindar. En vuit vins es va trobar I’eta tiol
per sobre del llindar. En sis vins hi havia sulfur de metil per sobre del llindar. En un vi
hi havia disulfur de dietil per sobre el llindar. Onze sobre dinou vins van donar

concentracions de compostos de sofre volatil per sobre el llindar.
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Taula 3.5 Concentracié de compostos de sofre volatil en vins negres (ug/L) (en
negreta els que estan per sobre el llindar de percepcid)

mmmmmmmmm

Cabernet e eta tiol 0 05 23 0 0 2
Cabernet e eta tiol 0 0O 0,2 0,1 0 0 0
Cabernet h sulfur 0 0 1,7 86,9 0 0 2
Cabernet i sulfur 0 0 4 343 0 0 2
Cabernet i sulfur 0 0 0 42,3 0 0 1
Cabernet i sulfur / tiol 0 0O 01 0 0 0 0
Cabernet n sulfur 0,6 0 0 0 0 0 0
Cabernet u reduit 0 0O 04 0,7 0 0 0
Cabernet v reduit 0 0 0 8 0 84 1
Cabernet x reduit 0 0 0 29 0 0 0
Cabernet x reduit 0 0O 0,9 0 0 0 0
Cabernet x reduit 0 0 0 35,5 0 0 0
Cabernet x reduit 0 0 19 3,6 0 0 1
Cabernet y reduit 0 0 2,8 63,8 0 0 2
Cabernet w reduit 0 0 3 244 0 0 2
Cabernet n reduit 0 0O 33 6,7 0 0 1
Cabernet n reduit 0 0 12 1,9 0 0 1
Cabernet z reduit 0 0 0 0 0 0 0
Cabernet z reduit 0 0,3 0 7,6 0 0 1

La darrera série de vins negres estudiats eren de diverses varietats i cellers. Un havia
estat tractat amb 0.4 mg/L de sulfat de coure. Els descriptors més habituals van ser
reduit i sulfur, i un vi va ser descrit com goma cremada. Un vi tenia el meta tiol per
sobre el llindar, sis vins tenien el eta tiol per sobre el Ilindar i quatre vins tenien el
sulfur de metil per sobre el llindar. En vuit dels onze vins es van trobar un o dos
compostos de sofre per sobre el llindar.
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Taula 3.6 Concentracié de compostos de sofre volatil en vins negres (ug/L) (en
negreta els que estan per sobre el llindar de percepcid)

mmmmmmmmm

Merlot Sulfur 0 0 11 55 0 0 1
Merlot I Sulfur 0 0 0,7 34,2 0 0 1
Merlot | Sulfur 0 0 04 154 0 0 0
Merlot | Sulfur 0 0 6 23,2 0 0 1
Merlot L Reduit 0 0 12 100 0 0 2
Merlot A Reduit 0 0O 08 51 0 0 0
Merlot Reduit 0 1,1 4,6 15,6 0 0 2
Merlot x Reduit 0 0 0 1,3 0 23 0
Pinot goma

noir d cremada 0,4 0 27 34 0 5,1 1
Pinot

noir q Reduit 0 0 0 100 0 0 1
Sirah r Reduit 0 0 1,9 459 0 0 1

Els compostos identificats en més vins han estat el sulfur de dimetil (DMS) i eta tiol
(EtSH). Tambe s’han trobat diversos vins amb disulfur de dietil (DEDS) i alguns amb
meta tiol (MeSH). Amb I’excepci6é d’un compost de sofre no identificat que es va
trobar en tres vins i tenia un temps de retencio llarg, no es van trobar altres compostos
volatils de sofre. El sulfur d’hidrogen o sulfhidric (H,S) no es va poder quantificar en
aquesta fase de I’estudi, ja que les columnes capil-lars comercials disponibles no
separaven el sulfur d’hidrogen del dioxid de sofre (SO,). A la seglent figura es mostra
les concentracions mitjanes del MeSH, EtSH, DMS i DEDS.
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Fig.3.1 Mitjanes de les concentracions en el espai de cap de meta tiol (MeSH), eta tiol
(MeSH), sulfur de dimetil (DMS) i dietil disulfur (DEDS) en pg/L per varietats. Els
nombres entre parentesis indiquen el nombre de mostres de cada varietat.

La incidencia dels quatre compostos volatils de sofre més frequents en els vins
estudiats no presenta correlacid, és a dir, alguns vins tenien algun compost pero no en
tenien dels altres. EI DMS es va trobar amb més freqliéncia i amb més altes
concentracions que els altres compostos de sofre estudiats. EI DMS es va trobar en tots
els Merlot, i tots els Cabernet sauvignon i Pinot noir, menys un. El DMS també es va
trobar en cinc de set Chardonnays i dos de set Sauvignon blanc analitzats. Un vi de
Petit Sirah va donar un valor de 459 pg/L de DMS. Tot i I’ampla incidéncia del DMS,
només es trobava per sobre del Ilindar (25 pg/L ) de percepcid en 13 vins. Per aquests,
la concentracié promig de DMS va ser de 87 pg/L i la desviacié estandard (SD) de
118 i un rang entre 27 i 459. Entre ells només el Petit Sirah, un Cabernet amb 64 pg/L,
un Merlot amb 87, un Chardonnay 166 i un Chenin 86, contenien DMS el doble del
llindar , i es podia esperar que tinguessin una olor d’esparrecs o verdura cuita o altres
olors derivades del sofre.

L’eta tiol es va detectar en la majoria de vins fets amb raim negre, incloent el vi blanc
fet amb Pinot noir. En canvi a la majoria de vins blancs la incidéncia del EtSH va ser
menor. En total 44 vins tenien EtSH per sobre del Ilindar de 1.1ug/L, promig de 51 SD
de 7.6, rang de 1.3 a 50 pg/L, i 12 vins tenien valors quatre vegades el llindar, fet que
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els donava una olor d’all, ceba o dels tiols que s’afegeixen al gas domestic per detectar
fuites.

El disulfur de dietil (DEDS) es va trobar en 19 vins, dels quals cinc contenien menys
del llindar (4.3 pg/L). En els vins amb DEDS per sobre del llindar, el promig va ser de
27, 1a SD 27.9 i el rang entre 5 i 86 pg/L. Molts vins tenien el caracter de cremat (olor
a goma cremada), ja que alguns estaven entre cinc i vint vegades el llindar del DEDS.
El DEDS no es va trobar en vins blancs fets amb Pinot noir. EI MeSH es va trobar en
nou dels Pinot amb valor promig de 2 pg/L . D’aquests nou Pinot, tres contenien
MeSH per sobre de 4 pg/L que podien donar una olor d’all o ceba passada.

Hi van haver vint vins en els que no es van detectar compostos de sofre per analisi. Pot
ser que no tinguessin compostos de sofre o que els tinguessin per sota els llindars de
deteccié del sistema utilitzat. El métode emprat, no permetia discriminar el sulfur
d’hidrogen i el dioxid de sofre degut a que els dos son molt volatils i tenen un pes
molecular proper. Veure annex Park et al. 1994,

A les figures seguients es mostren els valors de compostos de sofre trobats en vins de
Sauvignon blanc, Pinot noir i Cabernet sauvignon.

EtSH

8
? EE—
]
5
4
3 I
2 S
1
o - —

Sauvignon  Sauvignon  Sauvignon o Sauvignon Sauvignon  Sauwvignon

Fig. 3.2 Concentracions d’eta tiol, en sis Sauvignon blanc en pg/L.
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Fig. 3.3 Concentracions de meta tiol, en 15 Pinot noir, en pg/L.
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. 3.4 Concentracions d’eta tiol, en 15 Pinot noir, en pg/L.
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Fig. 3.5 Concentracions de sulfur de dimetil, en vins de Pinot noir en pg/L.
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Fig. 3.6 Concentracions d’eta tiol, en vins de Cabernet sauvignon en pg/L.
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DMS

Fig. 3.7 Concentracions de sulfur de dimetil, en vins de Cabernet sauvignon en ug/L.

En resum s’observa que en la majoria de vins que presentaven olors de reduccio
detectades per analisi sensorial, s’han pogut mesurar, posant a punt la técnica d’analisi
de I’espai de cap per cromatografia de gasos amb un detector especific, compostos de
sofre volatils en concentracié traca pero per sobre dels llindars de percepcid. Els més
abundants han estat el DMS, EtSH, i en menor freqiéncia el MeSH i DEDS. També es
veu que poden formar-se en totes les varietats estudiades i amb diferents soques de
llevat. Els vins tractats amb sulfat de coure no sempre queden nets dels defectes, per
tant és millor prevenir i evitar-ne la formacio.

3.2 ANALISI DE LA FORMACIO DE COMPOSTOS DE SOFRE DURANT LA
FERMENTACIO

En els resultats anteriors es confirma i quantifica la preséncia de determinats
compostos de sofre volatils en vins que presentaven defectes de reduccid. Aquests
resultats es van trobar en vins que provenien de diverses varietats, cellers i fermentats
amb diverses soques de llevat. Per a determinar quan es formaven els compostos de
sofre volatils, es van realitzar fermentacions amb most, amb medi model, amb addicid
de sofre i fermentacions continues. També es va millorar la técnica analitica i es va
poder separar el sulfur d’hidrogen (H,S) del dioxid de sofre (SO,) en I’analisi
cromatografica mitjancant “criofocusing”.
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La primera fermentaci6 es va estudiar durant 60 dies. EI medi i el llevat van donar un
pic de SO, que disminuia després de les primeres 5 hores. El primer dia es va detectar
H.S, SO, i DMS. El segon dia encara va haver-hi els mateixos compostos, i el SO, va
disminuir probablement per I’escombratge de CO,. El tercer i quart dies es van
detectar els mateixos compostos, perd I’'SO, a nivells inferiors. El cinque dia, les
proporcions es van mantenir, pero tots els pics es van reduir lentament a mesura que
van transcorre els dies, fet que va indicar que ja no hi havia fermentacid. Després de
60 dies, només es va poder detectar DMS. En un medi model sense vitamines el llevat
522 forma H,S, SO, i DMS.

Un most de les varietats Chenin blanc i Sauvignon blanc fermentat amb la soca de
Ilevat Saccharomyces cerevisiae UCD 522 (Expt. F1), va formar pics de SO, i de
DMS abans de la fermentacio. Al cap de 12 hores, es va observar la preséncia de SO; i
de DMS. EI segon dia, I’SO; va ser inferior i el DMS va assolir el seu punt maxim.
Durant els dies 5¢ al i 7¢, es va formar H,S, i el SO; i el DMS van disminuir. El dia
nou, es va formar més H,S. Després de 12 dies, només es va detectar la preséncia de
DMS, que es va dissipar durant el dies 14¢ al 17¢.

Amb most de Cabernet Sauvignon (amb pell), fermentat amb 522 (Expt. F2) , es va
col-locar en un bany d’aigua a 30°C per reproduir una temperatura de fermentacié a la
que es pot arribar en vins negres. No es va detectar la presencia de DMS al most abans
de la fermentacié. El segon dia, es va formar H,S i DMS, i el procés va continuar
d’aquesta manera fins al 6e dia, basicament sense canvis. Durant els dies 7e al 9e, es
va detectar H,S en menor quantitat, i es va observar la preséncia de compostos oxidats,
com ara DMDS.

Es va fermentar un most amb Chenin blanc i Sauvignon blanc amb el llevat 522 (Expt.
F3). El resultat va ser semblant a I’F1, pero els nivells de DMS i de SO, que es van
registrar van ser inferiors. Durant els dies 5¢ al 7¢, es va formar H,S. Dels dies 8¢ al
14e, només es va detectar un pic desconegut (pic U1l), eluit abans del temps de
retencio de I’H.S.

El most de Chardonnay fermentat amb 522 (Expt. F4) només va formar el pic Ul
durant i després de la fermentacio. Aquest pic va seguir durant un llarg periode de
temps després de la fermentacio i es va observar en altres vins joves que es van provar
al final de la fermentacid, independentment de la seva aroma.

El most de Cabernet Sauvignon (sense pell) fermentat amb 522 (Expt. F5), no va
mostrar compostos de sofre volatils al most inicial. El pic Ul es va observar des del
ler fins al 5e dia, després va comencar a disminuir, pero encara es podia detectar al
15¢é dia. L"H,S es va formar entre els dies 5¢ i 9e.

El most amb Chenin blanc i Sauvignon fermentat amb el llevat Penedés 29 (Expt. F6)
no va mostrar compostos de sofre volatils al most inicial. El primer dia només es
detecta el pic desconegut U1. El segon dia, després d’afegir SO,, es va formar un pic
de SO, i la quantitat del pic desconegut U1 va disminuir. El tercer dia, es va formar
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una mica de H,S i la concentraci6 de SO, va ser inferior. Després de 5 dies, la
quantitat de H,S va disminuir i encara es va detectar un pic U1 desconegut i de SO.. El
dia 7, I’H,S va desapareixer quasi del tot. Dels dies 11¢ al 14¢, només es va detectar el
pic U1 desconegut, pero en quantitats cada vegada menors.

Solucié model

Les fermentacions per lots de la solucié model amb el llevat 522(B1, B2 i B3) van
mostrar una bona reproductibilitat i els compostos que es formen van ser SO,, H,S,
meta tiol (MeSH), DMS i el pic desconegut Ul. EI B3 es va analitzar mitjancant els
metodes A i B. Amb el métode A, columna empaquetada, es varen separar millor els
pics inicials, pero els limits de deteccid van ser inferiors als de les columnes capil-lars.

Es va utilitzar un lot de soluci6 model amb la soca de llevat Prise de Mousse
(Expt.B4) que va mostrar els mateixos compostos H,S i SO, pero el meta tiol i el
DMS es van produir més tard (4rt dia) que amb el llevat 522.

Es va fer un seguiment de la solucié model amb 50 mg/L de sofre elemental amb el
llevat 522(Expt. B5) i es va analitzar amb el métode C; els compostos principals que
es van detectar van ser H,S, meta tiol i DMS, pero, al cap de cinc dies, també es va
detectar la preséncia d’eta tiol, de DMDS i de DEDS i d’altres compostos desconeguts
entre MeSH i EtSH.

Fermentacions continues

mostrar el pic Ul i H,S el primer dia, i només el pic Ul els dies seguents. Amb el
metode B la Es van realitzar dues fermentacions amb solucions model i alimentacid
continuada, fent servir el llevat 522 (Expts. F7 i F8) i es va mostrar que hi ha grans
possibilitats de reproductibilitat. No es van observar pics detectables de sofre abans
que comencés la fermentacio. La formacio de H,S va comencar durant el 2n dia, pero
es va eliminar en iniciar I’alimentacio els dies 5e i 6e respectivament. EI H,S va tornar
a apareixer el dia després d’haver iniciat I’alimentacié continuada. L’addici6é de SO,
va donar lloc a pics inferiors de H,S.

Es va fermentar la solucio model amb el llevat 522 a diferents indexs de flux: 6
mL/hora (Expt.C5), 10 mL/hora (Expt. C1 i C2), 11,5 mL/hora (Expt.C4) i 13
mL/hora (Expt.C3). EI C1 amb el meétode B només va mostrar H,S+SO, i una
guantitat menor de DMS durant la fermentacio. Per analitzar el C2 es van utilitzar els
metodes A i B. Amb el metode A va major sensitivitat va permetre, a més a més,
detectar meta tiol i DMS i oscil-lacions en les quantitats de H,S i del pic Ul
desconegut.

La fermentacio de la solucié model amb Pasteur Champagne (Expt.C6) va mostrar una
producci6 important de H,S des del 4rt dia i fins al 8¢ dia, i es va mantenir fins el dia
11; ambdues puntes de H,S van coincidir amb els periodes de creixement.
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Amb la solucié model es va realitzar la fermentacié continuada a un index de dilucio
de 10mL/hora, amb Penedés 29 (Expt.C7). Durant les condicions d’alimentacio i
creixement constant es van produir diferents quantitats de H,S i d’altres sulfurs. La
quantitat de H,S produit amb la soca Penedés 29 va ser inferior a la que es va produir
amb els altres tres tipus de soca de llevat estudiats.

Formacié de H,S en dues soques de
llevat

3,5

e /N
S\

15 / \ A =—¢— UCD 522
NN

05 == Penedeés 29
0 - . |
-0,5 2 4 G 1

4] 2 & 10 12

H,S mg/L

Dies

Fig.3.8 Formacio de H,S en mg/L durant la fermentacié en dues soques de llevat
viniques, UCD522 ha fet més H,S i en dues fases, P29 ha fet menys H,S i no n’ha fet
al final de la fermentacio.

Analisi del moment de la formacié de compostos de sofre volatil

S’ha comprovat la formacié de H,S, SO2, DMS, EtSH durant la fermentacid per part
dels llevats vinics tant en most, com en medis model. La formacié de compostos de
sofre volatil ha seguit el mateix patrd tant a les fermentacions per lots, com a les
fermentacions continuades que s’han dut a terme. El H,S es va comencar a formar el
2n, 3r i 4rt dies, quan la poblacié va assolir el seu valor maxim i el cultiu s’estava
desenvolupant i en alguns casos cap al final de la fermentacio.

Quan es va afegir medi, I’efecte de dilucié de I’alimentaci6 va reduir la poblaci6 de
cél-lules aproximadament en 1/3, i I’addicié de nutrients va permetre que hi hagués
mes creixement. En aquest punt, la major part del llevat va créixer en condicions
anaerobiques i en un medi amb abséncia quasi absoluta de nitrogen aminic. La
poblacié va deixar de créixer amb les fonts de nitrogen exhaurides; quan la poblacid
intenta tornar a créixer, a causa de I’addicio de medi i nutrients, normalment va
acompanyat de la formacid6 de H,S durant els dos dies seglents. Aquestes

44



observacions son més evidents a la fermentacié continuada, en qué el procés
d’alimentacid/extraccié forca el creixement del llevat. Després de la formacio de H,S i
disminucio unes quantes vegades, segurament pel fet que la major part dels llevats no
creixen, la poblaci6 roman amb un consum minim de nutrients, pero segueix
fermentant, mentre que altres cel-lules, en nombre inferior, es multipliquen i mantenen
la poblacidé estable segons els recursos de nutrients. Aquest procés d’adaptacio
generalment forma algunes oscil-lacions del nombre total de cel-lules i dels nivells de
sucre en les fermentacions continuades. Alguns indexs d’alimentacio tendeixen a
afavorir aquests cicles i algunes soques de llevats sembla que son més propenses a
aquest efecte, segurament a causa de les diferéncies en quant els requisits dels
nutrients i a la capacitat d’adaptacio de cada soca.

El control dels parametres de fermentacid, com ara la densitat de les cél-lules, per
detectar una aturada prematura del creixement i la indicacié d’un estat pobre en
nutrients, pot ajudar a anticipar la formacioé de H,S descrita, o bé altres desordres de
fermentacio, com podria ser un alentiment o aturada.

S’ha trobat una relacié entre el creixement dels llevats en un medi empobrit i la
producci6 de sulfurs volatils. Aixo explica I’efecte limitat de I’aportacié de nutrients al
final del creixement del llevat i la recomanacié que a les primeres fases de la
fermentacio el llevat tingui els nutrients adequats.

Les diferéncies entre soques de llevat que s’observen en aquests experiments
suggereixen que hi ha soques que tenen menys requisits de nutrients que d’altres en un
entorn especific, com ara la composicié del most, la temperatura de fermentacio, els
nivells de SO, que s’utilitzen, etc. Cal dur a terme una recerca més profunda en aquest
aspecte per poder entendre aquestes propietats dels llevats vinics.

Per a I’analisi sensorial, s’ha fet servir la roda d’aromes del vi i la dels vins escumosos
per suggerir descriptors de les aromes dels vins estudiats. També es podien fer servir
descriptors lliures. Segons el jutges, els vins analitzats han tingut diverses
descripcions: mercapta, diesel, sofre, sulfur de dimetil. A la roda d’aromes es
descriuen olors directament com de sofre i altres que tenen compostos de sofre com
poden ser olors a llevat, cafe, esparrecs, olives, pésols, mongeta tendra, verdures en
llauna. Durant la coccio, les proteines que contenen aminoacids amb sofre com la
cisteina o la metionina, desprenen olors entre altres, el sulfur de dimetil o DMS. En
petita quantitat, el DMS, és molt frequient en I’aroma de molts vins i també en I’olor a
mar i marisc.

En un altres experiment per identificar vins amb defectes derivats del sofre els
descriptors triats per tretze jutges van ser: coliflor, ceba, metal-lic, plastic, all i ou
podrit. En una segona sessié es va mantenir el descriptor d’all i es va afegir llumi
cremat, sulfur de dimetil (que precisa el terme coliflor cuita), eta tiol, goma i porro.
Altres descriptors pels vins amb problemes de sofre han estat: goma cremada, sulfur i
gos mullat.
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Fig.3.9 Roda d’aromes utilitzada per a I’analisi sensorial del panell de tast de I’ Institut
Catala de la Vinya i el Vi (INCAVI) a Vilafranca del Penedes, traduida d’Ann Noble
(Noble et al.1987)

Aplicacio de la deteccié manual del sulfur d’hidrogen per al control enologic.

Detector Toxi Rae (Rae Systems). S’ha utilitzat un detector portatil especific per al
sulfur d’hidrogen per al seguiment de les fermentacions viniques en ampolles o
diposits. El detector Toxi Rae (distribuit per Sensotran S.L., El Prat del Llobregat) és
un aparell pensat per a la seguretat personal en ambients on hi pugui haver acumulacié
de H,S. El detector déna mesures immediates de la concentracio de sulfur d’hidrogen.
Es pot fer servir en fermentacions a partir d’un litre i pot detectar fins 0.1 ppm de H,S.
Es pot fer servir en una copa de vi amb 50 mL. o servir en el seguiment de dipdsits o
tancs de fermentacié o crianca. Els seus avantatges son que és portatil i lleuger, té una
llarga duracié de la bateria, i permet la determinacié immediata. Va bé per a
determinacions puntuals, ja sigui en el celler o en el laboratori, que no requereixin més
sensibilitat.

Columnes Figasa (Corea). Es un sistema que ja s’havia fet servir pel seguiment del
sulfur d’hidrogen en fermentacions. Es un tub de plastic amb un farcit d’acetat de
plom marcat amb mil-limetres. S’ha de situar en el corrent del H,S que volem
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analitzar. Pot fer el seguiment de la fermentacié des d’un matras amb 250 ml de most,
o fent passar un corrent de nitrogen a través d’un vi per analitzar-ne el contingut de
H,S. Un cop instal-lat es poden fer lectures durant la fermentacié o al final.

Fig. 3.10 Detector manual (RAE Systems) esquerra i columna Figasa, dreta, utilitzats
per a la mesura de H,S durant les fermentacions.

Sistema Radiello (Sigma). Es un detector passiu pensat per a I’analisi de la qualitat de
I’aire. Es un material absorbent amb zinc, que es pot deixar durant tot el procés de
fermentacio, sobre les ampolles. Quan es vol fer la lectura, s’extreu el cartutx, s’elueix
i es fa una lectura colorimétrica amb un espectrofotometre. Té I’avantatge que recull
tot el H,S que va sortint i el fixa en un material absorbent. No permet un seguiment
visual directe com els altres dos sistemes ( Toxi Rae i columnes Figasa).

Fig. 3.11 Fermentadors d’un litre amb detectors Radiello de sulfur d’hidrogen.
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3.3 COMPARACIO DE LA PRODUCCIO DE SULFUR D’HIDROGEN |

SULFITS EN SOQUES VINIQUES

En un estudi anterior realitzat a I’Incavi es van aillar 93 llevats per a la fermentacio del
cava a partir de llevats del sol de vinyes del Penedes (Carbd 1987). A partir de dades
bioquimiques, la majoria dels llevats es van identificar com Saccharomyces cerevisiae
( 66.7%), pero també es va veure que hi havia altres llevats capagos de creixer en les
condicions del vi: Saccharomyces kluyveri (5.4%), Pichia membranefaciens (18.3%),
Saccharomycodes ludwigi (6.5%) i Zygosaccharomyces rouxii (3.1%). Amb els 93
Ilevats es va fer la prova de cultiu en medi Biggy, que dona una idea aproximada de la
tendencia de les soques a formar sulfur d’hidrogen, si la colonia té color fosc és que ha
produit H,S en aquestes condicions. Els resultats van donar una forta tendencia dels
llevats S. kluyveri,P. membranefaciens,i Z. ludwigi a formar colonies negres que
indiquen una formacio de H,S.

Taula 3.7a Resultats del cultiu en medi Biggy, d’una col-leccio de llevats de Incavi.

Color Biggy Color Biggy
504 Pichia membranefaciens negre 501 Saccharomyces cerevisiae marré
505 Pichia membranefaciens negre 502 Saccharomyces cerevisiae marr6
535 Pichia membranefaciens negre 503 Saccharomyces cerevisiae marr6
536 Pichia membranefaciens negre 506 Saccharomyces cerevisiae Eggis
538 Pichia membranefaciens negre 507 Saccharomyces cerevisiae marré
539 Pichia membranefaciens negre 508 Saccharomyces cerevisiae marr6
540 Pichia membranefaciens negre 509 Saccharomyces cerevisiae marr6
553 Pichia membranefaciens negre 510 Saccharomyces cerevisiae marr6
567 Pichia membranefaciens negre 511 Saccharomyces cerevisiae marré
568 Pichia membranefaciens negre 512 Saccharomyces cerevisiae marr6
570 Pichia membranefaciens negre 513 Saccharomyces cerevisiae marr6
583 Pichia membranefaciens negre 514 Saccharomyces cerevisiae marré
585 Pichia membranefaciens negre 515 Saccharomyces cerevisiae  marré
589 Pichia membranefaciens negre 516 Saccharomyces cerevisiae marr6
594 Pichia membranefaciens negre 517 Saccharomyces cerevisiae marr6
537 Saccharomyces kluyveri negre 518 Saccharomyces cerevisiae  marré
557 Saccharomyces kluyveri negre 519 Saccharomyces cerevisiae marr6
580 Saccharomyces kluyveri negre 520 Saccharomyces cerevisiae marr6
560 Saccharomyces cerevisiae negre 521 Saccharomyces cerevisiae marré
575 Zygosaccharomyces rouxii  negre 522 Saccharomyces cerevisiae marr6
582 Zygosaccharomyces rouxii  negre 523 Saccharomyces cerevisiae marr6
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Taula 3.7b Resultats del cultiu en medi Biggy, d’una colleccio de llevats de Incavi.

Color

Color Biggy Biggy

524 Saccharomyces cerevisiae  marré 551 Saccharomyces cerevisiae marré
525 Saccharomyces cerevisiae marr6 552 Saccharomyces cerevisiae marr6
526 Saccharomyces cerevisiae marr6 526 Saccharomyces cerevisiae marr6
527 Saccharomyces cerevisiae marr6 527 Saccharomyces cerevisiae marr6
528 Saccharomyces cerevisiae marr6 528 Saccharomyces cerevisiae marr6
529 Saccharomyces cerevisiae marr6 529 Saccharomyces cerevisiae marr6
530 Saccharomyces cerevisiae marr6 530 Saccharomyces cerevisiae marr6
531 Saccharomyces cerevisiae marré 531 Saccharomyces cerevisiae marr6
532 Saccharomyces cerevisiae marr6 532 Saccharomyces cerevisiae marr6
533 Saccharomyces cerevisiae marr6 533 Saccharomyces cerevisiae marr6
534 Saccharomyces cerevisiae marré 534 Saccharomyces cerevisiae marr6
541 Saccharomyces cerevisiae marr6 541 Saccharomyces cerevisiae marr6
542 Saccharomyces cerevisiae marr6 542 Saccharomyces cerevisiae marr6
543 Saccharomyces cerevisiae marr6 543 Saccharomyces cerevisiae marr6
544 Saccharomyces cerevisiae  marré 544 Saccharomyces cerevisiae marr6
545 Saccharomyces cerevisiae  marr6 545 Saccharomyces cerevisiae  marr6
546 Saccharomyces cerevisiae marr6 546 Saccharomyces cerevisiae marré
547 Saccharomyces cerevisiae  marré6 547 Saccharomyces cerevisiae marré
548 Saccharomyces cerevisiae marr6 548 Saccharomyces cerevisiae marr6
549 Saccharomyces cerevisiae marr6 549 Saccharomyces cerevisiae marr6
550 Saccharomyces cerevisiae marr6 550 Saccharomyces cerevisiae marr6

Taula 3.7c Resultats del cultiu en medi Biggy, d’una colleccié de llevats de Incavi.

Color
Color Biggy Biggy
551 Saccharomyces cerevisiae marr6 572 Saccharomyces cerevisiae marré
552 Saccharomyces cerevisiae  marr6 574 Saccharomyces cerevisiae  marr6
554 Saccharomyces cerevisiae marr6 576 Saccharomyces cerevisiae  marré
555 Saccharomyces cerevisiae marr6 577 Saccharomyces cerevisiae marré
556 Saccharomyces cerevisiae marr6 578 Saccharomyces cerevisiae marr6
558 Saccharomyces cerevisiae  marr6 579 Saccharomyces cerevisiae  marr6
559 Saccharomyces cerevisiae marr6 581 Saccharomyces cerevisiae  marré
560 Saccharomyces cerevisiae marr6 586 Saccharomyces cerevisiae marr6
561 Saccharomyces cerevisiae  marr6 588 Saccharomyces cerevisiae marr6
562 Saccharomyces cerevisiae marr6 590 Saccharomyces cerevisiae  marré
563 Saccharomyces cerevisiae marr6 591 Saccharomyces cerevisiae marré
564 Saccharomyces cerevisiae marr6 592 Saccharomyces cerevisiae marr6
569 Saccharomyces cerevisiae marr6 593 Saccharomyces cerevisiae marr6
571 Saccharomyces cerevisiae marr6
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Fig. 3.13a Sembra de soques de llevats vinics en medi Biggy, com més fosc, més
produccio de sulfur d’hidrogen. La majoria de soques produeixen H,S. Les soques 504
i 505 donen una coloracié més fosca.

Fig. 3.13b Sembra de soques de llevats vinics en medi Biggy, com més fosc, més
produccio de sulfur d’hidrogen. La majoria de soques produeixen H,S. Les soques
535,536, 537,538, 539, 540,553, 557, 560, 565 i 566 donen una coloracié més fosca.
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Fig. 3.13c Sembra de soques de llevats vinics en medi Biggy, com més fosc, més
produccio de sulfur d’hidrogen. La majoria de soques produeixen H,S. Les soques
557,568, 570, 575, 580, 582, 583, 585, 589 i 594 donen una coloracié més fosca.

Comparacié de soques de llevat comercial

Es van estudiat 140 soques comercials de llevats comercialitzades a Espafia.
D'aquestes, 55 (40%) no van produir H,S o el van produir en concentracions per sota
de la deteccid del sistema. 85 soques (60%) de les 140 analitzades van produir valors
mesurables de H,S amb un rang de 0.2 a 13 mg/L.

La produccio de sulfits (SO,) va ser entre 5 i 50 mg/L. S’ha trobat una relacié inversa,
significativa, entre la produccio de H,S i la de sulfits (P<0.01). Una soca va produir 5
mg/L, 10 soques van produir 10 mg/L, 32 soques van produir 15 mg/L, 28 soques van
produir 20 mg/L, 20 soques van produir 25 mg/L, 39 van produir 30 mg/L, una va
produir 35 mg/L, 7 van produir 40 mg/L i dues van produir 50 mg/L.
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Fig. 3.12 Formacio de sulfur d’hidrogen (H.,S) i dioxid de sofre (SO;) en 140 soques
viniques.

Es pot observar que hi ha moltes soques comercials que produeixen H,S i tenen el risc
que una part quedi en el vi. Pel que fa el SO, també és important la formaci6 per part
dels llevats i caldria estudiar-ho més a fons. La normativa europea de vins permet
arribar fins a 120 mg/L de SO, total, la normativa europea especifica del vi ecologic
permet només fins 100 mg/L. Per altra banda, alguns importadors exigeixen
concentracions encara meés baixes. En tot cas, si el contingut en SO, total és superior a
10 mg/L, a I’envas hi ha d’haver la indicacid “conté sulfits”.

Es va voler comparar la produccio de H,S i el perfil genétic de la soca de llevat. Un
primer objectiu va ser agrupar els llevats d’una manera objectiva. En un estudi en
col-laboraci6 amb I'IATA de Valencia per a identificar les soques de llevats
comercials, es van comparar diversos metodes, veure annex Fernandez Espinar et al.
2001. ElI més complert i practic va ser el dels perfils de restriccié o patrons d’ADN
mitocondrial utilitzant un enzim de restriccié com Hinfl. De les 140 soques comercials

es van trobar 22 patrons. A les seglents figures es mostra la relacio de produccio de
H,S en diversos patrons. Tot i la variabilitat entre referéncies, i ha algun patré que clarament
té més produccid de H,S que els altres.
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Fig 3.14a Formacié de H,S en sis patrons de RFLP del mtDNA (I-VI) (entre parentesi
el nombre de referéncies comercials de cada patré i la mitja de H,S). Les barres

equivalen a la desviacio estandard.

El patré I, es va trobar en deu referéncies i va formar un promig de 0.05 mg/L de H,S.
El patr6 11, és un dels més utilitzats en enologia i vint i dues referencies comercials
que comparteixen el perfil, té un promig de produccié de 0.23 mg/L. El patro 111, amb
quatre referencies va ser una de les que tenen meés produccio de H,S, amb 10.25 mg/L.
El patro 1V el tenien set referéencies comercials va produir un promig de 0.53 mg/L de
H.S. El patrdé V amb deu referéncies comercials també va tenir una produccio alta, en
promig 4.2 mg/L de H,S. El patré VI es va trobar en tres referéncies i va formar en

promig 2.83 mg/L de H,S perd amb molta variabilitat.
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Produccid H,S
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Perfil mitocondrial i n2 de referéncies

Fig 3.14b Formacié de H,S en sis patrons de RFLP del mtDNA (VII-XIII) (entre
parentesi el nombre de referencies comercials de cada patrd i la mitja de H,S). Les
barres equivalen a la desviacio estandard.

El patré VII es va trobar en dues referéncies i va donar un promig de 1.3 mg/L. El
patré VIII es va trobar en dues soques comercials i les dues van donar inapreciable en
formacid de H,S. El patr6 IX es va trobar en tres referéncies i va donar un promig de
1.3 mg/L. El patro X es va trobar en sis referéncies i va formar una mitja de 0.5 mg/L.
El perfil XI es va trobar en tre referéncies i va donar un promig de 4.8 mg/L.
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Fig 3.14c Formaci6 de H,S en sis patrons de RFLP del mtDNA (XIV-XXII) (entre
parentesi el nombre de referéncies comercials de cada patr6 i la mitja de H,S). Les
barres equivalen a la desviacio estandard.

El patré XIV es va trobar en dues referéncies i va donar un promig de 9.5 mg/L de
H>S, un dels més alts. El perfil XV es va trobar en un referencia i no es va detectar
formacio de H,S. El patrd XIX es va trobar en dues referéncies i va donar un promig
de 1.7 mg/ L de H,S. El patré XX es va trobar en dues referencies i va donar un
promig de 0.5 mg de H,S. El patyrd XXI es va trobar en dues referéncies i va donar un
promig de 2.5 mg/L de H,S. El patré XXII va donar un promig de 4.5 mg/L de H,S.

A partir d’aquests resultats quedava clar que la soca de llevat tenia una influéncia
important en la formacié de compostos de sofre volatils durant la fermentacio del vi.
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La majoria formaven H,S, pero quedava per veure quins aspectes metabolics hi podien
influir. Per el proper pas es van triar dues soques, una coneguda per la seva produccio
moderada o alta de H,S, comercialitzada en 10 referencies i coneguda com UCD522,
I’altra era la P29 aillada per I’'INCAVI.

3.4 ANALISI TRANSCRIPTOMICA COMPARATIVA DE DUES SOQUES
VINIQUES DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE AMB DIFERENT
PRODUCCIO DE H,S

Per tal d’estudiar els aspectes metabolics que poden influir en la formacio de H,S, s’
han comparat dues soques en diverses fermentacions i, en el moment de més formacid
de H,S, s’han analitzat els transcriptomes de les dues soques amb tres métodes. Menys
del 10% dels gens han mostrat diferéncies significatives entre les dues soques. La
produccio alta de sulfur esta correlacionada amb una sobreexpressio dels gens de la
biosintesi de la tiamina. Els gens associats al catabolisme del aminoacids amb sofre no
s’han expressat de manera significativament diferent entre les dues soques.

Les fermentacions conduides en paral-lel amb UCD522 i P29 en diversos mostos i
anys han donat una alta produccié de sulfur d’hidrogen (H,S) a UCD522 i una baixa
produccio a P29. En promig UCD522 dona 7.5 vegades més H,S (rang de 2 a 10
vegades). A part de la diferencia en produccié de H,S, les dues soques presenten una
fermentacio similar.

Taula 3.7 Produccio promig dels llevats P29 i UCD522 en diversos anys i medis,
mesurat amb diversos detectors en fermentacions de 1L. Prova T de diferenciacio i
proporcid entre la formacié de H,S a UCD522 i P29. Most pasteuritzat (Most p.).
Detector electroquimic (ToxiRae), Acetat de zinc (Radiello), Acetat de plom (Figasa).

Tipus de
any medi detector P29 UCD522 522/P29
2003 most p. detector electroquimic 15 290 19,3
2004 most p. detector electroquimic 22 107 4,9
2005 most p. detector electroquimic 27 152 5,6
2005 most p. detector electroquimic 35 627 17,9
2005 most p. detector electroquimic 35 170 4,9
2006 most p. detector electroquimic 52 260 50
2006 most p. detector electroquimic 59 270 4,6
2006 most p. acetat zinc 125 842 6,7
2008 most p. acetat de plom 89 425 4,8
2009 mos f. detector electroquimic 94 488 52
2009 mos f. detector electroquimic 40 188 4,7
2009 mos f. detector electroquimic 27 179 6,6

7,5
T Test=2.7 10-4
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S’observa una formacié més alta, significativa a UCD522 respecte a P29 tant en
mostos pasteuritzats com en mostos frescos. També s’observa uns resultats semblants
entre sistemes de deteccid. Veure annex Bartra et al. 2010.

Formacio de H2S durant la fermentacio
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Fig.3.15 Comparacid de la formacié promig de la soca UCD522 i la soca P29, durant
diversos anys, medis i sistemes de deteccid. S’observa una formacio6 superior de H,S a
la soca UCD522.

Els perfils d’expressié de les dues soques es van analitzar al quart dia de la
fermentacio amb un xip basat en el cDNA. De 6014 ORF (open reading frames)
impresos, 2555 s’ajustaven als requisits de qualitat; aix0 és una proporcié mitjana,
perd habitual, quan no fem servir soques de laboratori. Només 78 (3%) dels gens
estudiats presentaven diferéncies en expressié majors de dos entre les dues soques. 44
estaven més expressats a UCD522 i 34 (1.3%) més expressats a P29. L’analisi per GO
(Gene Ontology) associava els grup de gens més expressats a UCD522 amb els gens
de la sintesi de tiamina de manera molt significativa amb una probabilitat d’error
menor a 10™ i era I’Unic terme GO significativament més expressat en aquesta soca.
Per tenir un altra analisi d’expressio, les dues sogques es van analitzar amb un Xip
d’oligonucleotids sintetitzats in situ en la plataforma Geniom. En aquest cas el nombre
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de gens totals i els que s’expressaven més d’un factor de dos en una soca va ser
superior, 783 (13%). Les dades dels arrays per oligonucleotids donen més gens
sobreexpressats, pero els mateixos resultats per termes de GO, relacionats amb la
biosintesi de la tiamina. En el terme GO 0042723, dels 19 gens relacionats, 17 estaven
sobreexpressats, mostrant una sobreexpressié de tota la via de sintesi. En canvi, els
gens relacionats amb el metabolisme del nitrogen o la sintesi d’aminoacids amb sofre,
no es van sobreexpressar.

La comparacio de les dades dels dos tipus de xips mostren la majoria dels gens en una
diagonal estreta, que reflexa una expressié semblant de la majoria dels gens amb les
dues tecniques. La majoria dels gens relacionats amb la biosintesi de la tiamina es
desvien de la distribucid majoritaria, més apartats com més expressats de manera
diferent en les dues soques. A la soca P29 els gens més expressats estan relacionats
amb altres vies, com el metabolisme del alcohol.
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Expressio de gens P29

Fig.3.16a Comparacié de I’expressio dels gens de la soca UCD522 en abscisses i de la
soca P29 en ordenades en els dos tipus de xip utilitzats, a) xip basat en oligonucleotids
Geniom One i b) xip basat en c-DNA. Les dades d’expressio es donen en unitats
arbitraries de fluorescéncia. Els gens relacionats amb la sintesi de la tiamina es
mostren com cercles en gris.
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Fig. 3.16b Comparacio de I’expressié del gens a les soques UCD 522 a ordenades i
P29, abcises. Els punts que es troben sobre la linia de punts, s’han expressat de manera
smblant a les dues soques, els que es troben cap amunt, s’han expressat més. Els que
es troben cap avall s’han expressat menys. Els gens de la sintesi de la tiamina es
mostren amb triangles.

S’observa que la majoria del gens s’expressen de manera similar, punts negres sobre
I’eix central. Dos grups estan sobre expressats, els triangles, més expressats a la soca
522, productora de H,S, petanyen al grup de la sintesi de la tiamina. Alguns més
expressats a P29 no s’agrupen en cap terme del Gen Ontology (GO).
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Taula 3.8 Estadistica dels gens expressats de manera diferent a la soca
UCD522 i a la soca P29 calculat a partir dels microarrays o xips.

Xip cDNA Xip d’oligonucleotids

Gens totals 2555 6032

Nombre de

gens 44 543

sobreexpressats

a 522 (>2x)

GO terms GO0:0042723|Metabolisme  GO:0042723|Metabolisme
de la tiamina i derivats de la tiamina i derivats

valor p 4.44x10™ 4.37x10™

Gens PHOS3, PET18, THI13, PHOS3, THI2, PET18,
THI5, SNZ3, THI4, THI13, THI5, SNZ3, SNO3,
THI12, SNZ2, THI20, THI4, THI11, THI12, SNZ2,
THI22 SNO2, THI20, THI80, THIS6,

THI21, THI22

Nombre de

gens 34 240

sobreexpressats

a P29 (>2x)

GO terms G0:0006066|metabolisme No hi ha terme GO
de Il'alcohol significatiu

valor p 3.01x107

Gens ERG4, INO1, MCR1,

ERGS, ERGS5, ADH3,
ADH2, ADH1

Es molt significativa la relacio ente el grup de gens més expressats a la soca UCD522
en els diferents tipus de proves, i el grup de gens de la tiamina. Els gens més
expressats a P29 estaven relacionats amb el metabolisme de I’alcohol en el xip de
cDNA per0 no tenen un terme comu amb I’altra tipus de xip que els agrupi de forma
significativa.

A la figura 3.17 es mostra la localitzacié de tots els gens inclosos en els diferents
termes GO relacionats amb el metabolisme de la tiamina (GO:0042723, GO:0006772 i
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G0:0009228 www.yeatsgenome.org). A la figura es veu que una part important
d’aquests gens més expressats poden ser els que estan més regulats.

Entre els gens més expressats a P29 hi ha gens del metsbolisme de I’alcohol. No es va
observar un expressio diferent en els gens del metabolisme del nitrogen o de la sintesi
d’aminoacids amb sofre. Aquests gens no semblen ser diferents en el present treball.

Per validar aquests resultats es van fer una gRT-PCR de gens seleccionats dels passos
centrals de la sintesi de tiamina: THI4, THI5 i THI20. ADH1 es va fer servir com
referéncia per si havia diferencies en la via glicolitica. TDH1, TDH2 i TDH3 es van fer
servir de referéncia. Els resultats, tal com es va observar en els xips, mostren
sobreexpressio en els tres gens THI, 5 vegades a THI20, 30 vegades per THI4 i 450
vegades per THI5. Per tant totes les dades d’expressié d’aquest estudi conclouen que
hi ha més expressio en els gens de la biosintesi de la tiamina a la soca UCD522
respecte a P29.

Aquest estudi presenta proves que indiquen que, per les soques de llevat estudiades, la
biosintesi de la tiamina i potser altres compostos relacionats pot ser igual o més
important que la disponibilitat de nitrogen en relacié a la produccié de sulfurs durant
la vinificacio. Aix0 pot ser una nova solucio al problema i un nou objectiu alhora de
seleccionar soques de llevat per a la fermentacié vinica.
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Fig. 3.17 Resum dels resultats dels experiments d’expressio genica amb els 17 gens i
enzims relacionats amb la sintesi de la tiamina. Els quadrets a sota del nom de cada
gen indiquen I’expressié relativa entre el llevat UCD522 i P29, calculat pel xip
d’oligos (esquerra), xip de DNA (centre) i gRT-PCR. Els quadrets negres indiquen un
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expressio de més de 10 vegades, els vermells 2 vegades, els grocs sense diferéncia
significativa i els que tenen una creu, sense dades.

Cap gen d’aquest grup es va expressar mes a P29 que a UCD522. HET-P: 4-metil 5-
beta hidroxi etil tiazol fosfat, HMP: hidroximetil pirimidina, HMP-P: HMP fosfat,
HMP-PP: HMP pirofosfat, PLP Piridoxal fosfat, RP: Ribulosa 5-fosfat, TP:tiamina
fosfat, TPP:tiamina pirofosfat, XP: xilulosa fosfat. Adaptat de (Nosaka 2006)

3.5 FACTORS VITICOLES QUE PODEN AFECTAR LA FORMACIO DE
COMPOSTOS DE SOFRE VOLATILS

A part del llevat i el most, hi ha factors de cultiu de la vinya que també influeixen en la
formacié de H,S durant la fermentaci6. S’ha estudiat el contingut de nitrogen
assimilable en mostres analitzades a I’INCAVI a Vilafranca i Reus. S’ha comparat
I’efecte de I’aclarit de raims; en una experiencia del Departament d’Agricultura,
Ramaderia, Pesca, Alimentacié i Medi natural (DAAM). S’han analitzat els efectes del
reg. S’han comparat productes alternatius al sofre en la proteccié de la vinya contra
I’oidi.

Nitrogen en els mostos

El valor mig del nitrogen amoniacal i aminic ha estat de 164 mg/L i el nitrogen total
de 783mg/L a les mostres analitzades a Vilafranca del Penedes, i de 162 mg/L de
nitrogen amoniacal i aminic i 428 mg/L de nitrogen total a les mostres analitzades a
Reus.

A I’estudi global amb mostos des del 2003 al 2012, la meitat de les mostres tenia una
concentracid inferior a la minima recomanada de 150 mg/L.
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Fig. 3.18 Concentracio de nitrogen assimilable en mostos del 2003 a 20012. El promig
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Fig. 3.19 Composicié en mg/L d’aminoacids en un most de xarel-lo.
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Irrigacio i composicio del most

S’han comparat tres quantitats de reg en una vinya durant tres anys, a partir del
potencial hidric de la fulla a migdia. Les quantitats aportades van ser de 378, 252 i 148
L/m? en els tractaments control C, control déficit CD i déficit déficit DD
respectivament. Les mesures de la vegetacio van ser similars entre C i CD, en canvi,
DD va tenir un menor creixement en els tres anys. La produccié es va mantenir
semblant el primer any entre C i CD, pero va disminuir 19% a CD el segon any i 24%
el tercer any. L’efecte en la maduresa es va observar en els graus Brix més alts en DD
i en canvi, es varen apreciar poques diferéncies entre C i CD. L’acidesa va ser inferior
a DD respecte a C i CD. El raim del tractament DD va tenir una menor concentracio
d’aminoacids i nitrogen assimilable respecte a CD i C. Veure annex Girona et al.
2005.

Tractaments alternatius al sofre en pols

El tractament més tradicional de I’oidi de la vinya és el sofre elemental, ja sigui en
pols o altres presentacions. En viticultura ecologica és una de les Uniques opcions
autoritzades; en viticultura convencional hi ha altres productes sintétics autoritzats
pero hi ha hagut casos de resistencies i per tant, es recomana fer algun tractament de
sofre. Veure altres exemples de tractament alternatiu a I’annex Calvo et al. 2012.

La proteccio de la vinya contra I’oidi en el clima mediterrani, en cultiu ecologic, depén
gairebé exclusivament del sofre en pols. Es tracta d'una bona proteccio contra I'oidi i
els acars, pero té alguns desavantatges: depén del temps atmosferic, les altes
temperatures poden generar danys a les vinyes, les mesures de proteccié ambientals i
de seguretat estan augmentant i durant I’elaboraci6 del vi pot ser una font d'olors de
sofre en el vi. En aquest treball s’ha comparat un tractament classic amb sofre en pols
com tractament de referéncia, amb un tractament amb oli de gira-sol ecologic i amb
Ilevat com tractaments alternatius. S'han estudiat diversos aspectes de la vegetacid de
la vinya, la composicid de suc, els parametres de la fermentacio i la qualitat del vi per
determinar la viabilitat dels tractaments alternatius o complementaris en la produccié
de vi ecologic i augmentar les opcions de practiques respectuoses amb el medi, social i
economicament sostenibles. Es possible la utilitzacié d'olis vegetals i llevats com a un
tractament complementari pero no Unic, contra I'oidi amb I’avantatge d’una menor
incidéncia de H,S. Aquests tractaments podrien estar autoritzats en la produccié de vi
ecologic de qualitat, tenir menor afectacié ambiental i dels treballadors.

Es van trobar diferéncies entre els tractaments en termes de control de I’oidi, la
formacio de sulfur d’hidrogen (H,S) i en el color del vi final.

En condicions favorables per I’oidi, el sofre en pols segueix sent el millor tractament,
sequit per I’oli i el tractament del llevat que tenia algun efecte protector, perd no
suficient en les condicions d’alta pressié de la malaltia de I’experiment. El H,S s’ha
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estudiat per mesurar la influencia de possibles residus de sofre en pols a la
fermentacid. Les diferencies eren relativament petites, pero els vins de raim tractats
amb sofre en pols tenien la major quantitat de H,S,seguit pel control, del raim tractat
amb llevat i les més baixes van ser els raims tractades amb oli vegetal.

H2S mg/l

0,3

0,25 ~

0,2

0,15 ~

0,1

0,05 -

Sofre pols Oli Llevat

Fig. 3.20 Formaci6 de H,S en mg/L, en tres tractaments de la vinya, sofre en pols, oli vegetal i
llevat.

3.6 TRACTAMENT DE VINS AMB DEFECTES DE COMPOSTOS DE SOFRE
VOLATILS

L’estudi es va fer amb 20 vins de diferents cellers tractats a I’ Institut Catala de la
vinya i el Vi (INCAVI) de Vilafranca del Penedés. La primera prova va ser per
determinar la quantitat de coure necessaria per a disminuir les olors de sofre en els
vins. Seguidament es varen tractar 3 dels vins amb la mateixa quantitat de coure amb
dos compostos diferents: sulfat de coure (com a material de referéncia), citrat de coure
0 Kupzit (bentonita amb un 2% de citrat de coure). Les mostres es van filtrar per
plaques (K150) amb un contacte minim d’aire i embotellades amb tap de rosca. Les
analisis dels compostos de sofre volatils van ser realitzades per la Professora Doris
Rauhut a I’ Institut del Vi (SLFA) de Geisenheim (Alemanya) per cromatografia de
gasos i detector de quimioluminescéncia. El tast va ser fet per un panell entrenat.
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Codificacio de las proves després del tractament necessari per a cada vi

Primera serie

- B: vi blanc control, sense tractament

- BK: tractat amb 40 g Kupzit por 100 L

- BS: tractat amb 1,0 g de sulfat de coure per 100 L

- N: vi negre control, sense tractament

- NK: tractat amb 40 g Kupzit por 100 L

- NS: tractat amb 1,6 g de sulfat de coure per 100 L

Taula 3.9 a Avaluaci6 sensorial i concentracié de coure en vins control i tractats amb
citrat de coure (K) i sulfat de coure (S)

Mostra Tast Coure final mg/L
Vi blanc control Sulfhidric 0.1
Vi blanc 1g/HI SO,Cu Net, correcte 2.9
Vi blanc 40g/HI K Agradable, net 0.8
Vi negre control Reduit 0.1
Vi negre 1.6 g/HI SO,Cu Net 3.6
Vi negre 40 g/HI K Net, fresc 0.7
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Taula 3.9 b Concentracions de compostos de sofre en vins control, tractats amb citrat
de coure (K) i sulfat de coure (S)

H,S MeSH EtSH DMS CS, MeSAc | DMDS | EtSAc | DEDS

[o/L] | [ug/L] | [moiL] | [mg/L] | [ng/L] | [ug/L]l | [ug/L]l | [Mg/L] | [Mg/L]
B |a 395 | 45 11 | 25 | 102 | 24 05 96 | n.d.
B | b 355 | 47 | 108 | 28 | 108 | 236 | 05 96 | n.d.
B | (ath)/2 | 375 | 46 | 109 | 2,7 | 105 | 238 | 05 96 | n.d.
BK | B 7.6 nd | nd | 1,7 | 97 | 237 | 05 97 | n.d.
BK | b 71 | nd | nd | 15 | 96 | 233 | 03 88 | n.d.
BK [ (a+b)2 | 74 | nd | nd | 16 | 97 | 235 | 04 93 | n.d.
BS | A 96 | nd | nd | 16 | 104 | 243 | 05 94 | n.d.
BS | B 91 | nd | nd | 16 | 101 | 23 05 92 | n.d.
BS [ (a+b)2 | 94 | nd | nd | 16 | 103 | 237 | 05 93 | n.d.

Taula 3.9 ¢ Concentracions de compostos de sofre en vins control, tractats amb citrat
de coure (K) i sulfat de coure (S)

Mostra H,S MeSH | EtSH DMS CS, MeSAc | DMDS | EtSAc | DEDS

[wo/L] | [Mg/L] | [Mg/L] | [mg/L] | [Mg/L] | nii. [mg/L] | [Mg/L] | [Mg/L] | [Mg/L]
N a 94 n. d. n. d. 11,3 53 0,068 17,9 0,5 <3 n. d.
N b 9,2 n. d. n. d. 11,6 57 0,053 17,9 0,5 <3 n. d.
N (ath)/2 9,3 n. d. n. d. 115 55 0,060 17,9 0,5 <3 n. d.
NK | a 8,9 n.d. n.d. 10 35 0,053 17,7 0,5 <3 n. d.
NK | b 9,2 n. d. n. d. 9,9 38 0,054 17,8 0,5 <3 n. d.
NK (at+h)/2 9,1 n. d. n. d. 10,0 3,7 0,053 17,8 0,5 <3 n. d.
NS a 4 n. d. n. d. 10,8 4,1 0,144 17,9 0,5 <3 n. d.
NS b 4,2 n. d. n. d. 10,2 3,6 0,141 17,2 0,5 <3 n. d.
NS | (a+h)/2 41 n.d. n.d. | 105 39 | 0142 | 176 0,5 <3 n. d.
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Segona serie

-C: Vi blanc control, sense tractament
-CS: Vi blanc - sulfat de coure (SO4Cu)
-CK: Vi blanc - Kupzit

-P: Vi negre - control, sense tractament
-PS: Vi negre - sulfat de coure (SO4Cu)

-PK: Vi negre — Kupzit (K)

Taula 3.10 a Tast i concentracié de coure en vins control i tractats amb citrat de coure

(K) i sulfat de coure (S)

Mostra Tast Coure (després del Coure (després
tractament)
de 8 setmanes)

C Control Reduit fort i < 0,05 mg/L < 0,05 mg/L

persistent

persistent
C SO,Cu Reduit lleuger 2,30 mg/L 1,95 mg/L
CK Net 2,27 mg/L 1,80 mg/L
P Control Reduit, lactic < 0,05 mg/L < 0,05 mg/L
P SO4Cu Lactic lleuger 2,52 mg/L 0,61 mg/L
PK Tancat 1,43 mg/L 0,29 mg/L
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Taula 3.10 b Concentracions de compostos de sofre en vins control i tractats amb
citrat de coure (K) i sulfat de coure (S)

Mostra | H,S | MeSH | EtSH | DMS | CS, [ MeSAc [ DMDS | EtSAc | DEDS
[mo/L] | [mo/L] | [po/L] | [mo/L] | [uo/L] | [Mg/L] | [Mo/L] | [Mo/L] | [po/L]
C 3,9 n.d. 2,2 0,9 1,4 18,7 0,7 7.6 n.d.
CS 3,8 n.d. 2,2 1,0 4.4 23,9 0,6 135 | nd.
CK 3,6 n.d. n.d. 15 11,5 | 29,0 0,6 132 | nd.
P 6,2 n.d. 3,2 3,2 195 | 4572 0,6 101 | nd.
PS 3,5 n.d. 2,3 35 | 297 | 50,7 0,6 120 | nd.
PK 14 n.d. n.d. 3,8 17,0 47,7 0,7 11,0 n.d.

Tercera série

W: vi blanc control sense tractament

WK: vi blanc amb 30 g Kupzit per 100 L, sense acid ascorbic

WKA: vi blanc amb 30 g Kupzit per 100 L + 50 mg/L acid ascorbic

WS: vi blanc amb 1 g sulfat de coure per 100 L, sense acid ascorbic

WSA: 1 g sulfat de coure per 100 L + 50 mg/L acid ascorbic
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Taula 3.11 a Tast i concentracié de coure en vins control i tractats amb citrat de coure
(K), citrat de coure i asorbic (KA), sulfat de coure (S) i sulfat de coure i ascorbic (SA)

Mostra | Tast Coure (després del tractament) | Coure (després de 8
setmanes)

w Reduit fort, herbaci < 0,05 mg/L < 0,05 mg/L

W K Net , neutre 1,66 mg/L 1,67 mg/L

WKA | Molt net, fruita 1,64 mg/L 1,34 mg/L

WS Lleugerament, herbaci | 2,28 mg/L 2,22 mg/L

WSA | Reduit lleuger 2,37 mg/L 2,02 mg/L

Compostos de sofre analitzats: sulfur d’hidrogen (H,S), metil mercapta (MeSH), etil
mercapta (EtSH), sulfur de dimetil (DMS), carbonil disulfur (CS;), metiltioacetat
(MeSAc), disulfur de dimetil (DMDS), etiltioacetat (EtSAC), sulfur de dietil (DEDS).

En el vi blanc el tractament amb citrat de coure és igual o0 més efectiu que el sulfat de
coure en la disminucié del sulfur d’hidrogen , metil mercapta i etil mercapta. També
disminueix el DMS, pero no disminueixen la resta dels compostos de sofre mesurats.
En el vi negre el tractament amb citrat de coure no és tan efica¢c com el sulfat de coure
en la disminucio del sulfur d’hidrogen i no es poden comparar els tiols perquée el vi
inicial no s’hi detecten. En canvi un compost de sofre no identificat, augmenta amb el
tractament amb sulfat de coure respecte a la concentracid inicial i al tractament amb
citrat de coure. Els altres compostos estudiats metiltioacetat, dimetil disulfur i dietil
disulfur no presenten diferéncies.

En un altre grup de mostres, en els tasts, els vins tractats amb citrat de coure han
guedat nets de notes de sofre igual o millor que les vins tractats amb sulfat de coure i
amb igual o menor coure residual. A les analisis cromatografiques, el sulfur
d’hidrogen ha disminuit lleugerament en el vi blanc i en major grau en el vi negre
tractat amb citrat de coure respecte al sulfat de coure. L’etil mercapta ha estat
combinat pel citrat de coure tant en el vi blanc com en el vi negre. El sulfur de dimetil
i el dimetil disulfur no han disminuit. EI disulfur de carboni i el metiltioacetat han
augmentat.

En el tercer grup de mostres, el tractament combinat d’acid ascorbic i citrat de coure
ha permeés obtenir vins amb aromes netes i afruitades amb menys coure residual que en
els tractats amb sulfat de coure i acid ascorbic i sense.

L analisi dels compostos de sofre ha mostrat un efecte sinérgic de I’acid ascorbic i el
coure en aquests vins i s’han obtingut concentracions més baixes dels compostos
analitzats.
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Les proves sensorials realitzades en els vins tractats han mostrat una clara millora en

les aromes dels vins. En la descripcio dels vins s’ha valorat els defectes individuals i la
qualitat global.

Taula 3.11 b Compostos de sofre en vins control i tractats amb citrat de coure (K) de
coure i ascorbic (KA), sulfat de coure (S) i sulfat de coure i ascorbic (SA)

Mostra | H,S | MeSH | EtSH | DMS | CS, | MeSAc | DMDS | EtSAc
[mo/L] | [mg/L] | [mo/L] | [Mg/L] | [Mg/L] | [po/L] | [mg/L] | [Mg/L]

w a 2,8 2,3 1,6 1,5 16,4 1,1 2,6
b 3,5 2,2 1,3 1,5 17,5 1,0 3,4

W (a+b)/2 3,2 2,3 1,5 1,5 17,0 1,1 3,0
WK a 3,0 2,7 1,6 1,3 17,0 0,8 2,3
WK b 3,8 3,0 1,5 1,4 16,5 1,0 3,1
WK (a+b)/2 3,4 2,9 1,6 1,4 16,8 0,9 2,7
WKA a 3,0 2,2 1,3 0,8 16,4 1,0 2,8
WKA b 2,2 2,2 1,7 1,1 17,0 1,0 3,2
WKA | (a+b)/2 2,6 2,2 1,5 1,0 16,7 1,0 3,0
WS a 2,2 2,9 1,6 1,4 16,2 0,9 3,3
WS b 2,5 2,8 1,7 1,3 17,4 0,9 3,4
WS | (a+b)/2 | 2,4 2,9 1,7 1,4 16,8 0,9 3,4
WSA a 2,6 1,6 0,9 15,5 0,8 2,9
WSA b 2,3 1,5 0,9 17,6 1,0 3,0
(a+b)/2 2,5 1,6 0,9 16,6 0,9 3,0
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3.7 DESCRIPCIO DE LES AROMES DEL VI I NOTES TIOLIQUES

Quan no hi ha defectes, els vins poden mostrar les seves aromes caracteristiques. Les
varietats tradicionals estan encara molt poc caracteritzades de manera rigorosa. Per tal
d'establir els perfils sensorials d’algunes varietats tradicionals s’esta fent una revisio
de vins varietals. Per a definir les aromes de la varietat Garnatxa blanca, es va reunir
un panell de tast amb la participacié de 12 tastadors amb experiéncia i formacié del
comite de tast de la denominaci6 d’origen (D.O.) Terra Alta, entre ells hi ha enolegs,
tecnics del INCAVI i de la Universitat Rovira i Virgili i sommeliers, que porten
diversos anys tastant i qualificant els vins de la zona. Es varen tastar tots els vins del
mercat qualificats de la D.O. Terra Alta que indiquen a I’etiqueta que estan fets amb
Garnatxa blanca. En concret 12 vins del 2009, 4 del 2008 i 2 del 2007. Es va realitzar
una sessié previa per arribar a un consens entre tastadors i definir els descriptors que
millor definien la varietat. Es van realitzar 4 sessions on es tastaven els vins codificats.

Per a I’eleccio dels descriptors es va definir una fitxa amb17 termes: Color, Tonalitat,
Aroma Floral, Flor blanca, Fruita pinyol, Fruit citric, Fruit tropical, Planta fresca,
Planta seca, Fruit cuit, Especiat, Torrat, Notes lactiques, Gust, Volum, Persisténcia, i
una nota de valoracio.

Les notes donades a cada descriptor permeten agrupar els resultats de la segiient
manera: descriptors que han donat una valors alts en tots el vins i descriptors que han
variat entre les mostres. Entre els primers es pot dir que tots els vins tastats tenen un
bona nota de coloracid, tonalitat, intensitat de gust, volum en boca, persistéencia
gustativa i valoracio.

Els descriptors que més van variar entre mostres van ser: notes florals, fruita de pinyol,
citrics, tropical i planta fresca, que van ser més puntuats a les garnatxes joves. Els
descriptors especiat, torrat i notes lactiques van tenir valors més alts a les garnatxes de
crianga. Els descriptors planta seca i fruit cuit es van valorat més a les garnatxes
dolces.
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Fig.3.20 ¢ Valoracions del terme “Flors”, en 18 Garnatxes blanques tastades.
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Fig.3.20 b Valoracions del terme “Fruita blanca” en 18 Garnatxes blanques tastades.
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Fig.3.20 ¢ Valoracions dels termes “Fruita tropical” en 18 Garnatxes blanques
tastades.
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Els caracters florals es van trobar repartits pero amb predomini a les mostresa joves
com la flor blanca i fruit tropical.

De les dades obtingudes s’observa tres estils de vins: Garnatxa blanca jove, on
predomina les notes fresques i florals; Garnatxa blanca de crianca amb predomini de
notes especiades i torrades; i Garnatxa blanca dolca amb notes de planta seca i fruit
cuit.

Descripcio de vins de la varietat Xarel-lo

El Xarel-lo és una de las varietats tradicionals de Catalunya. Ocupa més de 8000 Ha.,
la major part en el Penedés, amb 6000 Ha. Hi ha referéncies de I’any 1785 a la zona
del Garraf i inclus anteriors, del 1680, amb la sinonimia de “pansal”. En aquest treball
s’han analitzat la majoria de Xarel-los varietals del mercat, 25,tastats com s’ha descrit
per a la Garnatxa, per tal de descriure les seves aromes més caracteristiques per analisi
sensorial descriptiva.

S’ha consensuat una fitxa adaptada al grup de vins amb setze descriptors: Flors
blanques, Fruita blanca, Fruita de pinyol, Fruita citrica, Fruita tropical, Planta fresca,
Planta seca, Fruita cuita, Especiat, Torrat, Lactic, Gust a fruita fresca, Volum
(qustatiu), Persistencia, Intensitat de color i Tonalitat. S’han observat dos estils de vins
de Xarel-lo, un jove, fresc floral i citric, i un altre amb diversos graus de criangca, més
madur, amb notes torrades i més complexitat.

Aroma fruits blancs (Pera,Poma)

08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 07 07 07 07 07 07 07 07 07 07 06 06 05 05 05 04

Fig.3.21 a Valoracions del terme “Fruits blancs” en 25 xarel.los tastats.
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Fig.3.21 a Valoracions del terme “Flor blanca” en 25 xarel.los tastats.

Color Int.

Persistencia

Textura

Flor blanca

Color tonalitat Fruit blanc

Fruita pinyol

F. Citrics

F. Tropical

Planta fresca

P. Seques

Especiat

Xarel-lo jove
Xarel-lo crianca

Fig.3.22 Grafic del resultat de I’analisi sensorial descriptiu de 25 vins de Xarel-lo
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L’ analisi de components principals mostra dos components que expliquen el 74% de la
varianca, El primer (41%) correlacionat amb flor blanca, fruit blanc, fruit de pinyol i
gust fresc i el segon (32.7%) correlacionat negativament amb fruit citric, tropical,
persisténcia, color i tonalita.Veure article Mufioz-Gonzalez et al. 2011 a I’annex.

Descripcio de vins de Malvasia de Sitges

La Malvasia de Sitges és una varietat minoritaria, de molt renom des de I’edat mitja,
cultivada tradicionalment al Garraf, que esta emparentada amb altres malvasies
aromatiques del mediterrani. Es pot elaborar, entre altres, com vi de licor, vi sec o
escumos. Les seves aromes caracteristiques son les notes de florals taronger i espigol,
de fruita groga com el préssec i notes especiades.

Aromes
caracteristiques

Garnatxa

Malvasia de Sitges

Xarel-lo

Joves Flor, fruita blanca i | Flor taronger, fruit | Fruita citrica, flor
tropical groc d’acacia, fresc en
boca
Crianca Torrat, fruita Espigol i especies | Torrat, especia,

madura compota

En aquestes tres varietats tastades, Garnatxa blanca, Xarel-lo i Malvasia de Sitges,
sensorialment, no s’han trobat aromes relacionades amb els tiols (boix, aranja, fruita
de la passi@). Les aromes de tipus torrat o vegetal poden venir de la crianga o podrien
estar relacionades amb compostos de sofre pero caldrien estudis més detallats per
confirmar-ho.
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4. DISCUSSIO

La fermentacié vinica és un procés biologic utilitzat des d’antic, que s’ha anat
convertint en una inddstria alimentaria important a Catalunya i al Mén. El most té
molt poques aromes per tant és el metabolisme del llevat, i les seves interaccions amb
el most, el que dona, majoritariament les aromes al vi jove i revela les caracteristiques
de la varietat de raim, la zona de produccio, o possibles defectes. Durant I’elaboracid
del vi, I’enoleg, segons I’objectiu de vi que vulgui, ha de decidir si sembra llevats i
quina soca tria entre les nombroses soques del mercat. Després n’ha de controlar les
fermentacions i mirar que siguin correctes i complertes. Des de la verema a
I’embotellat, s’ha de vigilar que no hi hagi contaminacions (Boulton et al.1996). Els
llevats vinics s’han adaptat durant décades a les condicions del celler en un procés de
domesticacio (Querol et al.1992, Bartra 1995, Nadal et al. 1999, Carro et al. 2003)
perd poden trobar limitacions en el most que poden resultar en fermentacions lentes o
defectes (Park et al. 1994). Els compostos de sofre volatils, com el sulfur d’hidrogen
(H2S), inclus en petites quantitats, poden comprometre la qualitat d’un vi (Ferrari
2002, Moreira et al. 2002, Carrau et al. 2008) i cal prevenir-ne la formacié. La
dificultat de la mesura dels compostos de sofre volatils i les diverses causes de la seva
formacid fan que encara hi hagi diversos aspectes per esbrinar. Es sap que son els
llevats que els produeixen (Rankine 1964, Acree et al. 1972, Eschenbruch 1972) pero
hi ha diversos factors que intervenen com els tractaments de la vinya (Rauhut 1993),
contingut de nitrogen (Jiranek et al. 1995), dioxid de sofre afegit al most o deficiéncies
en vitamines (Bohlscheid 2007).

En aquest treball s’ha fet un repas de diversos aspectes relacionats amb els compostos
de sofre volatils i el seu efecte en I’aroma dels vins. S’han identificat defectes deguts a
compostos de sofre per part dels llevats, factors com la soca de llevat i les possibles
mancances de nutrients,factors viticoles i possibles tractaments.

Alguns enolegs que han treballat a diferents zones (Salgues 2000) consideren que les
temperatures elevades indueixen directament o indirecta el gust reduit degut als sulfurs
i disulfurs, que es poden formar en vins i vins escumosos. La pressio de I’oidium a la
vinya obliga a fer servir sofre en pols o mullable que, si arriba al celler, és reduit pels
llevats. L’alta maduresa i la temperatura alta dels raims afavoreix un inici de la
fermentacio. Aixo fa que hi hagi llevats espontanis, que consumeixen nutrients,
empitjoren la decantacié i augmenten la terbolesa del most. Les solucions que es
proposen per evitar residus de sofre son: evitar tractaments tardans, no fer servir
mullables al final de la campanya i despampolar la zona del raim per afavorir la
ventilacid. Per reduir les fermentacions espontanies cal collir en hores fresques, reduir
el temps de transport, refredar el raim i el most, i sulfitar.

En viticultura i enologia ecologica, la normativa limita el tipus d’adob que es pot fer
servir i els nutrients per llevats. En definitiva els vins ecologics de zones calides han
d’assegurar que els llevats i els mostos siguin compatibles. Per aquest motiu en cas de
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dubte pot ser recomanable fer alguns assaigs previs de fermentacio a petita escala per
preveure el comportament d’una 0 més soques amb un most determinat.

Si tenim en compte que en fermentacions normals la major part de les cel-lules poden
multiplicar-se sempre que el nivell de nutrients ho permeti i que els nivells d’etanol no
siguin inhibidors, cal de cinc a set generacions per a poder aconseguir el creixement de
la massa de cél-lules que hem observat en les nostres condicions.

La formaci6 de H,S observada coincideix amb la tercera i quarta 0 amb la quarta i
cinguena generacions, abans de comencar a mostrar falta d’aliment en algun factor
limitador del creixement. En aquest punt, en condicions d’un medi limitant, el llevat
pot reduir el nombre de generacions i per tant el nombre de cel-lules. Sembla que la
multiplicacié de les cel-lules en unes condicions limitants estd associada a una
determinada produccié de H,S. Altres factors que poden induir a canvis en el
creixement del llevat, com ara I’addici6 de mostos a un vi que s’esta fermentant,
variacions de temperatura, oxigen disponible i addicié de nutrients, poden dificultar
I’adaptacio d’una soca a un medi i induir a la produccio de H,S. L analisi de vitamines
seria molt apropiada per a determinar les condicions reals dels nutrients. Una
consequéncia de la variabilitat observada en la formacié de sulfur d’hidrogen entre
soques fa que sigui recomanable estudiar cada soca per predir la seva resposta en un
medi concret.

L’exhauriment de metionina podria ser un dels factors que desencadena la produccio
de sulfur. La metionina es pot sintetitzar a partir de sulfat i d’altres aminoacids, per la
qual cosa és molt probable que les vitamines i altres cofactors necessaris en quantitats
menors, pero necessaris per a vies metaboliques més generalitzades, siguin els
responsables del desencadenament de sulfurs. L’acid pantoténic com a part del
coenzim A juga diverses funcions, entre d’altres, en el metabolisme d’acids grassos i
de proteines i també és responsable de la permeabilitat de les membranes del llevat, tal
i com passa en condicions aerobiques als mitocondris i al nucli que les cel-lules. El
Ilevat que té poc acid pantoténic i que creix en un medi que conté sulfat d’amoni com
a Unica font de nitrogen, mostra la mort de cél-lules immadures amb nuclis sense
gemma (Shimada 1972). Aquests fets poden indicar que I’addicié d’amoni no resoldra
la producci6 de sulfur quan el factor limitador és el pantotenat. Les dificultats que hi
ha per a mesurar I’acid pantoténic i la possibilitat que les soques requereixin acid
pantoténic, deixa el tema parcialment per resoldre. Es important observar que els
requisits de pantotenat per al vi comercial no es coneixen. Per altra banda, un gran
nombre de referencies, especialment en la cervesa, mostren un efecte positiu del
pantotenat, especialment en el metabolisme del llevat, amb émfasi especial a la
multiplicacid, Us del sulfat i a la sintesi de metionina i leucina.

La reduccié de disulfur també esta implicada en la paret cel-lular associada a la
formacio de pseudo queratina i, per tant, també a la divisié de les cel-lules. L’addicid
de sofre elemental provoca una major formacio de H,S, perd0 acompanyada de meta
tiol, que pot reaccionar per si mateix amb sofre elemental i produir H,S. Se sap tambeé

78



que el glutatié (GSH) reacciona amb el sofre elemental i produeix H,S (Roy 1970). En
la nostra solucié model no s’afegeix GSH, pero el most si que en conté i el llevat
produeix grans quantitats que també es segreguen en determinades condicions.

Durant la fermentacié del vi, els resultats indiquen que la formacié de sulfur al
principi de la fermentaciéo probablement és deguda a I’existéncia de condicions
d’inocul inadequades o d’un most amb alguna deficiéncia. L’evolucid del sulfur a la
meitat de la fermentacio indica I’exhauriment dels nutrients disponibles. La produccio
de sulfur al final de la fermentaci6 pot ser deguda a la conversié de disulfurs i tiols, a
I’efecte del tiol sobre el sofre elemental o la formacio tardana de H,S que no s’elimina
mitjancant I’efecte d’escombratge de CO..

Els compostos de sofre volatils que més sovint s’han detectat durant I’estudi del vi,
son el dimetil sulfur (DMS) i el SO,. Alguns dels vins que s’han enviat per ésser
analitzats perqué sembla que fan mala olor o que tenen problemes de sofre, no mostren
sempre sofre volatil per sobre dels nivells esperats, la qual cosa suggereix que I’origen
de la mala olor és un altre, que no esta relacionat amb el sofre o que esta per sota els
nostres limits de deteccio. Alguns vins mostren nivells més alts que la mitja de
compostos de sofre volatils, fet que suggereix un possible efecte d’aquests compostos
a I’aroma del vi, que també pot estar emmascarada per altres components del vi.

Alguns vins tractats amb coure o coure i acid ascorbic, generalment no mostren
diferencies quant als compostos volatils analitzats, ni diferéncies sensorials obvies, la
qual cosa indica la dificultat d’eliminar les males olors en els vins acabats. Es molt
important tenir un millor coneixement d’aquests compostos de sofre i dels metodes
preventius per tal d’evitar aquests defectes en el vi.

Alguns vins es descriuen com a “sulfurosos”, “de sofre”, “torrats”, mentre que d’altres
només mostren poca aroma en general, o poden ser afruitats 0 amb espécies, pero
sense cap problema detectable. Els descriptors que s’utilitzen més sovint son

“vegetal”, “verdures cuites”, “ceba”, “col”, relacionats amb el DMS, I’eta tiol i el meta
tiol, el DMDS i el DEDS. Aquests compostos es troben en molts dels vins estudiats.

Cal fer més recerca per tal de millorar les condicions cromatografiques per poder dur a
terme una analisi més rapida i més complerta, especialment en la resolucio del H,S i
de I’SO, i en la identificacio del pic Ul desconegut. La identificacio d’altres
compostos desconeguts millorara la possibilitat de fer altres troballes relacionades amb
les vies del metabolisme del sofre. El control de les vitamines i del sulfat, fosfat i
altres anions relacionats, ajudara a determinar altres factors en la produccié de sofre
volatil. La conversio de sulfurs i tiols, inclos el glutatié al final de la fermentacio i
durant el procés d’envelliment, obre les portes a un estudi molt interessant i
complementari sobre els compostos de sofre volatils que permetra entendre la
produccio del vi des d’un punt de vista analitic i sensorial. Un altra aspecte a estudiar
és la produccid de sulfits per les seves consequéncies legals i de salut (Dott et al. 1977,
Dott i Troper 1978, Heinzel i Troper 1978, ITV France 2003).
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Als darrers anys s’ha anat sequenciant el DNA de diversos organismes, entre ells el
Ilevat Saccharomyces cerevisiae, contribuint a I’avanc de la genomica. Podem dividir
la gendomica en dues categories, la estructural i la funcional. La genomica estructural
estudia la caracteritzacio i localitzacio de les seqliencies que constitueixen els gens i la
genomica funcional estudia les técniques que permeten avaluar les funcions del gens.
Aguest estudis van acompanyats de sistemes de processat d’un nombre importants de
dades (Pfaffl et al. 2002). Amb la genomica funcional es vol anar completant la relacié
entre gens i funcions i entendre millor el funcionament d’organismes i comunitats
biologiques, no estudiant un sol gen si no el conjunt de gens d’una poblacio de la
mateixa espécie. Els microxips de DNA sén, actualment, una eina important per a la
recerca en genomica. Ens poden donar informacié de les funcions activades, quin
processos estan en procés, I’expressio en diferents moments, condicions ambientals o
diferents tipus de cel-lules. Un microxip de DNA esta fet amb un nombre gran de
molécules de DNA ordenades sobre un suport de vidre o nilé de manera que fan una
matriu ordenada de seqiiéncies en dues dimensions. Aquestes molécules de DNA
poden ser fragments curts, oligonucleotids o més llargs, cONA, DNA complementari
sintetitzat a partir del RNA missatger o altres productes amb DNA. Els fragments
immobilitzats s’anomenen sondes. Els acids nucleics que volem analitzar es marquen
amb fluorescéncia o radioactivitat i es posen en contacte amb les sondes i es deixa un
temps d’incubacio perque s’uneixin les sequéncies homologues durant la hibridacio.
La identificaci6 i quantificacio del DNA de la mostra es pot fer a partir dels acids
nucleics marcats units a les sondes. Amb programes informatics s’analitzen les
imatges obtingudes després de la hibridacid i se n’obtenen les dades (Alberola et al.
2004).

En aquest treball s’han fet servir dos tipus de Xips per a analitzar I’expressié génica
diferencial. Esta basat en una hibridaci6 entre una mostra marcada amb un fluorocrom
Cy3 i una altra mostra marcada amb un altra fluorocrom Cy5. Es fa I’extraccio del
RNA de les mostres, el marcatge amb un fluorocrom de cada mostra i després la
hibridacio.

Els resultats dels microxips tenen una gran variabilitat entre experiments i per aixo es
recomana fer tantes repliques biologiques com tecniques. ElI marcatge diferencial
permet analitzar dues mostres en un Xxip i per tant les dues mostres estan en les
mateixes condicions, evitant possibles diferéncies derivades d’utilitzar diferents xips
per les dues mostres. En aquest cas les répliques s’han fet utilitzant mostres
independents en diferents xips, per tant sén repliques biologiques. Amb aquest métode
es pot perdre en precisid, perd es guanya en representativitat, en aquest cas per
comparar dues poblacions o soques diferents. EI marcatge s’ha fet indirecte, o sigui,
s’han incorporat nucleotids modificats amb un grup amino al-lil durant la sintesi del
cDNA i despreés s’incorpora un derivat del fluorocrom per reaccio quimica.

Els gens THI4 codifiquen una proteina de la sintesi de hidroxi etil tiazol, THIS®,
fosforilacio del hidroxi etil tiazol i sintesi de tiamina monofosfat, PHO3 codifica una
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fosfatasa periplasmatica que permet I’entrada de tiamina que només és possible en la
forma desfosforilada.

La formacio de sulfur d’hidrogen per part del llevat durant la fermentacid, ha estat un
problema durant molts anys a I’enologia. S’han fet molts esforcos en fer fermentacions
amb medis diversos amb aminoacids, diferents soques de llevat i altres factors alhora
que es mesurava el H,S. Les eines genetiques actuals permeten una nova perspectiva
de la fermentacid, estudiar quins gens s’activen en un periode, quins enzims
codifiquen i entendre millor el funcionament dels organismes, en aquest cas el llevats
(Goffeau et al. 1996, Beltran et al. 2006, Borneman et al. 2008, Jimenez-Marti et al.
2008). Per altra banda, les eines genetiques estan dissenyades per a soques de
laboratori i no encaixen directament amb soques industrials (Carreto et al.2008, Dunn
et al.2005). Per tal d’evitar aquest problema s’ha fet un triple sistema d’analisi, mirant
primer tots els gens amb dos sistemes complementaris i confirmant per qRT-PCR els
gens identificats.

Perqué els llevats sobre expressen aquests gens d’aquesta manera? Es xocant que
I’expressid d’un gen regulador com THI2 augmenti 10 vegades en una soca amb el
mateix medi que una altra. L’expressié dels gens del grup del THI és en la mateixa
direccid, pero la intensitat varia bastant entre gens. Alguns estudis (Nosaka 2005,
Rodriguez-Navarro 2002) apunten a Thi3p com a sensor de la concentracié de TDP
intracel-lular. Entre UCD522 i P29 potser hi ha diferencies deguts als requeriments de
tiamina, ja que en les mateixes condicions UCD522 expressa els gens implicats en la
seva sintesi i P29 no. La manca de tiamina pot venir del most, del consum per
microorganismes contaminants com altres llevats, fongs, tractaments per calor i
I’efecte del dioxid de sofre que és un antioxidant utilitzat normalment en els mostos.
Des del punt de vista de I’evolucio, els llevats tenen la particularitat que conserven
fins a quatre enzims redundants en la sintesi d’hidroximetil pirimidina, precursor de la
tiamina (THI5, THI11, THI12 i THI13). La conservacié d’aquests gens i altres
relacionats, suggereix una forta dependéncia de la tiamina en el metabolisme de les
soques viniques. Aixo pot estar relacionat amb el paper de la tiamina pirofosfat com a
cofactor de la piruvat descarboxilasa, un punt clau de la fermentacio alcoholica.

En altres estudis (Linderholm.et al 2008, Spiropoulos et al. 2000) amb soques de
llevats productors de H,S els gens més expressats son de la familia dels MET,
relacionats amb la reducci6 de sulfats i sintesi de metionina. En el nostre estudi sembla
que a banda de la regulacio per manca de nitrogen aminic FAN o metionina, hi ha una
necessitat de tiamina prioritaria, necessaria per el tercer pas de la fermentacio
alcohdlica; aquesta necessitat dispara els gens dels enzims de sintesi de la tiamina que
també exigeix un atom de S en la seva formaci6. Altres autors havien esmentat la
deficiencia de vitamines com factor de formacié de H2S pero apuntaven I’acid
pantoténic o la piridoxina (Wang et al. 2003, Edwards i Bohlscheid 2007, McCready
et al. 1979, Kuraishi 1966, Slaughter i McKernan 1988). La tiamina també s’havia
estudiat pero de manera limitada (Bataillon et al. 1996). La sintesi de tiamina a
Saccharomyces presenta quatre proteines redundants funcionalment (Whigtman i
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Meacock 2003) el que podria indicar la importancia d’aquesta vitamina evolutivament
i metabolica en aquest llevat.

La tiamina en la forma de tiamina difosfat (TDP) és un cofactor per molts enzims
necessaris pel metabolisme de la glucosa com la piruvat descarboxilasa, 2 oxoglutarat
deshidrogenasa, transcetolasa i altres. La TDP també és un senyal negatiu a la
regulacio genica com metabolit Iligant amb el RNA (Brantl 2004) i combina amb la
proteina del sistema de regulacio de la tiamina.

En alguns casos, tant als mostos com a les solucions model, a les primeres etapes de la
fermentacio es formen sulfurs organics i tiols, especialment DMS. Diferents llevats
produeixen diferents nivells de compostos de sofre. Durant la fermentacio, el sofre
elemental afegit a la solucié model produeix tiols, a més a més de H,S, aixo confirma i
afaegeix informacio al treballs anteriors (Lawrence i Cole 1968, Marais 1979, Matsui
1981)

La part analitica i sensorial dels vins amb compostos de sofre d’un estudi industrial,
mostra que en un cinquanta per cent dels casos es detecten valors superiors als llindars
per a un o més compostos de sofre volatils. L altre cinquanta per cent no es detecten
compostos de sofre perque no hi son o perqué estan per sota del limit de deteccid. Es
confirmen i completen revisions anteriors (Leppanen et al. 1980, Nykanen i
Suomalainen 1983, Spedding et al. 1980)

Les condicions cromatografiques sén molt importants per detectar els compostos de
sofre en el rang dels micrograms per litre amb reproductibilitat. EI dioxid de sofre pot
interferir en I’analisi del sulfur d’hidrogen a les columnes HP-1 amb i sense
“cryofocusing” i dona un artefacte a la columna GS-Q. S’ha contribuit a millorar la
tecnica i sensibilitat (

Entre els factors viticoles, s’ha estudiat I’efecte del reg i alternatives al sofre en pols.
El potencial hidric de la planta ha estat una bona eina per programar el reg i permet
adaptar-se a les particularitats de cada parcel-la de vinya i estalviar aigua. El reg
deficitari permet disminuir la mida del gra de raim i augmentar la concentracié de
sucres i polifenols, donant un potencial qualitatiu més alt. L’aplicacio del reg deficitari
pot reduir les reserves de la planta i tenir consequéncies de menor produccio en els
anys posteriors i per tant, s’ha de valorar el seu Us cada any en funcio del precedent i
dels criteris qualitatius i el valor del producte que es vol obtenir. La limitacié de
I’aigua també ha donat una menor concentracié de nitrogen que pot influir en la
formacid de compostos de sofre si no es corregeix .

En I’assaig d’alternatives al sofre es va mostrar algun efecte de proteccio dels olis
vegetals usats per controlar I’oidi que coincideix amb resultats d’un estudi anterior dut
a terme amb diferents varietats de raim (Silvarrey et al.)

L’oli vegetal (oli de gira-sol ecologic) al 2% va tenir un cert efecte protector en la
vinya contra I’oidi. Els vins obtinguts després del tractament amb oli de gira-sol,
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tenien la mateixa puntuacié que els vins de referéncia. El sulfur d’hidrogen va ser
menor en el vi de raim tractat amb oli.

El tractament amb llevat va tenir un cert efecte protector contra I’oidi. Els vins
obtinguts després d’un tractament amb llevat van tenir menor H,S que els vins
procedents de raim tractades amb sofre en pols.

Les estrategies per reduir el sofre en pols a la vinya i reduir la produccio de H,S en els
vins ecologics poden incloure alguns dels tractaments amb oli vegetal diluit o una
suspensio amb llevat, pero el sofre en pols no pot ser eliminat d’un programa de
tractament contra I’oidi en condicions altes de pressié de la malaltia. El sofre en pols
va ser el millor tractament per al control d’oidi en viticultura ecoldgica en comparacio
amb I’oli vegetal i llevat.

Les experiencies en tractaments del vins van mostrar un bon comportament del nou
producte formulat a partir de citrat de coure. Els tractaments autoritzats pels vins amb
defectes de reduccié son el sulfat de coure i recentment, el citrat de coure. En altres
paisos també es pot fer servir el clorur de plata, pero el seu Us és minoritari. En aquest
treball s’han fet experiencies amb citrat de coure comparant amb sulfat de coure. En
casos de vins amb disulfurs, la forma oxidada d’alguns tiols, ha anat millor el
tractament previ amb acid ascorbic i després amb el citrat o sulfat de coure. L’acid
ascorbic, també esta autoritzat per a la correccio de I’acidesa del vi i com antioxidant.
Els vins tractats han millorat perd s’elimina completament els compostos de sofre
volatils, aixo reforca la idea que és millor prendre mesures preventives des de la vinya,
la seleccid i nutricid dels llevats, i les operacions enologiques de seguiment correctes
per evitar els olors dels compostos de sofre volatils negatius i permetre la maxima
qualitat sensorial del vins.
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5. CONCLUSIONS

1. En vins amb defectes s’han descrit aromes de reduit, olor a llevat, als sediments del
vi, col bullida, ceba, all, porro, goma cremada i llumi cremat. En 57 vins es va trobar
DMS, DEDS, EtSH i/o MeSH amb valors per sobre dels llindars de deteccid sensorial.

2. EI H,S es va formar a la majoria de les fermentacions dutes a terme. Es pot formar
en dues etapes, al principi o al final de la fermentacié. També s’han format altres
compostos com DMS, SO, i EtSH.

3. En la comparaci6 de soques comercials realitzada, 60% de les 140 soques
estudiades donen quantitats de H,S entre 0.2 i 13 mg/L. La formacié de dioxid de
sofre ha variat entre 5 1 50 mg/L. En 49 soques es van formar 30mg/L 0 més de SO..

Es proposa un sistema senzill, manual a I’abast dels cellers per comparar la produccid
de sulfur d’hidrogen (H.S).

4. En I’estudi del transcriptoma de dues soques de llevat, els gens del grup de la
tiamina THIL, 2, 4, 5, 10 tenen una clara sobreexpressié (10 vegades) a la soca
UCD522, alta productora de H,S respecte a la soca P29, baixa productora de H,S. Per
tant el contingut de cofactors del most és important per a la formacié de compostos de
sofre com el sulfur d’hidrogen. La seleccid de llevats pot incorporar aquest tret genétic
per evitar defectes de sulfurs en el vi.

5. En els aspectes de cultiu de la vinya, el reg deficitari ha donat una menor
concentracié de nitrogen que pot generar formacié de sulfur en el llevat. Les
alternatives als pesticides per evitar la formacié de compostos de sofre volatil, oli i
llevat han permes reduir la produccié de sulfur d’hidrogen respecte al sofre en pols,
pero no tenen I’eficacia antifingica del sofre en pols.

6. El tractament amb citrat de coure disminueix els defectes derivats de compostos de
sofre en la mateixa proporcio, o0 més, que el sulfat de coure. Després del tractament
amb citrat de coure, els continguts residuals de coure han estat iguals 0 menors que en
els vins tractats amb sulfat de coure. Els compostos de sofre eliminats pel citrat de
coure han estat el sulfur d’hidrogen i I’eta tiol; quan el tractament ha estat precedit
amb acid ascorbic també han disminuit els disulfurs com el dimetil disulfur.

7. Els vins de varietats tradicionals analitzats es poden agrupar entre els joves amb
notes florals i fruita fresca i els que tenen algun tipus de crianga amb notes de compota
i especies. No s’han trobat descriptors tipus boix o aranja, tipics de les aromes
tioliques a la Garnatxa blanca, Malvasia de Sitges o Xarel-lo.
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6 MATERIALS | METODES
6.1 Analisi de compostos de sofre volatils en els vins

Es van analitzar setanta set vins procedents de dinou cellers de California. Entre ells hi
havia 32 Cabernet Sauvignon, 19 Pinot noir, 7 Merlot, 7 Chardonnay, 7 Sauvignon, i 1
mostra de Petit Sirah, Chenin blanc, Semillon i Tokay.

Analisi per Cromatografia de gasos:

Els compostos volatils de sofre es van analitzar per cromatografia de gasos (Spedding
et al. 1983, Simpson 1979) equipat amb un detector fotométric de flama (FPD) de
Hewlett Packard HP5890 Series Il. La columna era HP-1 de 30 metres per 0.53 mm,
amb recobriment intern de 0.88um. Cinquanta mil-lilitres de vi es posaven en vials de
120 ml que s’havien omplert previament de nitrogen gas i es tapaven amb un septe de
tefld. S’afegia EtilMetilsulfur (EMS) com estandard intern a 41 pg/L. Es va deixar les
mostres 30 minuts d’equilibri a la temperatura del laboratori, es treien 0.2ml de la fase
gasosa 0 espai de cap i injectada en sense divisio o splitless després d’una estona de
condensacid en fred o criofocusing amb 20 cm de la columna submergida en nitrogen
liquid. Després de la injeccio es treia el nitrogen liquid i es mantenia la temperatura de
la columna a 35°C durant quatre minuts. A continuacié s’incrementava la temperatura
30°C per minut fins 230°C. La temperatura de I’injector i detector es mantenien a
170°C i 200°C respectivament. Pel detector, el flux d’hidrogen era de 72 ml/min i 96
ml/min d’aire. El gas transportador era Heli a 4ml/min. Els estandards eren productes
de Eastman Chemical, Rochester Nova York. Meta tiol (MeSH), Eta tiol (EtSH),
Sulfur de dimetil (DMS), i Dietil disulfur (DEDS) van ser identificats per comparacio
dels temps de retencié dels estandards i quantificats amb corbes patré per cada
compost.

6.2-.4 Formacio de compostos de sofre volatils durant la fermentacio

Fermentacions preliminars. Kitasato de 300 ml amb un tap de fermentacio a la part superior i
una membrana per a I’espai de cap de mostra a I’obertura lateral. S’utilitza per a les proves
preliminars abans de passar a fermentadors més grans.

Per lots, most F1-F16 Fermentadors New Brunswick de 14l amb o sense agitacid. Son
adequats per a les fermentacions per lots perd no per a les fermentacions continuades a causa
de I’alt volum de solucié d’alimentacié necessari.

Per lots, solucions model F7, F8, B1-B5 Bioreactor de borosilicat Applikon 11 BTS1 amb fons
arrodonit amb velocitat controlada per remenar. Es adequat per a volums d’un litre i inferiors,
en fermentacions per lots i continues.

Es duen a terme fermentacions continuades als mateixos fermentadors amb un sistema
d’alimentacié subministrat per una bomba peristaltica de Coleman amb tubs masterflex per a
I’alimentaci6 i per a eliminar del sobreeiximent. EI medi d’alimentacié s’emmagatzema en
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ampolles de 2 | que tenen un filtre de membrana de 0,2 um, per a aconseguir I’equilibri de
pressio. El medi d’abastiment es filtra mitjangant un filtre de membrana de 0,2 Um pero no és
facil mantenir I’esterilitat del medi i es realitzen altres filtracions quan és necessari amb la
mateixa porositat (Watson 1966, Portno 1968, Berry i Chamberlain 1985, Brown i Johnson
1970,Endo et al. 1981).

Medis de fermentacio

Solucié model A deficient en vitamines
4 g medi bacto sense vitamines (Difco)
22 g glucosa

22 g fructosa

0,75 g bitartrat de potassi

250 ml aigua destil-lada

Solucié model B amb vitamines

El medi B estava format per una base de vitamines adequada a partir de “Base de
nitrogen de llevat sense amoni” (Difco) i amb un conjunt d’aminoacids per poder
reproduir la composicié de mostos de raim que havien originat defectes de sofre.
També es facilita un medi amb un 10% de glucosa i fructosa, i amb bitartrat de potassi
I pH 3.3; tots els medis es filtren mitjangcant filtres de membrana de 0,2 um i
s’afegeixen 15 mg/L de SO..

100 g/L glucosa

100 g/L fructosa

17 g/L base de nitrogen de llevat sense amoniac

pH 3,3 ajustat amb bitartrat de potassi i acid tartaric
SO, 15 mg/L

Els mostos de Cabernet Sauvignon i de Chardonnay de la Vall de Napa (California) i de
Chenin Blanc de Davis (California) s’han conservat a una temperatura de 0° C abans de les
fermentacions.

Mostos utilitzats en els experiments (Experiments F1 a F6)
F1:  Chenin blanc / Sauvignon blanc, Davis 1988
F2:  Cabernet Sauvignon amb pell, Vall de Napa 1989

F3:  Chenin blanc / Sauvignon blanc, Davis 1988
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F4:  Chardonnay, Vall de Napa 1989
F5:  Cabernet Sauvignon, most, Vall de Napa 1989

F6:  Chenin blanc / Sauvignon blanc, Davis 1988

Procediments de la fermentacié

S’inicia una fermentaci6 preliminar (FP) amb una solucié model (A) deficient en vitamines
abans que hi hagi bioreactors disponibles. Només es duu a terme una analisi d’espais de cap.
Totes les fermentacions es fan a la temperatura ambient, ~25° C.

Es realitzen dues fermentacions per lots de 5L en dos fermentadors New Brunswick, un es
remena i I’altre no. El metode utilitzat és I’F1: most de raim de 1988 de Chenin blanc/
Sauvignon blanc de Dauvis, filtrat, amb addici6 de sulfit i emmagatzemat a 0°C, de la darrera
verema.

La resta de fermentacions es realitzen en tres bioreactors BTS1 Aplikon de fons arrodonit d’11
on es regula I’agitacid. Es creen mostres d’espai de cap mitjangant una membrana en un orifici
de la coberta. Inicialment, es prenen mostres de liquid com a minim cada dia, i més endavant
es fa cada dos dies. Després, es filtren mostres de mesures d’absorcié mitjangant filtres de
membrana de 0,2 um i refrigerades o congelades abans de fer-ne I’analisi detallada (amino
acids, sucres, etanol, etc.) (Ferndndez-Anero 1990).

Organismes de fermentacio: llevats de vi deshidratats actius

Tipus Saccharomyces cerevisiae: s’utilitza Montrachet UCD 522 en la major part
d’experiments, i també s’utilitza Prise de Mousse UCD 796, Pasteur Champagne UCD 595,
(de Red Star) i Penedés 29 seleccionat a I’Institut Catala de la Vinya i el Vi (Vilafranca del
Penedés). Les fermentacions s’inoculen als nivells recomanats: (250 mg/L). Els llevats es
rehidraten a una temperatura de 38°C durant 15 minuts.

Taula 6.1 Resum de les fermentacions realitzades

Codi de | Medi Fermentador Tipus de llevat
fermentacio

PF A Kitasato B UCD522

F1 Chenin blanc Applikon B UCD522

F2 Cabernet Applikon B UCD522

Sauvignon

F3 Chenin blanc Applikon B UCD522

F4 Chardonnay Applikon B UCD522

F5 Cabernet Applikon B UCD522
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Sauvignon
F6 Chenin blanc Applikon B Penedes 29
F7iF8 B Applikon C UCD522
Bl B Applikon B UCD522
B2 B Applikon B UCD522
B3 B Applikon B UCD522
B4 B Applikon B Prise de mousse
B5 B Applikon B UCD522
C1-C4 B Applikon C UCD522
C5 B Applikon C Pasteur
Champagne
C6 B Applikon C Penedes 29

Creixement de les cél-lules:

La poblacié de llevats es va seguir per la densitat oOptica amb un espectrofotometre
Bausch&Lomb Spectronic 21 a 580 nm. La dilucié de les mostres es fa amb una pipeta
Pipettman amb aigua destil-lada i homogeneitzada en un mesclador vortex.

El pes en sec de les cél-lules del llevat es va calcular al final de la fermentaci6. El llevat i el
filtre pesat amb anterioritat, es deshidraten al microones abans de mesurar el pes.

Substrat i composicio del producte:

La glucosa, la fructosa, el glicerol i I’etanol es mesuren amb un HPLC en un sistema modular
Bio-Rad amb un detector de I’index refratométric; la columna era idnica de calci HPX-87C
(Bio Rad), amb una velocitat de 0,6 mL/min, a una temperatura de 85°C amb aigua
desionitzada com a fase mobil. Les dades de I’'HPLC s’enregistren en un integrador C-R3A
Chromatopac (Shimadzu).

Cromatografia de gasos

S’analitzen els compostos de sofre volatil mitjancant un métode GC-FPD d’espai de cap
estatic. Durant els primers periodes de fermentacié es prenen mostres cada dia, i més endavant
cada dos dies, fent servir una xeringa hermeética als gasos (Hamilton) amb una valvula de
Tefl6 i s’injecten 0,2 mL al cromatograf.

90




Metode A (columna farcida)

Cromatograf de gas Hewlett-Packard 5890 Series Il equipat amb FPD i amb un ordinador IBM
PC per a processar les dades. S’utilitza la cromatografia de gasos equipada amb un detector
fotométric de flama (FPD) HP 18805 en la modalitat de sofre. La columna era de 2 m x 3,18
mm. ID, de Tefl6 (Alltech) empaquetada amb 60/80 Carbopack B (Supelco). Es van
optimitzar les condicions operatives.

Taula 6.2 Condicions cromatografiques del metode A

Nitrogen portador: 35 ml/min
Hidrogen : 75 mL/min

Aire: 50 mL/min
Oxigen: 10 mL/min
Programacié del forn: 35°C durant 3 min
velocitat: 4°C/min
temperatura final: 110°C
Temperatura d’injeccio: 60°C
Temperatura del detector: | 200°C

Volum d’injecci6: 0,5mL

Per tal de minimitzar el contacte amb el metall de la mostra, s’empeny la columna de Tefl6 a
traves de I’injector cap a la part superior on hi ha la membrana, de manera que la mostra
s’injecti directament a la columna. L’altre contacte amb el metall, el revestiment entre el final
de la columna i el detector no es pot evitar, i podria ser una millora significativa per al conjunt.
Una de les limitacions principals d’aquest sistema és I’integrador, que també controla
I’operacié de cromatografia del gas, ja que els seus parametres per a la integracié no sén prou
flexibles per a mesurar els pics petits 0 amples, la qual cosa limita la interpretaci6 de I’alcada
o calcul dels pics.

Identificacio amb el métode A. S’utilitzen diversos estandards per a la identificacio o calcul de
les puntes. Es dilueix eta tiol (EtSH), sulfur de dimetil (DMS), sulfur d’etil metil (EMS),
disulfur de dimetil (DMDS) i disulfur de dietil (DEDS) (Kodak) en etanol per a fer una reserva
i en una barreja de 12% etanol/aigua per als estandards. La manipulaci6 s’ha de fer en una
campana amb un extractor i allunyat d’arees per on s’hi passa sovint ja que es desprenen olors
repulsives de gas domestic. Es prepara H,S per poder dur a terme la identificacio tot barrejant
NaS amb HCI diluit als mateixos flascons de 100 mL fets servir per a I’analisi. Es prepara SO,
a partir de les solucions d’aigua al 5% utilitzades per fer el vi. Es prepara meta tiol (MeSH)
amb metionina i K,S;0s i ferro (Wainwright, 1971). Tots els compostos esmentats s’han
identificat de manera efectiva i s’han pogut separar durant I’experiment.
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Métode B (columna capil-lar HP-1)

Cromatograf de gas Hewlett-Packard 5890 Series Il equipada amb FPD i amb un ordinador
IBM PC per a processar les dades. La pantalla del cromatograma, la integracio de les puntes i
el procés de dades s’obté fent servir el programari Maxima 820 (Waters). Es prova la columna
HP-1 d’un diametre interior de 0,52 en 10 m, 30 m sense cryofocusing, i 30 m amb
cryofocusing, submergint la part inicial de la columna en nitrogen liquid.

Taula 6.3 Condicions cromatografiques del metode B

Portador (Heli) : 15mL/min.
Nitrogen: 35 ml/min.
Hidrogen: 75 mL/min.

Aire: 50 mL/min.
Programacié de forn: 35°C durant 3min.
velocitat: 10° C/min.
temperatura final: 110°C
Temperatura d’injeccio: 60°C
Temperatura del detector: | 200°C

Volum d’injeccio: 0.2mL

La membrana de I’injector tendeix a perdre flexibilitat i les particules petites poden caure al
revestiment d’injecci6 de vidre; poden arribar i obturar la columna. A més a més de
comprovar la membrana i de canviar-la per una altra, per tal d’evitar aquests problemes es
connecta una columna d’un metre amb un connector de vidre al principi de la columna, que es
pot substituir facilment. Es proven altres tecniques, com ara la col-locacid de filtre de Ilana de
vidre a I’interior del revestiment.

Identificacio per al metode B. Es proven els mateixos compostos que s’han esmentat al
meétode A. ElI H,S i I’SO, no se separen de manera satisfactoria; no obstant aixo, es milloren
els nivells de deteccio i la resolucio per als compostos menys volatils (MeSH, EtSH, DMS,
etc). També es redueix el temps d’analisi, especialment a la longitud 10 m. Sembla que la
resolucié que s’obté amb “Cryofocusing” és millor per a la major part dels components. Les
possibilitats de representacié de dades, emmagatzematge i processament de fitxers son
avantatjoses, malgrat el llarg periode de formacié que cal seguir per poder utilitzar el
programa Maxima.
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Meétode C

(Columna capil-lar GS-Q) Les mateixes condiciones que al métode B. Columna: GS-Q (J&W
cientific) 30 m.

Taula 6.4 Condicions cromatografiques del metode C

Portador Heli: 15mL/min
Nitrogen : 35 ml/min.
Hidrogen: 75 mL/min.

Aire: 50 mL/min.
Programaci6 del forn: 35°C durant 3min
index: 10°C/min.
Temperatura final: 110°C
Temperatura d’injeccio: 60°C
Temperatura del detector: | 200°C

Volum d’injecci6: 0,2 mL

Identificacio per al métode C: es proven extensament els mateixos compostos que s’han
utilitzat als metodes anteriors. El H,S i I’SO, donen un temps de retenci6 similar, pero I’SO, té
com a minim una desena part de la resposta del H,S i, a altes concentracions, fa una cresta a la
segona meitat del cromatograma. També s’observa un arrossegament a la linea base quan la
temperatura de la columna és superior als 190°C.

Preparacio d’estandards

S’utilitzen estandards i barreges de gas calibrades a baixes concentracions (10mg/L) en
nitrogen per als compostos més volatils per tal d’obtenir resultats més exactes i per raons de
seguretat. Altrament, s’utilitzen estandards de liquids de grau analitic tal i com s’ha dit abans,
tenint molta cura quan s’utilitzen liquids purs.

S’afegeixen estandards de liquids (Kodak) de meta tiol, eta tiol, sulfur de metil, sulfur de metil
etil, sulfur de dimetil i sulfur de dietil a 50 mL de barreja d’aigua destil-lada/etanol en vials de
vidre de 100 mL, que també s’han utilitzat als estandards de la fase gasosa o espai de cap.

A la meitat d’aquesta fase del projecte s’adopten preparacions d’estandards complementaris,
tal i com s’explica més endavant, per tal d’utilitzar estandards volatils facilment quantitatius i
barreges de gasos diluits segures.
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S’utilitzen barreges de gasos calibrats (Alphagaz) de H.,S, SO,, carbonil sulfur (COS) i meta
tiol (MeSH) en nitrogen com a estandards de reserva per a aquests compostos. Les mostres
dels estandards es preparen a partir de la barreja certificada (10 mg/L, 2% de tolerancia)
continguda en un cilindre pressuritzat de 6 L. Les barreges de gas s’alliberen mitjancant
reguladors de baixa pressio resistents a la corrosio que tenen un orifici de sortida a un vial de
100 mL, es refreden durant 30 segons i, tot seguit, es precinten amb un septe cobert de Tefl6
amb un tap d’alumini premsat.

S’utilitza nitrogen per a refredar tots els recipients de vidre, després d’haver-los esbandit amb
etanol i aigua destil-lada.

En tot I’experiment, s’utilitzen per a la injeccié manual xeringues hermétiques a gas d’1 i 2
mL Pressure-Lock (Precision Sampling Co.) amb una valvula de Tefl6. Per rentar les
xeringues, i durant 30 minuts abans de la injeccio, es bombeja aire varies vegades i després
s’utilitza un sistema térmic al buit.

S’utilitza una xeringa Hamilton d’aire de 500 pL per a I’addicié de dilucions estandard i
d’estandards interns.

Es redueix al minim el contacte amb el metall i cautx( durant tot el procés de mostres i
d’analisi. Aquest tipus de contacte es limita a I’agulla de la xeringa i al tub del detector del
cromatograf model H-P 5840 que s’utilitza a la primera fase d’aquest projecte.

6.5 1 6.6 Produccié de sulfur d’hidrogen en llevats vinics i comparacio de soques de
Ilevats comercials

L’estudi es va fer amb 140 soques de llevat comercial de diferents productors a
I’Institut Catala del Vi (INCAVI) de Vilafranca del Penedeés. Es va fer servir un most
pasteuritzat en ampolles d’1L. La inoculacié es va fer a les dosis recomanades pel
fabricant que normalment és de 25¢g/HL. La temperatura de fermentacio va ser de
20°C. Les analisis es van fer amb un detector especific de sulfur d’hidrogen de
I’empresa Toxi RAE amb una precisio de 0.1ppm. El detector serveix com avisador
personal de presencia de sulfur d’hidrogen, també detecta en pocs segons la
concentracio de sulfurs en un recipient on hi ha una fermentacid. L analisi del sulfits
és aproximada, amb una precisid6 de 5mg/L i es van fer amb un WineScan de
I’empresa Foss pel sistema de comparacio de I’espectre infraroig proper (NIR-FT). La
mesura de I’escuma es va fer per I’alcada de I’escuma dins I’ampolla amb una precisid
de Imm.

6.7 Expressié génica en dues soques viniques de Saccharomyces cerevisiae amb
diferent produccié de H,S.

Amb most pasteuritzat, s’han fet dues fermentacions amb duplicats sembrant la soca
UCD M522, seleccionada per la Universitat de California Davis, com alta productora
de H,S i la soca P29 CECT 166, seleccionada per I’'INCAVI, com baixa productora de
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H2S. La sembra es fa de forma habitual, hidratant el llevat amb aigua a 40°C durant 15
minuts i sembrant I’ampolla de most pasteuritzat. Les fermentacions es fan en una
estufa Hot-Cold de programada entre 18 i 20°C amb un agitador Selecta programat a
100 rpm. Les fermentacions es fan en ampolles de 1000 mL. El seguiment de la
fermentacio es fa per diferéncia de pes i analisis enologiques per WineScan de Foss 0
altres métodes (OIV 2011). En aquest cas es va fer servir most pasteuritzat amb 80 g/L
de glucosa i 80 g/L de fructosa i un contingut mitja de nitrogen de 100mg/L
caracteristic de mostos de la zona mediterrania. Quan s’estudia la produccié de un
compost dificil de mesurar com el H,S i altres sulfurs volatils s’ha d’intentar reproduir
les condicions del celler en el laboratori. S’han fet les fermentacions en recipients de 1
litre per ser més representatiu que volums inferiors i ser practic per a la repeticio i
manipulacio. La temperatura ha estat de 18 a 20°C, per ser intermitja de les més
utilitzades en els cellers. S’ha fet servir agitacié per facilitar una fermentacié
homogenia. Les analisis de sulfur d’hidrogen s’han fet amb tres sistemes amb
detectors especifics: Toxi Rae (Sensotran), Figasa International (Seul, Korea)i
Radiello (Sigma-Aldrich). Hydrogen Sulfide (H,S) 123-6 Codi 120 White Diffusive
Body (Cat. No. RAD1201) i Codi 170 5 RAD1236 Cartridge Adsorbent ( Supelco Cat.
No. RAD170).

Extraccio de I’RNA i analisi per array de DNA. Els llevats es van recollir per
centrifugacio i rentats amb aigua destil-lada, tractats amb RNA Later (Sigma) i
mantinguts en congelador fins I’extraccio, trencant les cél-lules amb boletes de vidre i
triazol amb el metode del fenol (Collart i Oliveiro 2001). Els microxips genomics per
Ilevat es van construir a la UAB amb 6014 amplificats ORF (Open Reading Frames)
de Saccharomyces cerevisiae (Viladevall i al. 2004). Quinze micrograms de RNA es
van utilitzar per sintetitzar el cDNA i marcat amb els nucleotids fluorescents Cy3-
dUTP i Cy5-dUTP, seguint un protocol de marcatge indirecte (CyScribe post labelling
kit GE). El disseny i resultats es van dipositar al Gene Expression Omnibus (GEO,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), referencies GPL4069 i GSM407314. Els xips han
estat analitzats segons el SGD i TM4 (Saeed et al.2003)

Una replica biologica de les mostres es va analitzar amb un array de nucleotids
sintetitzats in situ de Geniom a Oryzon genomics. El disseny i resultats es van
dipositar a (GEO http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), referéncies GPL8589 i
GSM407315. Per a confirmar els resultats dels dos arrays es van fer unes séries de
gRT-PCR de gens seleccionats incloent ADH1, TDH1-3, THI4, THI5 i THI20. Els
experiments es van fer amb RNA del utilitzat en els arrays i noves extraccions fent un
total de quatre répliques biologiques i tres répliques tecniques (QRT-PCR).Aquest
darrers es van fer en un ABI-Prism 7000 Sequence Detection System d’Applied
Biosystems utilitzant SYBRGreen PCR master mix (Applied Biosystems).
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Gen Sense primer  Anti-sense primer Longitud del Producte (bp)
ADH1 AACGAATCCAACTGTCCTCA CCGTCAGCGGTAGCGTATTG 79

TDH1-3 AGAC TGHGACGGTCCATCCC AAGCGGTTCTACCACCTCTCC 51

THI4 TACGAAGACGAAGGTGACTATG TAGCATTGAACAGTTTAACATTTGG 106
THI5 AGGTTACTTCAAGGAGCAAGG CCAATTAACTCAGTGACATCGG 78

THI20 TGTCGCTACTTCTGGTTCTTCCTTT CTTTCCTCACCTAACAATTTG 133

6.8 Factors viticoles
6.8.1 Estudi del contingut dels mostos en nitrogen

Es van analitzar més de 400 mostres entre els anys 2004 i 2007 per a coneixer la
concentrracio de nitrogen en mostos a I’Institut Catala de la Vinya i el Vi (INCAVI) a
Vilafranca del Penedés.

Abans de realitzar I’analisi, els mostos es centrifuguen a uns 3000 rpm durant 20
minut i, si no s’analitzen desseguida, s’afegeix azida sodica per evitar el creixement de
llevats i el consum de nitrogen. S’analitzen el nitrogen amoniacal i aminic (Free
amino nitrogen) basat en el metode Sorensen que mesura I’hidrogen de la funcio
amino dels amino acids i I’amoni mesurat amb formaldehid i valorat amb sosa fins a
pH de 8.4.

També s’han analitzat 85 mostres a Vilafranca i 10 a Reus en les que s’ha mesurat el
nitrogen total, i altres compostos nitrogenats.

6.8.2 Irrigacid i composicio dela aminoacids del most

L’experiment es va conduir durant tres anys consecutius en un vinya comercial de
Pinot noir a Raimat (denominacié d’origen Costers del Segre) a Lleida. Es va fer
servir el criteri de potencial hidric al migdia de -0.8 MPa per indicar que no hi ha
estres, -1.2Mpa per un estres moderat i -1.5MPa per un estres sever. El potencial es va
mesurar amb una cambra de pressio (Scholander et al. 1965). Es van estudiar el raim i
el most de cada tractament, grau Brix, pH acidesa total, antocianins, polifenols totals,
nitrogen assimilable i aminoacids amb el metode de 1*‘Organitzacio Internacional del
Vi (OlV, 1990).

96



6.8.3. Tractament amb oli vegetal i llevat per a substituir el sofre en pols

L’experiment de camp es va establir en una vinya comercial en que es van seleccionar
40 plantes de vinya empeltades de Sumoll dividit en 4 blocs. La vinya esta situada a la
Denominacié Penedés, a 4 km del mar i exposada a les brises marines que afavoreixen
el creixement del oidi. El bloc “C” es va utilitzar com a control, el bloc “S” tractat
amb sofre en pols com a referencia, el bloc “O” tractats amb oli de gira-sol en un 2%
amb aigua i un agent humectant, i el bloc “L” tractat amb llevat. L’elaboracio del vi es
va fer amb el procediment estandard al celler experimental de I’INCAVI a Vilafranca
del Penedés. Els raims van ser collits ama, i premsats. El suc es va deixar reposar una
nit i després del desfangament, es va sembrar amb 30 g/HI amb llevat seleccionat. La
fermentacid es va realitzar a 20°C. En el fermentadors s’hi va afegir uns tubs de
deteccié d’hidrogen (Figasa Internacional) per mesurar la formacié de H,S. Es va
mesurar el valor final acumulat durant la fermentacié. En els vins finals es va mesurar
I’ocratoxina A (OTA) pel metode de I’OIV, com a indicador de I’activitat del fong
Aspergillus ochraceous. El sol es va analitzar al laboratori de sols de I’'INCAVI a Reus
per métodes estandard per observar les possibles diferéncies degudes als tractaments.

6.8.4. Utiltizacid del te de compost i tractament tradicional de la vinya

Es va plantejar un tractament amb repeticions en una vinya comercial de 30 anys de la
varietat Sumoll a la DO Penedes. El te de compost es va fer en un diposit aerobi amb
aportacié continua de bombolles d’aire; el compost estava suspés en una malla que
permetia la seva difusid. Els tractaments tradicionals es van fer amb sofre en pols i
amb caldo bordelés fet amb sulfat de coure neutralitzat amb calg. Els tractaments es
van realitzar a partir de 10 cm de creixement de la vinya, cada 15 dies.

6.9 Tractament de vins amb compostos de sofre amb dues sals de coure

L’estudi es va fer amb 20 vins de diferents cellers tractats a I’Institut Catala del Vi
(INCAVI) de Vilafranca del Penedes. La primera prova va ser per determinar la
quantitat de coure necessaria per a disminuir les olors de sofre en els vins.
Seguidament es varen tractar 3 dels vins amb la mateixa quantitat de coure amb dos
compostos diferents: sulfat de coure (com a material de referencia), citrat de coure o
Kupzit (bentonita amb un 2% de citrat de coure). Les mostres es van filtrar per plagues
(K150) amb un contacte minim d’aire i embotellades amb tap de rosca. Les analisis
dels compostos de sofre volatils van ser realitzades per la Professora Doris Rauhut a
I’Institut del Vi (SLFA) de Geisenheim (Alemanya) per cromatografia de gasos i
detector de quimioluminescéncia. El tast va ser fet per un panell entrenat.
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Primera série: Codificacié de les experiéncies:

W-2159: vi blanc - testimoni, sense tractament

. Prova 1: tractat amb 40 g Kupzit per 100 L.

. Prova 2: tractat amb 1,0 g sulfat de coure per 100 L.
. W-2160: vi negre - testimoni, sense tractament

. Prova 1: tractat amb 40 g Kupzit per 100 L.

. Prova 2: tractat amb 1,6 g sulfat de coure per 100 L.

Compostos de sofre analitzats: Sulfur d’hidrogen (H.S), Metil mercapta (MeSH), Etil
mercapta (EtSH), Sulfur de dimetil (DMS), Carbonil disulfur (CS;), Metiltioacetat
(MeSAc), Disulfur de dimetil (DMDS), Etiltioacetat (EtSAc), disulfur de dietil

(DEDS).

Segona série: Codificacié de les experiéncies:

W-2590 Vi blanc - testimoni (T)

W-2591 Vi blanc - sulfat de coure (S)

W-2592 Vi blanc - citrat de coure(K)

W-2593 Vi negre - testimoni (T)

W-2594 Vi negre - sulfat de coure (S)

W-2595 Vi negre — citrat de coure (K)

Tercera Serie:

Codificacio de les mostres:

W-2717 — vi blanc sense tractament (T)

W-2718 — 30 g citrat de coure per 100 L, sense acid ascorbic
W-2719 — 30 g citrat de coure per 100 L + 50 mg/L acid ascorbic (C+Asc)
W-2720 — 1 g sulfat de coure per 100 L, sense acid ascorbic (S)

W-2721 - 1 g sulfat de coure por 100 L + 50 mg/L acid ascorbic (S+Asc)
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Reaccié amb el coure

Aguest és un metode qualitatiu. Normalment es detecta I’olor de sofre en els vins de
manera sensorial; una vegada detectat, s’ha de confirmar el tipus de compost de sofre.
Per a determinar si el tipus d’olor és degut a H,S, tiol o disulfur, es poden preparar
tres recipients amb les seguents indicacions: control, coure, coure + ascorbic. Es
mesuren 50 mL de vi a cada copa. En el recipient de control no s’afegeix res, en el de
coure s’afegeix 1 mL d’una solucié de 10 g/L de sulfat de coure, en el de coure i
ascorbic afegir 0.5 mL d’una solucié de 100 g/L d’acid ascorbic, remenar, esperar 5
minuts i afegir 1 mL de la soluci6 de 10 g/L de sulfat de coure. El resultat es

comprova de manera olfactiva. Es millor si es fa amb més d’una persona.

Taula 6.5 Esquema per determinar el tipus de compost de sofre en vi

Assaig Vi +CuSO4 Vi +CuSQO, Resultat
(10 g/L) (10g/L) i
A. Ascorbic
(100 g/L)
1 No hi ha canvis | No hi ha canvis | No és un sulfur
o tiol
2 No hi ha canvis | Eliminacié Disulfur
reduit
3 Menys reduit Eliminacio H,S, tiol,
reduit disulfur
4 Eliminacié Eliminacié H,S i/o tiol
redurt reduit
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