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Resum: El secret de la gran popularitat de les tofones rau majoritariament en els seus compostos organics volatils (COV),

els quals son els responsables de la seva olor caracteristica. En aquest article es dona una visio global de les tofones, del seu
origen i de les seves propietats fisicoquimiques, nutricionals, organoléptiques i biologiques. Com a exemple dels components
volatils en productes derivats de la tofona Tuber melanosporum, es mostren els resultats d'un estudi comparatiu dels COV que
s'alliberen en olis comercials aromatitzats o0 amb tofona macerada. La caracteritzacio dels COV es va fer mitjancant una analisi
quimica instrumental —microextraccio en fase solida de I'espai de cap (HS-SPME) combinada amb cromatografia de gasos i
espectrometria de masses (GC-MS)— i una analisi sensorial amb un panell de tastadors entrenats.

Paraules clau: Tofona, Tuber melanosporum, oli aromatitzat de tofona, COV, HS-SPME, GC-MS, descriptors d'aroma de tofona,
avaluacio sensorial, panell de tast.

Abstract: The secret of the great popularity of truffles lies mainly in their volatile organic compounds (VOCs), which produce
their characteristic smell. This paper provides an overview of truffles in general as well as of their origin and their physico-
chemical, nutritional, organoleptic and biological properties. As an example of the volatile compounds in derivatives of the
truffle Tuber melanosporum, the results are presented of a comparative study of the VOCs that are released in aromatized
commercial oils or those containing macerated truffles. The characterization of the VOCs was carried out by instrumental
chemical analysis — headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) combined with gas chromatography and mass spec-
trometry (GC-MS) — and sensory analysis by a panel of trained professional tasters.

Keywords: Truffle, Tuber melanosporum, truffle-flavoured oil, VOC, HS-SPME, GC-MS, truffle flavour descriptors, sensory
evaluation, trained tasting panel.

Introduccio les hifes del miceli del fong envolten les arrels de I'arbre hos-
te i s'origina la simbiosi. L'arbre proporciona carbohidrats
a tofona és considerada un producte alimentari i altres compostos organics derivats de la fotosintesi al
de gran valor culinari i és molt apreciada en fong i, a la vegada, aquest aporta més aigua i sals minerals
alta gastronomia, especialment per la seva aro- a I'hoste. Donada la rellevancia que ha anat adquirint en els
ma caracteristica. Les tofones son el cos de darrers temps I'Us de la tofona entre els consumidors, en el
fructificacio d'un fong ascomicet hipogeu ecto- present article ens hem marcat com a objectius, d'una banda,
micorrizic de la familia de les tuberacies, de posar de manifest alguns aspectes generals entorn del mon
I'ordre de les pezizals. Aquests fongs necessiten de la tofona a tall de divulgacio i, de I'altra, més en particu-
un arbre hoste (alzines, roures, avellaners, coscolls, pins...).; lar, presentar els resultats d'un estudi realitzat per a carac-

teritzar el perfil dels compostos organics volatils (COV), res-
ponsables de 'olor de |a tofona. L'estudi esta aplicat a la
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Aspectes generals a I'entorn
del moén de la tofona

Una mica d'historia

Des de I'antiguitat, les tofones van ser conegudes i consumi-
des per babilonis, etruscs, egipcis, grecs i romans [1, 2].
Aquest fong va estar envoltat d'un gran misteri, ja que no se
sabia d'on provenia. Per exemple, es diu que Teofrast, deixeble
d'Aristotil (segle 1 abans de la nostra era), sostenia que la to-
fona naixia de les pluges i les tempestes de la tardor. Uns cent
anys més tard, Nicandre, poeta grec, pensava que les tofones
eren modificades per una mena de calor interna de la terra. Al
segle 1, Dioscorides —metge, botanic i escriptor grec de temes
de medicina, que també va viure a Roma— anomenava les to-
fones «turmes de la terra» i les descrivia com «una rel esférica
sense fulles ni tija, una mica vermelles si s'extreuen a la pri-
mavera i es mengen tant crues com cuites». Durant aquest
primer segle Plini el vell confirmava la definicio de Dioscorides
i afegia que «les tofones son una callositat de la terra, que
neixen espontaniament i que no es poden sembrar [3]. El
misteri de les tofones va ser més emfasitzat per la seva magi-
ca olor i també perqueé, presumiblement, se'ls atorgava quali-
tats afrodisiaques, com afirmava el metge grec Galé (segle n),
el qual les prescrivia als seus pacients perqué creia que eren
molt nutritives i vitalitzants.

Durant I'edat mitjana, les tofones van perdre popularitat, tot i
que es troben documents escrits sobre els seus usos, com re-
collir-les o cacar-les i, també, es descriu que es van fer servir
tofones en els banquets de noces de Carles VI de Franca amb
Isabel de Baviera (1385) [4]. Durant el segle xvi, en el Renaixe-
ment italia, I'is de la tofona va ser molt apreciat, el seu con-
sum anava dirigit a reis, princeps i nobles; aquest corrent
també es va introduir a Franca. No obstant, va ser més aviat
rebutjat a Espanya, a causa de les recomanacions —poc favo-
rables a consumir tofona— del doctor Andrés de Laguna (Se-
govia, 1510-1559), metge del papa Juli Il [1], que havia fet
unes revisions de I'obra de Dioscorides. El metge espanyol va
publicar una extensa ampliacié de I'original grec, pero atri-
buia a la tofona unes malalties indesitjables. En realitat, hom
creu que, donades les qualitats afrodisiaques que s'associaven
a les tofones, Laguna volia allunyar el Papa i els creients de
les males temptacions. Degut a aix0, la tofona no es va arribar

._16 a incorporar a la gastronomia tradicional de la Peninsula, com

es va fer a la francesa o a la italiana, i era consumida estricta-
ment per la pagesia coneixedora de les tofoneres silvestres.

A tall d'informacié local, durant el segle xvii, a Catalunya es
troben referéncies a l'activitat economica de la plana de Vic

i de les relacions comercials que es produien amb Barcelona i
Franca; en concret, en el Memorial Puigrubi, 1651-1690, a
cura de Josep Maria Passola, que es va dedicar a |'ordenacio,
transcripcio i analisi detallada de la correspondéncia de Josep
Puigrubi [5, 6]. Entre les cinc mil cartes analitzades n'hi ha
unes quantes que fan referéncia al tema de les tofones, la
qual cosa permet comprovar que durant la segona meitat del
segle xvil la tofona ja era un producte especialment valorat a
Catalunya i es trobava als inicis de la seva comercialitzacié.
Josep Puigrubi va comptar entre els seus clients amb el duc
de Sant German, virrei de Catalunya d'origen napolita; la cor-
respondéncia la mantenia amb Maurici de Lloreda, apoderat
del virrei. El conjunt de cartes més significatives respecte a
fer lloances del valor comercial de les tofones i la seva exqui-
sidesa culinaria estan datades entre maig i octubre de 1675.
Com a mostra s'esmenta el comentari final que inclou Mauri-
ci de Lloreda a la carta de I'1 de maig, on diu que al duc i
agrada molt el consum de tofones i li suplica que li envii un
cistell de tofones que siguin bones i grosses; li comenta tam-
bé com pagar-les-hi:

Lo duch de San German mi senyor és molt amich de tofonas; si se'n
trobava alguna sistella que fossen bonas y grossas li suplico me las
envio avisant-me del cert per a poder-o cobrar del majordom y dar
satisfaccid a vostra merce que axis m'o an advertit y resto per lo que
sia servit manar-me. Guarde Déu a vostra merce. Barcelona a primer
maig 1675.

Puigrubi no les hi va voler cobrar mai, com a estratégia de bon
comerciant. Segons conclou Juvanteny [6] en |a seva ponén-
cia ala Ill Jornada de Divulgacié del Conreu i les Caracteristi-
ques de la Tofona (2014), «es pot deduir d'aquestes cartes que
al segle xvil la tofona s'estava convertint en un producte se-
lecte, molt apreciat en determinats ambients, tot i que proba-
blement aquest producte encara era desconegut per la majo-
ria de la poblacio i es trobava en el moment inicial de la seva
comercialitzacion.

Durant el segle xvii es van fer avencos en el coneixement de la
tofona. No va ser fins al 1711 que Claude Joseph Geoffroy

—farmacéutic, botanic i quimic francés— va fer unes observa-
cions essencials que li van permetre |a identificacio de les to-



fones [7] com a fongs. Aquestes observacions van ser confir-
mades el 1778 per Pier Antonio Micheli, botanic italia, que va
reforcar la hipotesi de Geoffroy, va descriure les espores de la
tofona i va poder diferenciar entre la tofona negra i la d'estiu
[2, 8].

A cavall entre el segle xvill i xix, s'ha de destacar la figura d'An-
telme Brillat-Savarin (1755-1826), advocat i politic, estudios
de la quimica i la medicina i virtuds del violi, perd que ha pas-
sat a |a historia com el fundador de la gastronomia moderna.
A la seva obra Physiologie du godit, ou méditations de gastro-
nomie transcendante («Filosofia del gust o meditacions

de gastronomia transcendental»), publicada el desembre de
1825, dedica unes quantes pagines a les tofones i les anome-
na els «diamants de la cuinan. Brillat-Savarin va coneixer les
tofones del Piemont (Tuber magnatum) i les de la Borgonya
(Tuber uncinatum, varietat de la Tuber aestivum), tot i que, se-
gons ell, la millor és la del Perigord i I'Alta Provenca (Tuber
melanosporum).

Durant el segle xix son de destacar els investigadors Carlo
Vittadini i els germans Tulasne, considerats els fundadors de

la micologia moderna. Vittadini, metge i micoleg italia, és
autor de publicacions importants sobre la familia de les tube-
racies, de tal manera que en la classificacié de moltes Tubersp.,
en el seu nom, en tercer terme apareix Vitt. en el seu honor.
Edmond (Louis René) Tulasne, botanic frances, i el seu germa
Charles, metge i també botanic, van publicar el 1851 una de
les seves millors obres, Fungi Hypogaei, amb unes magnifiques
ilustracions, molt detallades, creades per Charles.

També a principis del segle xix, Josef Talon, granger frances,
va desenvolupar el primer métode de conreu de tofones, el
qual consistia a plantar glans sota els roures on s'havien tro-
bat tofones. Comencava a mencionar la relacio entre tofona i
arbres. L'adaptacid dels métodes de Talon es van veure refor-
cats com a alternativa al conreu de la vinya que, per aquella
época, havia quedat arrasada per la plaga de la filloxera. Cap
a finals de segle apareixen els primers tractats de tubericul-
tura, el de Chatin, La truffe. Etudes des conditions générales
de la production truffiére (1869), i el de Bosredon, Manuel de
trufficulture (1887) [1]. Aquestes técniques es van utilitzar
fins a la segona meitat del segle xx. Des d'aleshores, cientifics
italians i francesos han fet avencos en la preparacio de plan-
tules d'arbres hostes inoculades amb la micorriza de la Tuber
sp. desitjada.

Tot i que Chatin cita que s'importaven tofones d'Espanya, la
historia recent d'aquest producte a escala estatal no comen-
ca fins als inicis de la postguerra, el 1940-1950. Els primers
tofonaires, probablement francesos, van iniciar I'exploracio
de la zona prepirinenca catalana tot cercant tofones Tuber
melanosporum silvestres, ja que aquestes contrades reunei-
xen condicions de sol, vegetacid i meteorologia similars a la
zona del Perigord francés. Més tard els catalans van ampliar
la cerca per Aragd i el Pais Valencia i d'aquestes zones es va
ampliar a Soria i Guadalajara. La gran disminucié de produc-
cio de tofona silvestre va promoure la implantacio de la tu-
bericultura, si bé no al mateix ritme que a Franca; les prime-
res plantacions van ser a les provincies de Castello (1968) i
Soria (1970) i posteriorment a Terol. A Catalunya l'inici de la
tubericultura encara va anar més retardat; no va ser fins al
tombant de segle xx a xxi que hi van apareixer les primeres
plantacions [9].

Des de fa molts anys, a Franca i a Italia existeixen centres es-
pecifics per a la recerca en el camp de la tubericultura que
treballen en collaboracio [10]; la seva tasca va tenir una fita
culminant el 2010 en poder assignar el genoma de la Tuber
melanosporum [11]. Havien passat dos-cents trenta-dos anys
des que Micheli va descriure les espores de la tofona [2, 8] i va
poder diferenciar entre la tofona negra i la d'estiu. A I'Estat
espanyol fins als anys noranta hi ha molt poques publicacions
relacionades amb la tofona i la tubericultura, si bé recent-
ment han aparegut centres de recerca publics i privats lligats
a les zones on s'han establert les primeres plantacionsii la
produccio cientifica s'ha incrementat considerablement [12,
13]. En I'actualitat, a Catalunya existeix un centre public ano-
menat Centre de Ciéncia i Tecnologia Forestal de Catalunya
(CTFC), amb seu a Solsona (Lleida), que es va constituir inicial-
ment entre el Consell Comarcal del Solsonés i la Universitat
de Lleida I'any 1996 i, posteriorment, s'hi van incorporar la
Fundacié Catalana per a la Recerca i la Innovacid, la Generali-
tat de Catalunya i la Universitat Autonoma de Barcelona, en-
tre altres [14]. Cal destacar la gran tasca de recerca que hi
realitza I'equip del doctor Carlos Colinas tant en la recerca
basica entorn de la tofona i el control de la micorrizacié com
en la recerca aplicada, fent el sequiment dels treballs de
camp en la implantacio de tubericultura, sota el mestratge
del doctor Daniel Oliach, enginyer de forest [8, 15, 16].

Des de la vella Europa s'han exportat iniciatives de tubericul-
tura arreu del planeta: a la costa nord-oest americana —espe-
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cialment a Canada i Oregon—, Australia, Nova Zelanda, Xile,
Turquia, la costa nord-africana i, també, Sud-africa, principal-
ment. En general, els temes de recerca que predominen entre
els investigadors d'aquest ambit sén: micorrizacio, biologia
molecular, taxonomia, competéncia micorrizica, qualitat de

la planta hoste, components organics volatils de la tofona

i la seva biosintesi, técniques de control en tubericultura i in-
fluéncia del canvi climatic en I'ecologia de la tofona.

Tipus de tofones

En I'actualitat es coneixen al voltant d'unes dues-centes es-
pecies de tofones al mon. Les més conegudes es recullen a la
taula 1, on se n'indica la qualitat gastronomica i el valor al
mercat. A Europa existeixen al voltant de trenta especies de
tofones, de les quals, la que té més valor al mercat és la Tuber
magnatum, o tofona blanca d'Alba, al Piemont; els intents de
conrear aquesta espécie no van tenir exit, tot i que, recent-
ment, n'hi ha camps experimentals a Franca que auguren
bons resultats [17, 18]. La Tuber melanosporum, o tofona ne-
gra del Perigord, és la més apreciada de les tofones negresii la
que ha donat més bons resultats per a la tubericultura.

Les tofones silvestres que es troben i es comercialitzen —prin-
cipalment per a exportacio— a Catalunya, sén: la tofona blan-

Tauta 1. Espécies de tofona més importants. Elaboracio propia.

ca d'estiu (T. aestivum); la tofona gravada, tofona de tardor o
tofona de Borgonya (T. uncinatum, una variant de la T. aesti-
vum); la tofona d'hivern o magenca (T. brumale), i la tofona
negra o tofona del Perigord (T. melanosporum). A la figura 1
es mostren |'aspecte exterior (el peridi) i I'aspecte interior (la
gleba) de les dues espécies de tofona que s'estan cultivant ac-
tualment, la T. melanosporum (figura 1a) i la T. aestivum (fi-
gura 1b), donat el seu interés economic i gastronomic, segons
manifesten des de |'Associacio de Productors de Tofona de
Catalunya [15, 16, 20-23].

Les tofones T. melanosporum madures contenen milions d'es-
pores a la gleba, tancades en els ascs amb 1-4 espores, i fins i
tot amb 6 en alguns casos. Com es pot observar en la figura 2,
en g apareixen ascs amb espores en diferents estadis de ma-
duracid; en b s'observa una espora que ha iniciat la seva ger-
minacio, es pot veure I'hifa que més tard esdevindra el miceli
que es convertira en la micorriza en fer simbiosi amb I'arbre
hoste; en c es mostra un glomérul de micorriza de T. melanos-
porum. Les espores d'aquesta tofona son molt negres degut a
I'elevat contingut de melanina que contenen, la qual es de-
senvolupa plenament en el seu estat optim de maduresa. La
formacio de la melanina és un procés lent que es du a terme a
partir de la tirosina per accid de I'enzim tirosinasa, que conté
coure [24]. Per tal d'evitar confusions en la denominacid ha-
bitual de les tofones a casa nostra, s'ha de considerar que tots

Nom comi

Nom cientific

QG | VM

Tofona blanca, tofona d’Alba

T. magnatum (= Tartufo bianco)

.alta qualitat o preu

Tofona negra del Perigord

T. melanosporum

Tofona d’hivern o magenca T. brumale

Tofona d’estiu T. aestivum

Tofona de la Borgonya T. uncinatum

baixa qualitat o preu

Tofona vermella T. rufum

Tofona de Bagnoli

T. mesentericum (= T. bituminatum)

Tofona amb cavitat buida T. excavatum

Tofona negra llisa o suau

T. macrosporum

Tofona del desert Terfezia spp.

Tofona xinesa

T. indicum (= T. sinense)

Tofona de 'Himalaia T. himalavense

QG = qualitat gastrondémica

VM = valor al mercat



Ficura 1. Aspecte del peridi i de la gleba de les tofones més cultivades a Catalunya:
a) Tuber melanosporum i b) Tuber aestivum. Fotografies de C. Blanch.

quatre tipus de tofones silvestres esmentats presenten el peri-
di negre, si bé per a la seva classificacio s'assigna el nom de
tofona negra a la que té la gleba ben negra, amb fines ramifi-
cacions blanques (vegeu la figura 1a), és a dir, a la T. melanos-
porum. Les altres varietats silvestres presenten ramificacions
blanques més grans i els ascs amb les espores de la gleba
donen tonalitats marronoses/grisoses segons I'espécie [25].

El nom de tdfona blanca a casa nostra es reserva per a la

T. aestivum (vegeu la figura 1b), en la qual les ramificacions i
els ascs de la gleba son blanquinosos o lleugerament marro-
nosos. En algunes publicacions académiques recents [2] el cri-
teri per a la classificacio de les tofones el basa en el color del

Ficura 2. Ascs, espores i micorrizes de T. melanosporum Vitt., i detall d'un camp
experimental de tubericultura del CTFC: a) ascs amb espores en diferents graus
de maduraci6 (fotografia de L. Montoliu); b) espora en procés de germinacio
(reproduit de [8]); ) micorrizes agrupades en un glomérul (reproduit de [8]);

d) camp experimental, a la base de I'arbre hoste s'aprecia el cremat circular
(fotografia de C. Blanch).

peridi. Aixi, la nostra tofona blanca queda en el grup de les
tofones negres i entre les tofones blanques s'hi troben unica-
ment les de peridi blanc: T. magnatum, T. borchii o bianchetto,
T. excavatum.

En els darrers vint anys han aparegut un gran nombre d'estu-
dis cientifics que han aportat moltes dades sobre I'ecologia de
la tofona negra; és a dir, sobre els processos que intervenen
en el seu desenvolupament i fertilitzacio, la seva interaccio
amb el sol [26], I'assignacio del genoma i I'explicacio dels me-
canismes de la simbiosi [11], i I'aillament i caracteritzacio dels
seus gens [27]. Entre aquests gens, s'ha detectat que n'hi ha
uns que son portadors de material matern i d'altres que son
portadors de material patern de T. melanosporum, tant en sols
productius i com en no productius [28]. Aixi ha quedat assu-
mit que cadascuna de les espores contingudes en un asc és
portadora d'un dels dos tipus de material d'encreuament. Aixod
vol dir que, en germinar les espores d'un asc, s'originen mi-
celis de dos tipus diferents: un és portador de material matern
i I'altre és portador de material patern. La fertilitzacié —i, per
tant, I'origen d'una téfona— es dona quan el miceli d'una
micorriza amb material matern es troba amb un miceli porta-
dor de material patern.

Cicle bioldgic de laTuber melanosporum Vitt.

A la figura 3 s'esquematitza el cicle bioldgic anual de la T. me-
lanosporum. Per al seu bon desenvolupament es necessiten
unes caracteristiques edafiques idonies i que durant I'any les
condicions meteorologiques s'ajustin a les necessitats d'aigua
i temperatura adients en cada moment del cicle; i també, al-
tres practiques culturals agronomiques d'actuacio per tal
d'assegurar una bona produccio [8, 16, 29].

La campanya de recolleccié d'aquesta tofona negra va del 15
de novembre al 15 de marg. En finalitzar la campanya sem-
pre queda tofona madura al sol, les espores de la qual seran
disseminades pels mamifers predadors, nematodes, insec-
tes... Es per aixo que les pluges de primavera afavoreixen la
germinacio de les espores, es formen les hifes i posterior-
ment els micelis que s'ancoren a I'arrel per esdevenir les
micorrizes; d'aquestes, com s'esmentava abans, unes seran
portadores de material matern i les altres de material patern.
La fertilitzacio es produeix entre maig i juny; es formen els
primordis i s'inicia la fructificacio. Juliol i agost és el periode
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Figura 3.  Cicle biologic de la Tuber melanosporum Vitt. Reproduit de [8].

de creixement de les tofones; és per aixo que també a I'estiu
les tofoneres necessiten molta més aigua. Aquest fet Iligaria
amb el que sostenia Teofrast, quan deia que la tofona naixia
de les pluges i les tempestes de la tardor [1]. Durant la tar-
dor, en la tofona adulta es donen processos metabolics im-
portants per a la seva maduracid, tals com la formacio de
melanina, que regula la qualitat de les espores, i la produccio
de compostos organics volatils (COV), que a part de conferir
la qualitat més apreciada de la tofona, la seva olor, son el
mitja de comunicacié amb I'entorn per tal de preparar el seu
nou cicle biologic.

La preseéncia de tofones té incidéncia en la composicio bio-
quimica de la rizosfera —entorn del sol, en el subsol de I'ar-
bre a 5-20 cm, on es desenvolupen les micorrizes i es van ex-
pandint— i en aquesta zona també es veu afectada la fauna
del sol [30-33]. La tofona negra allibera uns metabolits aro-
matics secundaris del grup del sofre, entre ells sulfur de di-
metil (DMS), com a estratégia per a atreure predadors [11,
34, 35]. Aquest fenomen és tipic d'organismes subterranis
que depenen de I'activitat d'altres animals per a la dispersié
de les seves espores [1]. També s'alliberen altres COV, etilé i

1-octen-3-ol —ambdos, tant des del cos fructifer com des
del miceli—, els quals modifiquen la biogeoquimica del sol,
de tal manera que aquests compostos actuen com a fitoto-
xics, tot inhibint la germinacid i el creixement d'altres plan-
tes a I'entorn de I'arbre hoste. A la base de I'hoste es genera
una area sense vegetacio anomenada cremat (vegeu la figu-
ra 2d). L'existéncia d'aquest cremat és un indicador de pre-
séncia de miceli en el sol [36-40]. La fauna del sol moltes ve-
gades també es veu afectada per la preséncia d'etilé i
d'1-octen-3-ol [30].

Caracteristiques fisicoquimiques i nutricionals
de les tofones

A més de la singular olor de les tofones, cal destacar la seva
composicio fisicoquimica i el valor nutricional que se'n deriva.
La qualitat i quantitat d'aquests parametres varia segons I'es-
pécie de Tuber de qué es tracti, del seu estat de maduracio, de
I'area geografica de procedencia, de les practiques culturals
que s'apliquin, de les condicions edafiques i de les meteorolo-
giques. El component majoritari de les tofones és I'aigua (pot
arribar a ser de I'ordre d'un 50-75% en pes fresc). En la T. me-
lanosporum els nutrients més abundants son els carbohidrats
i les proteines [41]; sequits per la melanina, les sals minerals,
els acids grassos i els esterols, |a fibra dietética i els amino-
acids essencials (metionina, cisteina, fenilalanina, valina, seri-
na, isoleucina i treonina). Entre els acids grassos (FA, fatty acid)
destaquen dos acids insaturats (UFA, unsaturated fatty
acid), l'oleic i el linoleic. També contenen acid ascorbic i al-
guns monosacarids [42, 43]. L'acid linoleic és un FA essencial
que actua com a precursor de I'1-octen-3-ol. Es conegut que
I'acid oleic té propietats per a reduir els nivells de colesterol,
de manera que pot prevenir riscos cardiovasculars i també in-
hibir la progressid del cancer. Per aquests motius, les tofones
es poden considerar com un aliment potencialment nutricio-
nal i medicinal, el que s'anomena un nutricéutic o aliment
funcional [34].

Les sals minerals son constituents essencials en la dieta hu-
mana donat que participen en nombroses reaccions metaboli-
ques. Els elements que predominen en les sals de les tofones
son: K, P, S, Fe, Cu, Zn, Ca i Mg. A continuacio (vegeu la tau-
la 2) es resumeixen les funcions principals dels esmentats ele-
ments en I'organisme huma.



Tauta 2. Elements minerals essencials de les tofones i les seves funcions

principals en I'organisme huma. Elaboraci6 propia basada en [44].

Element Principals funcions en I'organisme huma
p Equilibri acid-base. Regulacié del contingut d'aigua de la céHula.
Funcio nerviosa i excitabilitat neuromuscular.
p Constituent de fosfolipids, ATP, ADN, ARN. Formacio d'ossos i dents.
Equilibri acid-base.
Constituent d'aminoacids metionina i cisteina.
S Participa en sistemes enzimatics.
Formacio de cartilags i tendons.
F Constituent de I'nemoglobina i la mioglobina.
e
Participa en sistemes enzimatics que intervenen en el bescanvi energétic.
Cu Constituent d'enzims associats al metabolisme del ferro.
Zn Constituent dels enzims implicats en la digestio.
Ca Formacié d'ossos i dents. Coagulacio de la sang. Transmissio nerviosa.
Mg Activador enzimatic. Intervé en la sintesi proteica. Formacio d'ossos.

Aixi doncs, es reforca el fet de considerar les tofones com un
producte de bona qualitat, tant en el sentit de la diversitat
com en la quantitat dels compostos nutricionals valuosos que
contenen, com sén les proteines, la fibra i els minerals.

Compostos bioactius i activitats biologiques
de les tofones

Les tofones sén riques en compostos bioactius, com ara acid
ascorbic, ergosterol, fitosterol, derivats fendlics, flavonoides,
terpenoides i polisacarids [43, 45, 46]. En particular, les tofo-
nes contenen abundants flavonoides, els quals son molt apre-
ciats com a metabolits secundaris de productes naturals, do-
nat que presenten propietats biologiques diverses com a
antioxidants, antiinflamatoris, antimutagénics i anticancero-
sos. Els bolets, fruits dels fongs que creixen en el sotabosc, no
poden fer les reaccions biosintétiques de les tofones, i per
aixo no contenen aquests preuats metabolits [47, 48].

A'la taula 3 es resumeixen les activitats biologiques dels com-
postos bioactius de les tofones segons la informacio del re-
cent treball recopilatori de Lee (2020) [43]. Es consideren els
usos potencials d'aquests compostos tant des del punt de vis-
ta nutricional com en el camp de la medicina. En aquest punt
€s on actualment s'esta investigant per establir de forma se-
gura l'aplicabilitat potencial d'aquests components bioactius.

Usos de les tofones

A bastament s'ha anat esmentant que I'alt valor culinari de
les tofones és degut a la seva olor; per aixo, han estat empra-
des com a especies en alta gastronomia o com a guarnicio i en
cap cas no han esdevingut un aliment principal.

D'altra banda, donada la seva vida util tan curta, han sorgit
estratégies casolanes per a capturar-ne |'aroma. Els compos-
tos organics volatils, responsables de la seva olor, son alta-
ment absorbibles en greixos; és per aixo que les preparacions
més habituals en restauracié son preparar mantega amb to-
fona i olis amb tofona macerada. En la segona part del pre-
sent article, s'exposara ampliament I'estudi comparatiu d'uns
olis comercials amb tofona, per tal de comprovar-ne 'auten-
ticitat.

Si bé a la restauracid darrerament s'han anat presentant
moltes receptes amb tofona, I'us d'aquest producte no s'ha
promocionat a les cuines domestiques. Potser per falta d'in-
formacid sobre la naturalesa del producte, de com adqui-
rir-lo o del seu suposat elevat cost, tot i que aixo no és del
tot cert, ja que amb pocs grams de tofona es pot fer una
bona celebracio familiar. A més, cada vegada hi haura més
produccid de les plantacions de Catalunya i els preus hauran
de ser més ajustats. D'altra banda, els productors mateixos
promocionen les seves tofones, fan formacio i promouen vi-
sites a les plantacions [49, 50], una practica ampliament di-
fosa a Franca. També s'organitzen fires especialitzades
(Muntanyes de Prades, Centelles, entre d'altres) per a cada
temporada de tofona.

En els darrers sis anys s'han promogut des del European
Mycological Institute (EMI) [51] quatre edicions del Truffo-
rum, un esdeveniment que acull activitats en els diversos am-
bits del mon de la tofona: jornades técniques per a professio-
nals, tallers per al public en general, gastronomia, turisme.

El Trufforum és una plataforma on es troben tofonaires, tu-
bericultors, comercialitzadors de tofones i elaboradors de pro-
ductes amb tofona. La tercera edicio del Trufforum, realitzada
totalment en linia, es va dur a terme de febrer a marg del
2021, en quatre seus: Catalunya, Castella-Lleo, Aragé i Occi-
tania, per ordre d'intervencid. Tots els materials es poden con-
sultar al web oficial de Trufforum [52].
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Taula 3. Propietats bioactives de les tofones i la seva potencial aplicacié en medicina. Elaboracié propia basada en [43].

Tipus de tofona
Compost bioactiu Activitat biologica i aplicacions en medicina
IND MEL AES MG
Acid ascorbic Antioxidant. *
Terpenoides (B-caroteé i altres) Antioxidants. Antiinflamatoris. *
- Antioxidants. Antiinflamatoris.

Compostos fenolics . i * * * *
Segrestadors de radicals Iliures.

Flavonoides Antioxidants. Inhibidors de I'agregacié plaquetaria. *
Antioxidant. Antiinflamatori.

Ergosterol . * * *
Antihiperlipidémic.

Fitosterol/Tocoferol Antioxidants. Inhibidors del creixement de ceéllules canceroses. * * *
Anticancerosos. Potencien I'activitat immunologica enfront de tumors.

Polisacarids (B-glucans) Comunicacio céHula-ceHula. * * *
Antiinflamatoris.

. o . Anticancerosos.

Acids oleic i linoleic * * * *
Reductors de colesterol en sang.
Neurotransmissor.

Anandamida Inhibidor de proliferacio de célules. *
Anticancerosa (mama/colorectal/prostata).

o Antidepressiva. Antiestrés.

L-tirosina . . Tuberssp.

Precursora de neurotransmissors (catecolamines).
. Immunoestimulants. Mantenen el balang redox.

Heteroglicans o Lo Tuberssp.

Efecte citotoxic sobre els limfocits.

IND = T.indicum; MEL = T. melanosporum; AES = T. aestivum; MG = T. magnatum; Tuber ssp. = tofones en general.

Reptes de futur i estat actual de la recerca

Respecte als consumidors, caldria potenciar la difusio de la
informacio sobre les tofones a la poblacid en general. |, tam-
bé, crear xarxes turistiques etnografiques entorn del conreu,
les propietats i la comercialitzacio de les tofones.

Pel que fa a la recerca, estan encara oberts diferents ambits,
tals com: a) trobar tecnologies adients per a la conservacio de
les tofones amb totes les seves qualitats; b) aillar els produc-
tes bioactius, confirmar la seva activitat biologica i fer els as-
sajos pertinents fins a arribar al compliment de la reglamen-
tacio adient per a la seva aplicabilitat sequra en medicina;

¢) aprofundir en la millora de |a tubericultura i preveure la in-
cidencia del canvi climatic sobre la produccid de tofonesi la
conservacio de les tofoneres silvestres.

Per acabar, i a tall de conclusié d'aquesta part, voldriem enco-
ratjar les noves generacions de professionals de la quimica a
engrescar-se a participar en recerques interdisciplinaries

d'aquest ambit de la ciéncia, en el qual es poden trobar equips
de recerca potents i brillants, tant en universitats i centres de
recerca internacionals com del pais.

Caracteritzacio d'olis
comercials amb tofona
macerada o aromatitzats

Antecedents

Els compostos organics volatils, responsables de I'olor carac-
teristica de les tofones, han estat ampliament estudiats. En
primer lloc, per tal de determinar el perfil dels COV, s'ha des-
envolupat una metodologia analitica adient per a la seva ex-
traccio, separacid i identificacio, especialment per al cas de la
T. melanosporum i la T. magnatum [53-58]. S'ha consolidat

la utilitzacio de microextraccio en fase solida de I'espai de cap
(HS-SPME, headspace solid-phase microextraction) per a la




captacio dels COV, sequida d'una cromatografia de gasos aco-
blada a espectrometria de masses (GC-MS, gas chromatogra-
phy - mass spectrometry) i, en ocasions, també amb deteccio
olfactomeétrica [59].

Un altre focus d'estudi ha estat cercar una explicacié perala
biosintesi dels COV de les tofones. Els treballs més rellevants
son els del grup de Splivallo (2011), on, a tall de recopilatori,
sistematitzen els diferents treballs que tractaven d'explicar
I'origen i el mecanisme de formacié de cadascun dels compo-
nents volatils de I'olor de la tofona des del punt de vista de la
transformacio i ecologia quimica dels greixos, proteines i car-
bohidrats, ja sigui per intervencio dels enzims de la tofona o
de la seva propia microbiota, i també, per la incidéncia de mi-
croorganismes externs, és a dir, de bacteris, fongs o llevats de
I'entorn de la tofona. Els COV derivats de sofre els expliquen
com a resultat del catabolisme de I'aminoacid L-metionina
—acid 1-(2-amino-4-metiltio)butanoic—, segons es va confir-
mar en assajos realitzats in vitro, amb preséncia de llevats ai-
llats dels ascocarps de T. melanosporumi T. magnatum [11,
34, 35, 60-63]. Es considera que els COV de tipus aldehids i
alcohols de cadena curta i ramificats (2-metilbutanal,
3-metilbutanal, 2-metilpropanal, 2-feniletanol) es formen a
partir d'aminoacids sense sofre, mitjancant un procés que
comporta la transaminacid i posterior descarboxilacio del ce-
toacid, per tal d'originar els aldehids volatils, els quals per re-
duccio generen els corresponents alcohols [11, 64]. Del cata-
bolisme dels acids grassos insaturats, especialment a partir de
['acid linoleic, es formen alcohols insaturats lineals de cadena
curta (1-octen-3-ol) [34].

El fet de poder disposar de metodologies adients per tal de
coneixer els diferents components del perfil de COV dels di-
versos tipus de tofones ha permes poder establir uns compos-
tos marcadors per a la majoria d'espécies [59, 65, 66], la qual
cosa ha possibilitat poder diferenciar les tofones per espécies i
fer el sequiment de graus de maduresa o d'origen geografic
dintre una mateixa espécie [41, 67, 68]. Pel que fa al perfil de
COV de la T. melanosporum, en cap cas no es poden trobar uns
components marcadors especifics; no hi ha cap odorant que
sobresurti entre els altres, ni per la seva qualitat ni per la
quantitat en que hi son presents. En el cas de la T. magnatum,
si que hi ha un marcador especific, el bis-(metiltio)meta, tam-
bé anomenat amb el seu nom comu com a 2,4-ditiapenta;
aquest compost, a més, és el responsable principal de I'olor de
la tofona blanca d'Alba (Piemont), una olor de gas alliaci molt

estable. Aixo fa que facilment es puguin obtenir aromes
d'aquesta tofona. Pero a la tofona negra, la T. melanosporum,
és molt dificil mimetitzar la seva olor natural perqué a banda
de no trobar marcadors especifics, no hi ha cap compost vola-
til unic que faci olor de tofona negra. La suma de les olors dels
diversos compostos odorifers que té la T. melanosporum és la
que genera |'extraordinaria olor d'aquesta inigualable tofona:
olor d'escopinya, de terra humida, de fong. A més, alguns
d'aquests components son forca inestables, per la qual cosa es
fa dificil d'obtenir una aroma sintética que imiti la seva com-
plexa aroma natural. Aixo fa que practicament tots els pro-
ductes comercials en els quals s'indica en I'etiqueta «amb aro-
ma de tofona negran, en realitat, en provar-los, fan olor de
tofona blanca, la qual cosa genera una confusio molt gran en
els consumidors i fa que, al final, no es conegui bé I'olor de la
tofona negra i es confonguin els dos productes, tot i que amb-
doés son totalment diferents. La tofona negra no fa olor de gas
alliaci, ja que té només traces de bis-(metiltio)meta, practica-
ment indetectables. En canvi, el component majoritari i mar-
cador caracteristic de la T. aestivum és |'"1-octen-3-ol, facil-
ment imitable amb aromatitzants.

El control del perfil dels COV de les tofones s'ha fet imprescin-
dible per a: o) el desenvolupament de tecnologies de conser-
vacio —congelacio, esterilitzacio, liofilitzacio [69-72]— per tal
d'allargar-ne la vida util, donat que el perfil de COV envelleix
amb pocs dies per degradacio bacteriana i processos d'oxida-
cio, i b) el sequiment dels processos de preparacio de produc-
tes derivats de les tofones —salses, olis, formatges [73].

En concret, per al cas d'olis amb tofona [74-77], s'han descrit
diversos treballs amb la finalitat de comprovar-ne |'autentici-
tat. Els olis aromatitzats artificialment sén més economics de
produir que els preparats amb téfona natural, de manera que
poden comercialitzar-se a preus assequibles i tenen més difu-
sig, tot i que cal vetllar per la seva qualitat. La legislacio ali-
mentaria de la Unié Europea permet preparar productes tru-
fats amb aromatitzants que poden procedir: o) de «fonts
naturals», mitjancant extraccio d'alguns components volatils
amb solvents autoritzats o emprant aquestes fonts com a pre-
cursors permesos per a |'obtencid d'aromes naturals fruit
d'una reacci6 enzimatica, o b) d'un «substrat simple», que par-
tint d'un procés de biosintesi amb participacio de microorga-
nismes, pugui arribar a generar una aroma semblant a la de la
tofona natural [78]. En els darrers cinc anys s'han descrit di-
versos productes naturals que podrien ser una font natural pel
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que fa a I'obtenci6 d'aromatitzants i han aparegut a la biblio-
grafia bons reculls sobre la caracteritzacié d'olis aromatitzats

0 amb tofona macerada [73, 79].

Les darreres directives europees de 2008 i 2011 regulen I'us
d'aromes i altres ingredients alimentaris amb propietats aroma-
titzants emprats en alimentacio i com cal informar-ne al con-
sumidor [80, 81]. Aquestes normatives estableixen que en les
etiquetes dels productes preparats amb tofona hi ha de cons-
tar la llista d'ingredients, sense enganyar ni confondre el con-
sumidor. D'altra banda, els aromatitzants addicionats, en cas
que s'utilitzin, cal que siguin saludables per al consum huma.

A continuacio s'exposa I'estudi de la composicio de la fraccio
volatil de sis mostres comercials d'olis aromatitzats o amb to-
fona macerada que es va dur a terme per tal de comprovar
I'autenticitat dels olis i la seva concordanca amb el que es
descrivia en les etiquetes. El treball fou realitzat emprant una
analisi quimica instrumental —HS-SPME combinada amb
GC-MS— i una analisi sensorial amb un panell de tastadors

entrenats.

Metodologia analitica

Descripcio de les mostres

Es van analitzar dues mostres de tofona negra, T. melanospo-
rum, en un grau optim de maduracid, comprades al mercat lo-

cal, per tal de tenir-les com a referéncia genérica del perfil
dels seus COV. Es van avaluar sis mostres d'olis vegetals aro-

matitzats o amb tofona macerada procedents de diferent ori-
gen geografic (vegeu la taula 4). Les mostres es van comprar
en mercats espanyols i catalans (S1, S2, S3), italians (11, 12) i
francesos (F1), entre agost i novembre de 2013. Totes les mos-
tres estaven etiquetades com a olis aromatitzats, excepte S1,
S2iS3, que eren mescla d'olis aromatitzats i amb téfona na-
tural macerada. Simultaniament, es va preparar al laboratori
una mostra experimental (ES, experimental sample) amb tofo-
na T. melanosporum infusionada en oli d'oliva verge extra per
tal de tenir una referéncia d'autenticitat.

Preparacid de les mostres

Totes les extraccions es van fer posant 2 g de mostra en vials
d'SPME de vidre de 20 mL, tancats amb septes de PTFE/silicona
i taps roscats. Les mostres de tofona fresca es van ratllar dins
del vial.

Les mostres d'oli es van posar directament dins del vial sense
cap preparacio addicional. Es van analitzar abans de 48 h, un
cop oberta cada ampolla.

La mostra ES d'oli aromatitzat amb tofona, preparada al labo-
ratori per nosaltres com a control positiu d'autenticitat, es va
obtenir ratllant 5 g de tofona negra fresca T. melanosporum
en un grau optim de maduracio dins d'un recipient de vidre,
afegint-hi 250 mL d'oli d'oliva arbequina verge extra i dei-
xant-ho dues setmanes a temperatura ambient i amb absén-
cia de llum, amb agitacié ocasional. Totes les mostres es van
conservar a 4 °C.

Tauta 4. Descripci6 de les mostres d'olis comercials aromatitzats o amb tofona macerada. Elaboracié propia [75].

Samples
code

Samples description

Ingredients

S1

s2

83

F1

ES

Spanish oil (Aceite de trufa COLL Barcelona-
Spain)

Spanish oil (Aceite con aroma de trufa Tuber
melanosporum : LAUMONT, Lérida-Spain)
Spanish oil (Aceite de oliva virgen extra a la frufa
negra: TRUFAPASION, Huesca-Spain)

Italian oil (Black trufile aromatized dressing "l
Tartufato™: INANDI CLEMENTE & C. SRL, Borgo
5. Dalmazzo-italy)

Italian oil (White truffle aromatized dressing "Il
Tartufato™: INANDI CLEMENTE & C. SRL, Borgo
S. Dalmazzo-taly)

French oil (Black trufle aromatised oil: LA
TRUFFLE SARLADAISE, Vézac-France)
Experimental sample: spanish cil infusioned with
T. mefanosporum

Qlive oil, truffe favour

Extra virgin olive cil, T. melanosporum truffes flavour

Extra virgin olive cil (varieties: Verdefia, Alquezrana and
Negral). macerated with black trufle (T. mefanosporum Vitt)
Qlive oil, truffie extract (T. melanosporum ), fawourings,

truffies (T. aestivium) 0.3%

Olive oil, white truffle extract (T. magnatum ). fiavourings,
truffies (T. albidum ) 0,3%

Qlive oil, black trufile flavour

Extra virgin olive oll, T. melanosporum trufies




Analisi cromatografica

Extraccio de les mostres

Les mostres es van extreure per microextraccio en fase solida
de la fraccio de volatils de I'espai de cap (HS-SPME) fent ser-
vir un injector automatic MPS2 de Gerstel i una triple fibra
d'SPME de 50/30 pm, de divinilbenzé, carboxen, polidimetilsi-
loxa (DVB-CAR-PDMS) de Supelco.

Les mostres de tofona fresca es van incubar a 50 °C durant
cinc minuts i es van extreure a 50 °C durant deu minuts.

Per a les mostres d'oli no es va fer servir incubacié. Unicament
es va fer extraccio directa durant trenta minuts, just a 50 °C
per a evitar-ne l'oxidacio.

Es van preparar i analitzar en tots els casos dues aliquotes
identiques [77].

Condicions cromatografiques

L'equip emprat va ser un cromatograf de gasos Agilent 6890
amb un detector selectiu de masses MSD5973. Es van fer ser-
vir dues columnes capillars de silice fosa amb fases estacio-
naries de diferent polaritat: una fase polar Zebron ZB-WAX
Plus (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) i una fase apolar Zebron
ZB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), ambdues de Phenomenex.
Els volatils extrets amb la fibra d'SPME es van desorbir direc-
tament a I'injector del cromatograf durant deu minuts a

250 °C en modalitat sense divisié de flux (splitless), amb ober-
tura de la valvula al cap de 2 minuts, aplicant un flux de

80 mL/min. L'injector contenia una camisa d'injeccio de vidre
de 0,75 mm de diametre intern per tal d'evitar la deformacio
dels pics d'elevada volatilitat. El programa de temperatura del
forn va ser des de 60 °C, sense temps inicial, finsa 230 °C, a
4 °C[min, amb 20 minuts finals. Es va emprar heli com a gas
portador a un flux d'1,2 mL/min.

Condicions de I'espectrometre de masses

L'espectrometre de masses va treballar amb una energia d'im-
pacte electronic de 70 eV. La temperatura del quadrupol es va
situar a 150 °C; la temperatura de la font de ions, a 230 °C, i
la temperatura de la interficie GC-MS, a 250 °C. El rang de
masses emprat va ser de 35 a 300 uma.

Per a identificar els espectres de masses dels components vo-
latils es van fer servir les bases de dades Wiley, NIST 08 i |a bi-
blioteca particular del laboratori.

Els indexs de retencio es van comparar amb els de patrons
reals.

Analisi sensorial

En I'avaluacio organoléptica dels components volatils dels olis
aromatitzats hi van participar tretze tastadors entrenats (set
dones i sis homes d'entre vint-i-cinc i seixanta-cinc anys, ha-
bituals en aquests tipus d'analisi). Inicialment, d'acord amb
les dades obtingudes en el perfil dels components odorifers
dels COV detectats en I'analisi per GC-MS de les mostres de
tofona T. melanosporum fresca, es van establir els descriptors
o terminologia sensorial per tal d'assignar les sensacions per-
cebudes en l'olor de la tofona negra fresca. Després, els tasta-
dors van ser entrenats en la identificacié dels descriptors i en
I'us d'escales continues per tal de valorar quantitativament la
intensitat de cada descriptor [82, 83]. Finalment, el panell de
tast va avaluar les mostres d'oli comercials amb tofona mace-
rada 0 amb aromatitzants afegits, per tal d'obtenir el perfil
aromatic de cada mostra. Totes les mostres van ser analitza-
des per duplicat per cada tastador, que va avaluar lliurement
la intensitat d'olor percebuda per a cadascun dels descriptors
fent una ratlla vertical sobre una linia horitzontal no estruc-
turada de 10 cm, en l'origen esquerre de la qual s'indicava O,
«no es percep olory, i en I'extrem dret de la qual hi havia un
10, que corresponia a «olor molt intensan.

Pel que fa al tractament de dades del panell, es va utilitzar el
programari PanelCheck. A les dades obtingudes per a cada
atribut sensorial se'ls va aplicar una analisi de la variancia
(ANOVA) de dos factors (mostra i tastadors) amb interaccid.
Per a cada atribut, per tal d'estudiar la significanca de I'efecte
de la mostra, es va emprar un model mixt de 'ANOVA que
considerava els tastadors com a factor aleatori i les mostres
com a factor fix. Per a avaluar les diferéncies organoléptiques
entre les mostres d'olis tenint en compte tots els descriptors
o atributs sensorials, es va dur a terme una analisi de compo-
nents principals (ACP). Per a establir les diferéncies entre els
COV de les mostres d'oli, es va aplicar I'analisi de 'TANOVA
d'un factor. Es va utilitzar el test de Turkey's (o < 0,05) per

a establir les diferéncies significatives entre les mitjanes.
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Discussio de resultats

Analisi cromatografica

Els cromatogrames del perfil dels COV obtinguts en la T. mela-
nosporum fresca (), en la mostra experimental amb tofona
macerada en oli d'oliva arbequina verge extra (b, ES) i en dues
mostres dels olis comercials analitzats (c, S11i d, S3), corres-
ponen a |'analisi realitzada emprant la columna de fase polar
Zebron ZB-WAX Plus descrita (vegeu la figura 4). Per a totes
les mostres es va realitzar doble comprovacio utilitzant la co-
lumna amb fase apolar Zebron ZB-1, abans esmentada, per tal
de confirmar la separacio de productes que haguessin pogut
coeluir en la columna polar. En general, cal tenir en compte
que, en els olis amb tofona macerada, els components més
minoritaris dels COV de la tofona fresca quedaran molt diluits
i no seran detectables.

Es van identificar 107 COV en les mostres de tofona negra
fresca. Es va analitzar també la fraccio volatil de I'oli d'oliva
de la varietat arbequina utilitzat en la preparacio de la mostra
d'oli experimental amb tofona macerada (ES) per tal de consi-
derar quins components del perfil de COV provenien directa-
ment de I'oli o d'algunes de les seves alteracions. Els compo-
nents majoritaris detectats van ser: propanona, hexanal,
hexanol i (E)-hexen-1-ol. En la mostra ES unicament es van
identificar 43 dels COV caracteristics de la tofona fresca; en-
tre aquests, el sulfur de dimetil i alguns alcohols (isobutanol,
2-metil-1-butanol, 2-butanol, 2-pentanol, 2,3-butandiol,
2-metiltioetanol i 3-metiltiopropanol). Aquests Ultims es tro-
ben en més quantitat en la mostra auténtica amb toéfona ma-
cerada, ES, que en les mostres comercials on es fa constar que
son mostres aromatitzades. En la mostra macerada experi-
mental, ES, es detecta una gran quantitat d'etanol, que podria
atribuir-se a processos de fermentacio de la tofona en I'oli a
temperatura ambient; és per aix0 que aquest compost no es
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Ficura 4. Compostos organics volatils més significatius identificats en Tuber melanosporum i en mostres d'oli amb T. melanosporum macerada, obtinguts
per HS-SPME/GC-MS, emprant fibra de DVB-CAR-PDMS per a la microextraccid dels volatils i columna cromatografica de fase polar Zebron ZB-WAX Plus
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Mostres: a) T. melanosporum fresca; b) ES, mostra d'oli experimental amb tofona macerada; ¢) S1, mostra del mercat

nacional etiquetada com a «oli de tofona»; d) S3, mostra del mercat nacional etiquetada com a «oli d'oliva verge extra (OOVE) a la tofona negran.

Elaboracio propia.



considera un marcador adient, tot i que és present també com
a majoritari en el perfil de COV de la mostra comercial S1 del
mercat nacional, la qual cosa fa pensar que podria estar pre-
parada amb el mateix tipus d'oli i que s'hauria donat el mateix
tipus de transformacio. El cromatograma c, corresponent a la
mostra S1 —etiquetada com a «oli de tofonan i que indica en-
tre els seus ingredients «xaroma de tofonar—, presenta d'una
banda un perfil similar al cromatograma b de la mostra ex-
perimental ES, pero s'hi detecten també uns components en
concentracions més elevades i aliens al perfil de COV en q, de
la T. melanosporum fresca, tals com sulfur de diallil, dimetil-
sulfoxid (DMSO0), acid acétic i 1-octen-3-ol; tots ells podrien
provenir d'aromes naturals [2]. L'acid acétic i I'1-octen-3-ol
son presents en el perfil de COV de la T. aestivum, o tofona
blanca d'estiu, i I'alcohol és el component majoritari que
s'utilitza com a marcador dels COV de la tofona d'estiu [59].
El sulfur de diallil i el DMSO potencien I'aroma de gas alliaci.
Segons Culleré (2013), el DMSO es troba en molt poca quanti-
tat (0,33 %) en els COV de la T. melanosporum, pero no esta
gens descrit per a cap altra tipus de tofona [2, 69]. Si bé es pot
considerar que el DMSO es forma per oxidacio del sulfur de di-
metil [84], la quantitat d'aquest compost present en la mostra
S1ila seva proporcio relativa respecte a I'1-octen-3-ol fa
pensar que S1 ha estat aromatitzada amb extractes naturals
—no necessariament a base de tofona— on el DMSO s'utilitza
com a extractant, per la seva qualitat de solvent polar aprotic,
capag de solubilitzar compostos polars i apolars; a més, el
DMSO afavoreix la miscibilitat de I'extracte en I'oli [79, 85].

Es confirma, doncs, que la mostra S1 és un oli aromatitzat per
tal de reforcar els COV de la T. melanosporum macerada en oli.

Com es pot veure en el cromatograma d de la mostra S3 —eti-
quetada com a «oli d'oliva verge extra (OOVE) a la tofona ne-
gran i que indica entre els seus ingredients «tdfona negra,

T. melanosporum, macerada en OOVE»—, el seu perfil s'ajusta
als components més significatius de la mostra experimental,
ES, preparada al laboratori. En aquesta mostra predominen els
COV de I'oli d'oliva emprat, tals com: hexanal, hexanol, iso-
mers (E, Z) no diferenciats de 2-hexenal, 3-hexen-1-ol i
2-hexen-1-ol; la seva formacio prové del metabolisme dels
lipids, en especial dels acids grassos insaturats. La diferéncia
entre el perfil de volatils generats per I'oli pot atribuir-se a les
varietats d'oliva emprades en I'oli de procedéncia com és el
cas d'arbequina en la mostra experimental, ES, i la barreja de
verdenya, alquezrana i negral en la mostra S3, segons s'indica
en l'etiqueta (vegeu la taula 4). Comparant els cromatogra-

mes de la mostra experimental ES i de la S3 s'observa que la
proporcio relativa entre el sulfur de dimetil i el 2-metilbuta-
nol és considerablement diferent en ambdues; en I'oli comer-
cial S3 la concentracié de 2-metilbutanol hauria de ser més
gran. Aixo podria atribuir-se a dues raons: a) que la causa de
la diferéncia entre la quantitat d'aquests components en el
perfil de COV provingués de la tofona emprada en la macera-
Cio, ja sigui pel seu grau de maduresa, per |'origen geografic o
per qualsevol altre factor que pugui influenciar en la qualitat
de I'olor de la tofona, malgrat ser de la mateixa espécie [34,
59]; b) que I'oli amb tofona T. melanosporum macerada s'ha-
gués potenciat amb aromatitzants naturals rics en sulfur de
dimetil; aix0 ho fa pensar la preséncia de dimetilsulfoxid i di-
metil sulfona en d, S3, ja que, com s'esmentava anteriorment,
el DMSO s'utilitza com a solvent en processos d'extraccio de
productes naturals [79, 85]. Cal destacar |'aparicié d'acid
caproic (acid hexanoic) en els olis comercials S1i S3, el qual
no és present ni en el perfil de COV de la T. melanosporum
fresca ni en la mostra experimental ES preparada al laboratori
simultaniament en fer I'estudi; aquest acid podria ser un indi-
cador de I'envelliment de I'oli per oxidacio i enranciment. Amb
les dades que tenim a disposicio no es pot afirmar aquest su-
posit, tot i que caldra tenir-lo en compte a I'hora de comprar i
considerar la vida util d'un oli comercial «xamb tofona macera-
da» o «aromatitzatn.

A la figura 5 es presenten els cromatogrames de les mostres
d'olis comercials aromatitzats (vegeu la taula 4), ja sigui amb
extracte de tofona o simplement amb odorants mimetics als
COV de les diferents espécies de tofona que s'hi esmenten.
Una primera visié general posa de manifest que en els cro-
matogrames e, fi g, corresponents a les mostres d'olis 11, S2 i
12 respectivament, el component majoritari és el 2,4-ditia-
penta —en endavant, per a anomenar-lo s'utilitzara la deno-
minacio de la IUPAC bis(metiltio)metd—; aquest també és el
component volatil majoritari i el marcador identificador de la
T. magnatumi, alhora, és el compost més tipic en les aromes
de tofona emprades en la industria alimentaria [34, 74]. Al
llarg de I'Ultima década s'han descrit diversos productes na-
turals que podrien ser una font d'obtencio d'aromatitzants
mimeétics dels COV de les tofones [78, 79]. En les mostres I1,
S2 i 12 també hi és present el (metilsulfinil)(metiltio)meta,
producte d'oxidacio del bis(metiltio)meta, descrit en la litera-
tura [67] i temptativament identificat per MS. En el nostre
cas tenim pendent la confirmacio del seu index de retencié.
D'altra banda, en els cromatogrames e, fi h, corresponents a
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Ficura 5. Compostos organics volatils més significatius identificats en les mostres d'olis comercials amb extracte de tofona o aromatitzats, obtinguts per
HS-SPME/GC-MS, emprant fibra de DVB-CAR-PDMS per a la microextraccid dels volatils i columna cromatografica de fase polar Zebron ZB-WAX Plus

(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Mostres: €) 11, mostra del mercat italia preparada amb extracte de T. melanosporum i aromatitzant de T. aestivum; f) S2,
mostra d'oli del mercat nacional preparada amb aromatitzants de T. melanosporum; g) 12, mostra del mercat italia etiquetada com a «oli d'oliva amb extracte
de T. magnatum i aromatitzants de T. borchiin; h) F1, mostra del mercat francés etiquetada com a «oli d'oliva amb aroma de tofona negra». Per al compost
2,4~ditiapenta (nom classic), en endavant s'utilitzard de denominacio de la IUPAC bis(metiltio)meta. Elaboracio propia.

les mostres d'olis 11, S2 i F1 respectivament, apareix el DMSO
ienl1iF1també la dimetilsulfona (metilsulfonilmeta); aixo
fa pensar que, en aquestes mostres, I'oli ha estat aromatitzat
amb odorants naturals extrets amb aquest dissolvent, com
s'ha esmentat anteriorment en els casos de les mostres S1

i S3. La mostra F1 és I'inica que no té 2,4-ditiapenta
—bis(metiltio)meta— i presenta 1-octen-3-ol com a compo-
nent majoritari; cal recordar que aquest compost és el que es
considera el marcador per al perfil de COV de la T. aestivum.
En aquestes tres mostres, 11, S2 i F1, hi son presents el sulfur
de dimetil, butanona, 3-metilbutanal, 2-metilbutanal; aixo
faria pensar que contenen alguns components volatils carac-
teristics de la T. melanosporum, la qual cosa coincideix amb
resultats descrits per Torregiani (2017) [73] per a mostres
d'olis aromatitzats amb odorants naturals o artificials de di-
verses tofones.

Si es considera la descripcid de I'etiqueta de cada mostra d'oli
(vegeu la taula 4), es troba que en 11 s'indica que va ser pre-
parada amb extracte de T. melanosporum i amb un 0,3 %
d'aromatitzant de tofona T. aestivum. No obstant, com s'ha es-
mentat abans, el component majoritari és el bis(metiltio)meta,
marcador especific per a la T. magnatum, i no presenta
1-octen-3-ol, que és el marcador especific i majoritari per a la
T. aestivum. Hi ha, doncs, una incongruéncia entre la informa-
cio de l'etiqueta i els resultats obtinguts. L'etiqueta de la mos-
tra S2 indica que I'oli es va preparar amb aromatitzants de

T. melanosporum; aixd concorda amb el que apareix en el cro-
matograma fja esmentat anteriorment, pero és sorprenent que
el compost majoritari sigui també el bis(metiltio)meta, resul-
tat similar al de Torregiani [73] per a olis amb T. melanospo-
rum etiquetats com a olis artificials de tofona. En el cromato-
grama g de la mostra d'oli 12, etiquetada com a oli d'oliva amb



extracte de T. magnatum i aromatitzants (0,3 %) de T. albidum
(T. borchii), hi destaca tinicament el bis(metiltio)meta, i amb
quantitat molt inferior el (metilsulfinil)(metiltio)meta; no s'hi
detecten els components caracteristics de la T. borchii, si bé
s'hi ha identificat propilmercapta (1-propantiol), no descrit en
els perfils de volatils en T. magnatum i T. borchii que s'esmen-
ten en el treball recopilatori de Mustafa de 2020 [2]. Aquest
compost també s'ha identificat en cebes, patates i begudes al-
coholiques [86-88]. L'1-propantiol també és present en |a
mostra d'oli 11, que a la vegada conté gran quantitat de DMSO,
el qual, com s'ha esmentat anteriorment, és permés d'utilitzar
com a dissolvent per a I'extraccio de productes d'origen natu-
ral. Aixo confirmaria I'is de components volatils d'origen na-
tural (pero no de tofona) entre els odorants d'olis de tofona.

En la mostra 12 cal destacar, d'una banda, que el cromatogra-
ma g és molt més simple que el perfil de COV descrit en la bi-
bliografia per a la T. magnatum i també per als seus correspo-
nents productes derivats —ja siguin olis aromatitzats o amb
tofona natural— [34, 73, 89] i, de I'altra, que en I'esmentat
cromatograma no hi apareix DMSO, caracteristic dels extrac-
tes d'odorants naturals; ambdds motius fan pensar que I'aro-
ma d'aquesta mostra s'hauria potenciat amb compostos sin-
tetics o biosintétics [78].

En el cromatograma h, corresponent a la mostra d'oli F1, eti-
quetada com a «oli d'oliva amb aroma de tofona negran, hi ha
presents, com s'ha esmentat abans, alguns dels components vo-
latils de la T. melanosporum, perd hi destaca amb més quantitat
I'1-octen-3-ol, caracteristic de la T. aestivum, i, en quantitats
inferiors, diversos terpenoides (limoné i B-piné) també pre-
sents en olis preparats amb tofona natural macerada o aro-
matitzats [73].

Els resultats obtinguts en el present treball concorden amb els
observats en la bibliografia respecte als diferents tipus d'aro-
matitzants emprats en olis de tofona i posen en dubte la fia-
bilitat i autenticitat del producte respecte al que s'anuncia en
I'etiqueta. EI DMSO i la dimetil sulfona sén components que
no apareixen en les tofones de forma natural. Segons afirma
Paccioni [74], ambdds compostos podrien ser considerats com
a marcadors d'olis comercials, tot i que no sén presents en
tots ells.

Per tal que els consumidors vagin més orientats, la informacid
de les etiquetes d'olis comercials amb tofona haurien de se-

guir estrictament les recomanacions de la legislacié de I'Au-
toritat Europea de Sequretat Alimentaria (EFSA) per a I'eti-
quetatge de productes alimentaris (niimero 1334/2008 de la
Unid Europea), on es diferencien tres categories d'aroma:

a) «aroma de tofonar o «substancies aromatitzants» per a re-
ferir-se a la utilitzacid d'aromatitzants sintétics; b) «caroma
natural» o «substancies aromatitzants naturals» per a indicar
I's de components naturals que no provenen de tofones, i

¢) «aroma natural de tofona» quan els aromatitzants provenen
com a minim d'un 959% de tofona. En un futur caldria oferir
més informacid al consumidor. |, també, difondre |a prepara-
ci6 casolana de I'oli per maceracio de la tofona de temporada,
filtracié i consum immediat en un marge d'uns quinze dies.

Analisi sensorial

El panell de tretze tastadors entrenats va avaluar la intensitat
dels atributs d'olor de les set mostres d'olis. Es van trobar
onze atributs d'olor tals com: fong, fermentat, escopinya, ter-
ra humida, ranci, avellana crua, fecal, col bullida, gas aliaci,
patata bullida i garrofa, per a descriure el perfil organoleptic
dels olis amb tofona o aromatitzats estudiats. Aquests des-
criptors corresponen a alguns dels COV amb caracteristiques
odoriferes detectats per olfactometria entre els identificats
per GC-MS en la T. melanosporum fresca o en la mostra d'oli
experimental ES, i concorden amb els descrits en la bibliogra-
fia [59, 73].

Els resultats per a un model mixt d’ANOVA mostren diferén-
cies significatives (o = 0,05) entre mostres per a tots els atri-
buts, fins i tot en aquelles (fecal, gas alliaci, patata bullida) en
que I'efecte de la interaccio entre tastador i mostra ha estat
significatiu. Per a cada mostra d'oli s'han obtingut les mitja-
nes dels valors d'intensitat percebuda per cada tastador i per
a cada atribut. A la figura 6 es presenten les grafiques amb el
perfil sensorial de cadascuna de les mostres.

A les mostres d'oli amb tofona macerada (S1 i S3) la intensi-
tat d'olor és més baixa per a cada atribut respecte a la mostra
experimental (ES), pero és equilibrada entre els diferents des-
criptors. En canvi, en el perfil organoléptic de les mostres d'oli
en les quals s'indicava que havien estat aromatitzades amb
tofona (11,12, S2 i F1) hi destaquen amb més intensitat al-
guns descriptors, tals com: fong, escopinya, col bullida i gas al-
liaci, atribuibles a I'1-octen-3-ol, al sulfur de dimetil, al disul-

‘29



.30

T FERMENTE
(1]

POTATO COCKLE

—|

——|1

et

GARUCKY |
G MOIST SOIL

—F1

]
1 RANCID
f J\’\L

FAECAL HAZELNUT

FUNGUS

CARDB FERHI;EH\' E

b

COCKLE

—e—ES

—

MOIST SO6L
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Elaboracio propia, reproduit de [76].

fur de dimetil i al bis(metiltio)meta, respectivament. Aquests
resultats concorden amb els obtinguts en I'analisi cromato-
grafica per a les mostres 11, 12 i F1.

L'analisi de components principals de les dades (ACP), repre-
sentada en la figura 7, mostra que les dues dimensions ex-
pressen el 85,29% de la variabilitat en I'olor dels diferents olis
comercials amb tofona o aromatitzats estudiats. La primera
dimensio separa clarament a la part dreta les mostres d'oli
amb tofona natural macerada (ES, S3iS1) i al costat esquer-
re les mostres d'oli aromatitzades amb odorants de tofona.

La segona dimensié separa a la part superior les mostres d'oli
aromatitzades (S2, 11 i 12) amb olors més intenses de gas al-
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Ficura 7.  Representacio de I'analisi de components principals (ACP) dels atributs
sensorials dels olis aromatitzats (11, 12, F1, S2) o amb tdfona macerada (ES, S1, S3).
Elaboracid propia, reproduit de [76].

liaci i de col bullida, mentre que a la part inferior hi destaca la
mostra d'oli F1 amb olor de fong i terra humida com a més
predominants.

Aquests resultats concorden amb les dades obtingudes en
I'analisi per GC-MS, com s'ha esmentat en la discussio dels
cromatogrames de la figura 5, en qué per a les mostres S2, I1
i 12 predomina el bis(metiltio)meta, que correspon al compo-
nent odorifer al qual s'assigna l'atribut de gas alliaci, i desta-
ca I'"1-octen-3-ol en la mostra F1, que té com a descriptor
I'olor de fong o xampinyo.

Conclusions

Hi ha una amplia varietat d'olis anomenats «olis amb tofonan»
que es poden trobar en botigues especialitzades o que es po-
den obtenir directament dels productors. Molts d'aquests olis
estan preparats amb un o diversos productes quimics sintétics
dels que son presents en el perfil de compostos volatils cau-
sants de |'olor auteéntica de la tofona. Altres olis estan aroma-
titzats amb extractes d'altres productes naturals que conte-
nen components volatils afins a les tofones. N'hi ha pocs que
estiguin realment preparats a base de tofona macerada.

Les tecniques analitiques cromatografiques GC-MS i I'analisi
sensorial han mostrat ser eines molt utils per a la diferencia-
cio entre mostres d'oli preparades amb maceracié de tofona

T. melanosporum natural i mostres d'oli aromatitzades artifi-
cialment. Els resultats obtinguts en el present treball concor-



den amb els observats en la bibliografia respecte als diferents
tipus d'aromatitzants emprats en olis de tofona i posen en
dubte la fiabilitat i autenticitat del producte respecte al que
s'anuncia en |'etiqueta.

La informacio de les etiquetes d'olis comercials amb tofona
haurien de seguir estrictament les recomanacions de la legis-
lacio de I'EFSA per a I'etiquetatge de productes alimentaris.
Per tal que els consumidors vagin més orientats, €s necessari
més rigor en I'etiquetatge. En I'actualitat, en molts casos, les
descripcions de les etiquetes no concorden amb els resultats
que es detecten per GC-MS o per mitja d'una analisi sensorial.
En un futur, doncs, caldria oferir més informacio al consumi-
dor i, també, difondre la preparacié casolana de I'oli per ma-
ceracio de la tofona de temporada, filtracié i consum imme-
diat en un marge d'uns quinze dies.

Cal destacar alguns reptes de futur entorn de la cultura i de
I'ampliacio de coneixements sobre les tofones. Respecte als
consumidors, caldria potenciar la difusio de la informacio so-
bre les tofones a la poblacié en general. |, també, crear xarxes
turistiques etnografiques entorn del conreu, les propietats i la
comercialitzacio de les tofones. Pel que fa a la recerca, encara
estan oberts diferents ambits, tals com: trobar tecnologies
adients per a la conservacio de les tofones amb totes les seves
qualitats; aillar els productes bioactius, confirmar la seva ac-
tivitat biologica, fer els assajos pertinents fins a arribar al
compliment de la reglamentacio adient per a la seva aplicabi-
litat sequra en medicina; aprofundir en la millora de la tuberi-
cultura i preveure la incidéncia del canvi climatic sobre la
produccio de tofones i la conservacio de les tofoneres silves-
tres. Es per aixo que voldriem encoratjar les noves genera-
cions de professionals de la quimica i de la ciéncia i tecnolo-
gia dels aliments a engrescar-se a formar part dels equips
interdisciplinaris de recerca —potents i brillants— d'aquest
ambit de la ciéncia, que es poden trobar en universitats i cen-
tres de recerca, tant internacionals com del pais.
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