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ADNOTARE
Soldatenco Olga: Bazele stiintifice ale izolarii si selectarii tulpinilor de levuri autohtone pentru
producerea vinurilor albe si rosii in conditiile R. Moldova, tezd de doctor habilitat in stiinte ingineresti,
Chisinau, 2025.
Structura tezei: consta din introducere, 6 capitole, concluzii si recomandari, bibliografia cu 310 titluri,
7 anexe. Textul de baza contine 204 pagini, inclusiv 65 de figuri si 71 tabele.
Cuvinte cheie: tulpini de levuri, Saccharomyces, izolarea, selectarea, autohtone, vinuri albe si rosii
seci, fermentatie alcoolica, caractere morfologice, fiziologice, biochimice, PCR.
Scopul lucrarii: Izolarea, identificarea si selectarea tulpinilor de levuri autohtone din diferite centre
vitivinicole pentru producerea vinurilor albe si rosii seci in conditiile R. Moldova.
Obiectivele lucrarii: 1zolarea levurilor autohtone din diferite centre vitivinicole; identificarea tulpinilor
de levuri izolate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si "Trifesti’ prin metode traditionale si
moderne (PCR, spectroscopie FT-IR); determinarea indicilor biochimici si tehnologici ai tulpinilor de
levuri izolate; studiul influentei tulpinilor de levuri selectate asupra procesului de fermentatie a mustului
si mustuielii; studiul influentei tulpinilor de levuri selectate asupra indicilor fizico-chimici ai vinurilor
albe si rosii seci; testarea si implementarea tulpinilor de levuri selectate si selectate din centrele
vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si 'Trifesti’ in conditii de producere; perfectionarea regimurilor
tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu utilizarea levurilor autohtone; studiul influentei
levurilor non-Saccharomyces asupra calitatii vinurilor albe seci.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima datd au fost izolate si selectate tulpini de levuri
autohtone din diferite centre vitivinicole, si argumentata stiintific perspectiva utilizarii acestor tulpini
pentru producerea vinurilor albe si rosii seci.
Rezultatele principale: Au fost izolate si selectate tulpini de levuri autohtoni din diferite centre
vitivinicole pentru producerea vinurilor albe si rosii seci; a fost studiatd influenta levurilor
autohtone selectate asupra calitatii vinurilor albe si rosii seci; a fost stabilit efectul pozitiv a
utilizarii levurilor selectate asupra notei organoleptice a vinurilor albe si rosii seci; S-a demonstrat
ca fermentatia succesivd a mustului cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea
concentratiei alcoolice in mediu de 3 % vol. contribuie la ameliorarea calitatii vinului.
Semnificatia teoretica: S-au acumulat date si cunostinte noi despre caracterele morfologice,
fiziologice si biochimice ale tulpinilor de levuri autohtone si influenta lor asupra parametrilor de calitate
ai vinurilor albe si rosii seci.
Valoarea aplicativii a lucriirii: In baza rezultatelor obtinute au fost perfectionate regimurile
tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu utilizarea levurilor autohtone si elaborate
rcomandari tehnologice privind utilizarea levurilor autohtone selectate si non-Saccharomyces la
producerea vinurilor albe seci. Au fost obtinute 8 brevete de inventii.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele cercetarilor au fost implementate la
S.A.,Cricova” si au fost obtinute vinuri albe seci in volum de 40000 L. In baza studiilor efectuate
tulpinile de levuri autohtone selectate din centrul vitivinicol Purcari’ au fost testate in conditiile de
producere la IM ,,Vinaria Purcari”, unde au fost obtinute loturil experimentale de vinuri albe (20000 L)
si rosii (20000 L) seci. Tulpinile de levuri izolate din centrul vitivinicol "Trifesti’ au fost implementate
la SRL ”’Vierul-Vin”, unde au fost obtinute loturil experimentale de vinuri albe (40000 L) si rosii (40000
L) seci.



ANNOTATION
Soldatenco Olga: Scientific foundations of isolation and selection of indigenous yeast strains
for the production of white and red wines in the conditions of the Republic of Moldova, Doctoral
Thesis in Engineering Sciences, Chisinau, 2025.
Thesis Structure: It consists of an introduction, 6 chapters, conclusions and recommendations,
bibliography with 310 titles, 7 appendices. The main text comprises 204 pages, including 65
figures and 71 tables.
Keywords: yeast strains, Saccharomyces, isolation, selection, indigenous, dry white and red
wines, alcoholic fermentation, morphological, physiological, biochemical characteristics, PCR.
Thesis Aim: Isolation, identification, and selection of indigenous yeast strains from different
viticultural centers for the production of dry white and red wines in the Republic of Moldova.
Thesis Objectives: Isolation of indigenous yeasts from various viticultural centers. Identification
of isolated yeast strains from the viticultural centers 'Chisindu,' 'Purcari,’ and 'Trifesti' using
traditional and modern methods (PCR, FT-IR spectroscopy). Determination of the biochemical
and technological indices of the isolated yeast strains. Study of the influence of selected yeast
strains on the fermentation process of must and grape juice. Study of the influence of selected
yeast strains on the physico-chemical indices of dry white and red wines. Testing and
implementing the selected yeast strains from the viticultural centers 'Chisinau,' 'Purcari,' and
"Trifesti' in production conditions. Refinement of technological regimes for the production of dry
white and red wines using indigenous yeasts. Study of the influence of non-Saccharomyces
yeasts on the quality of dry white wines.
Scientific Novelty and Originality: For the first time, indigenous yeast strains were isolated and
selected from different viticultural centers, and the scientific perspective of using these strains
for the production of dry white and red wines was scientifically substantiated.
Main Results: Indigenous yeast strains were isolated and selected from various viticultural
centers for the production of dry white and red wines. The influence of selected indigenous yeasts
on the quality of dry white and red wines was studied. The positive effect of using selected yeasts
on the organoleptic characteristics of dry white and red wines was established. It was
demonstrated that successive fermentation of must with the inoculation of Saccharomyces yeasts
when reaching an alcohol concentration of 3% vol. contributes to the improvement of wine
quality.
Theoretical Significance: New data and knowledge have been accumulated about the
morphological, physiological, and biochemical characteristics of indigenous yeast strains and
their influence on the quality parameters of dry white and red wines.
Applicative Value of the Work: Based on the obtained results, technological regimes for the
production of dry white and red wines using indigenous yeasts were perfected, and technological
recommendations for the use of selected indigenous and non-Saccharomyces yeasts in the
production of dry white wines were developed. Eight invention patents were obtained.
Implementation of Scientific Results: The research results were implemented at S.A. "Cricova”
where dry white wines were obtained in a volume of 40000 L. Based on the conducted studies,
the selected indigenous yeast strains from the 'Purcari’ viticultural center were tested in
production conditions at the "Vinaria Purcari*, where experimental batches of dry white (20000
L) and red (20000 L) wines were obtained. Yeast strains isolated from the "Trifesti' viticultural
center were implemented at SRL "Vierul-Vin," where experimental batches of dry white (40000
L) and red (40000 L) wines were obtained.
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AHHOTAIUA
Coanarenko Oubra: Hayunble OCHOBBI BBIJCICHUS U OTOOpPAa MECTHBIX IITAMMOB APOXOKEH st
MIPOM3BOCTBA OENBIX U KPACHBIX BUH B yCiI0BUAX PecnyOnuku MosngoBa, JOKTOpCKas TuccepTanus
B 00JacTH MHXEHEPHBIX HayK, Kummnes, 2025 r.
CTpykTypa auccepranuu: Bxirodaer BBeneHue, 6 TIJlaB, 3aKJIIOYEHHE W PEKOMEHIALNH,
oubmmorpaduro ¢ 310 nHazBanwsiMu, 7 mpmiokeHui. OCHOBHOW TeKCT BKIO4aeT B cebs 204
CTpaHUIIBI, BKITtOYasi 65 pucyHkoB u 71 tabnmiry.
KarwueBble cjioBa: ITaMMbl Jposkkeid, Saccharomyces, BoigeneHue, 0T00p, MECTHBIC, CyXUe OeIbie
W KpacHbIC BHHA, CIIUPTOBOE OpOKeHHE, MOPQOJIOTrHIecKHe, (HU3HOIOTHIECKUE, OMOXUMHUYCCKHE
xapaxkrepucTtuku, I1LP.
Heab nuccepramum: Boigenente, uaeHTHQUKAIMS U OTOOP MECTHBIX IITAMMOB APOXIKEH M3
pa3IMyYHBIX BHHOAEIBYECKUX IIEHTPOB I MPOM3BOJACTBAa O€JbIX M KpPAaCHBIX CYXHX BHH B
Pecny6inke Monnosa.
3agauu quccepranuu. Boijgenenne MECTHBIX IPOXOKEH M3 Pa3TUYHBIX BUHOJEIBUECKUX LIEHTPOB.
WnenTndukanys BBIJCIECHHBIX IITAMMOB JIpPOXOKeH M3 BHHOJAEIbUECKUX IEeHTpoB 'KuinHes',
'Tlypkaps' u 'TpudemTsl' ¢ HCIONB30BAaHUEM TPATUIMOHHBIX M COBpeMeHHBIX MeTonoB (ITLIP,
Oypbe-ciekrpockonust). OnpeneneHrue OHOXUMHYECKMX M TEXHOJOTHUYECKHX IIOKa3aTesei
BBIJICJIEHHBIX IITAMMOB Jposokel. M3ydeHne BIusHUSA OTOOPaHHBIX ITAMMOB JIPOXOKEH Ha Ipo1iecce
OpOJKeHHs BUHOTPATHOTO cycia. V3yueHune BIUSHHUS OTOOPAaHHBIX IITAMMOB JIPOXCKEH Ha (PU3HKO-
XUMHYECKHE TIOKa3aTeNln CyXux OeJbIX U KpacHbIX BUH. TecTUpOBaHUE U BHEAPEHUE OTOOPAHHBIX
IITAMMOB JpOsKel n3 BUHoAenbueckux neHTpoB 'Kummunes', Tlypkaps' u 'Tpudemtsr' B ycnoBusx
HPOU3BOJICTBA. Y COBEPIICHCTBOBAHNE TEXHOJIOTMYECKUX PEKHUMOB IPOU3BOJCTBA CYXUX O€JbIX U
KpacHbIX BHH C MHCIIOJIb30BAHMEM MECTHBIX JpoxoKed. V3ydeHHwe BIUSHUS ApOXKEH non-
Saccharomyces Ha ka4ecTBO O€NbIX CyXUX BHH.
Hay4yHasi HOBU3HA M OPUTHHAJIBLHOCTH: BriepBbie ObLTH BbIIENIEHBI M OTOOPaHbl MECTHBIE IITAMMBI
OPOXOKEH W3 Ppa3IM4YHBIX BHHOJENBYECKHX IIEHTPOB, M HAYYHO OOOCHOBAHBI MEPCHEKTHBHI
UCTIOJIb30BaHMSI 9THX ITAMMOB JUTS TPOU3BOJICTBA CYXHX OE€JBIX U KPACHBIX BUH.
OcHoBHBIE pe3yabTaThl: VI3 BUHOAETHUYECKUX IICHTPOB Pa3IMYHBIX PETMOHOB OBLIM BBIICICHBI U
0TOOpaHbI MECTHBIE IITAMMBI IPOACKEH IS IPOU3BOJACTBA CYXHX OENBIX M KPACHBIX BUH.
N3ydeHo BnusiHuE OTOOPAHHBIX MECTHBIX IITAMMOB JPOX>KEH Ha Ka4eCTBO OEJIBIX U KPACHBIX CYXHX
BUH. YCTAaHOBJCH TMOJIOKHUTEIbHBIA 3((EKT HCIONb30BaHUsA OTOOPAHHBIX IITAMMOB Ha
OpPTraHOJIEITUYECKUE XApaKTePUCTHKU CyXWUX OenbIX W KpacHbIXx BUH. [loka3aHo, d9TO
HoCIeJOBaTeIbHOE OpOXKEHHE Cyclla ¢ BHECEHHEM HHOKYJISALHH Ipoxokei Saccharomyces mpu
JOCTM)KEHUM KOHIIEHTPALUH alKoroiisi B cpene 3% OOBEeMHBIX J0JIei criocOOCTBYET YIydIIEHHIO
Ka4yecTBa BUHA.
Teopernueckoe 3Havyenue: I[lomydeHbl HOBbIE MJaHHBIE M 3HAHUSA O MOP(OIOTHYECKHX,
(bu3noNIOrNYeCKUX U OMOXUMHUYECKHUX XapaKTePUCTUKAX MECTHBIX IITAMMOB JAPOKKEH U UX BIUSIHUU
Ha MapaMeTphl KauecTBa OebIX U KPACHBIX CYXHUX BHH.
IIpakTuyeckass uneHHocTh padorbl: Ha ocHOBe NOJMY4YEHHBIX  PE3YyJIbTATOB  ObLIM
YCOBEPIICHCTBOBAHBI TEXHOJIOTUYECKUE PEKHUMBI IMPOU3BOJICTBA OCTBIX M KPACHBIX CYXHX BHUH C
UCTIOJIb30BAaHMEM MECTHBIX JPOXOKEH, pa3paboTaHbl TEXHOJIOTHYECKHE PEKOMEHIAIMH TI0
MCTIONIb30BAaHHUIO OTOOPAaHHBIX MECTHBIX M non-Saccharomyces nposxkei pu Mpou3BOACTBE OEITBIX
cyxux BHH. [lomydeHs! 8 maTeHTOB Ha H300peTeHue.
Peanu3anusi Hay4YHbIX pe3yJbTaToB: PesymbraTel ucciienqoBaHuii ObUTM BHEApPEHH B S.A.
"Cricova", rme Obutn monydeHbl cyxue Oeibie BuHa oObemom 40000 mutpoB. Ha ocHoBe
MIPOBEJICHHBIX HCCIIEJOBAHUNA OTOOpAaHHBIE MECTHBIE IITAMMbI JAPOXIKEH W3 BHHOAEIHYECKOTO
nenTpa 'Purcari’ GbUIM TIPOTECTHPOBAHBI B YCIOBHAX IPOM3BOACTBA B IM ,,Vindria Purcari”, rae
OBUIM TIOJTyYeHBI SKCIEpUMEHTaNbHbIe napTuu cyxux Oenbix (20000 nutpoB) u kpacHbix (20000
autpoB) BHUH. LllTaMMbl Apokel, BblJelieHHbIE W3 BHHOAeNbYecKoro meHtpa 'Trifesti’, Obuin
BHeApeHbl B SRL ”Vierul-Vin”, rme ObUIH MOMYYeHBI SKCIIEPUMEHTAIbHBIE TAPTUN CyXUX OeJbIX
(40000 nutpoB) u kpacHbIx (40000 TUTPOB) BUH.
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LISTA ABREVIERILOR
a.- anul

a.r.- anul roadei

AND - acidul dezoxiribonucleic

ARN - acidul ribonucleic

ASM - Academia de Stiinte a Moldovei

BET - bromura de etidium

cca - circa

cel/cm?® - celule pe centimetru cub

CRMIO - Colectia Ramurala de Microorganisme pentru Industria Oenologica
CNMN - Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene

CSV - compusii cu sulf volatili

dATP - trifosfat deoxiadenozina

dal - decalitru

dCTP - trifosfat deoxicitidina

dGTP - trifosfat deoxiguanozina

DL —diferenta de limita

DMS - dimetilsulfid

dNTP - termen genetic care se refera la cele patru deoxiribonucleotide

dUTP - trifosfat deoxiuridina

EDTA - acid etilendiaminotetraacetic

ESN - extract sec nereducator

etc - etcetera

FA - fermentatie alcoolica

FML - fermentatie malolactica

FT-IR- Spectroscopie Infrarosu cu Transformare Fourier (din engleza: Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

g/L - gram pe litru

g/dm?3 - gram pe decimetru cub

IC MD- Instructiune de control a Republicii Moldova

ISPHTA — Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare
INCAAMV-Institutul National de Cercetéri Aplicative in Agricultura si Medicind Veterinara
LAU - levuri active uscate

min - minute
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mg/L — miligram pe litru

mg/dm? - miligram pe decimetru cub

ug/L- microgram pe litru

ml - mililitru

uL - microlitru

NAD - Nicotinamid adenin dinucleotid

ng/L - nanogram pe litru

PCR - reactia de polimerizare in lant (Polymerase Chain Reaction)
R. - Rezervor

r.a. - roada anului

rot/min - rotatii pe minute

S.A. —societate pe actiuni

TBE- Tris/Borat/EDTA — solutie tampon

TE -Tris EDTA

s.a. - si altele

u.c. — unitate conventionala

UV - ultraviolet

YPD - mediu nutritiv constituit din: 2% extract de drojdie, 2% pepton, 3% glucoza
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Pentru obtinerea vinurilor albe si rosii seci
de calitate cu fermentatia deplina a glucidelor la temperaturi joase, se creeaza conditii de
fermentatie lenta, deoarece vinurile fermentate rapid si tumultuos la temperaturi ridicate, nu
poseda calitatile organoleptice dorite. Pentru aceasta, la etapa de fermentatie a mustului se
utilizeaza maiaua din levuri selectionate sau din levuri active uscate [3, 6, 7].

Actualmente, o importanta deosebita in domeniul biotehnologiei si microbiologiei vinului
prezintd izolarea si selectarea pentru industria vinicold a tulpinilor de levuri autohtone cu
activitate fermentativa necesara pentru obtinerea vinurilor calitative, evaluarea si sistematizarea
indicilor morfo-culturali si fiziologo-biochimici ai tulpinilor autohtone selectate, pentru
conservarea eficienta, extinderea si fortificarea genofondului microbian autohton specific
industriei vinicole [21, 32, 40, 56, 185, 194].

Levurile autohtone joaca un rol crucial in formarea tipicitatii si autenticitatii vinurilor in
diverse centre vitivinicole din Intreaga lume. Fiecare regiune viticold are un microbiom specific,
alcatuit dintr-0 varietate de microorganisme, inclusiv levuri, care sunt prezente in sol, pe struguri
st In instalatiile de vinificatie. Acest microbiom influenteaza in mod semnificativ caracteristicile
vinului produs in acea regiune. De exemplu, in Franta, in regiunea Bordeaux, levurile autohtone
contribuie la formarea profilului aromatic complex al vinurilor Cabernet Sauvignon, Merlot si
alte soiuri caracteristice acestei regiuni. In regiunea Champagne, levurile autohtone sunt esentiale
pentru fermentatia secundard in sticle, care conferd vinurilor spumante 0 aroma si bule fine
distincte. In Italia, in regiunea Toscana, levurile autohtone contribuie la caracteristicile distincte
ale vinurilor Chianti Classico si Brunello di Montalcino, reflectand terroir-ul acestor zone. In
Spania, in regiunea Rioja, levurile autohtone sunt responsabile pentru aportul aromatic si gustativ
specific al vinurilor Tempranillo, Garnacha si alte soiuri cultivate in aceasta zona [45, 53, 54, 55,
86, 98, 136, 178].

Aceste exemple ilustreaza importanta levurilor autohtone in crearea vinurilor cu tipicitate
si autenticitate specifice fiecarei regiuni viticole, reflectand terroir-ul local si contribuind la
diversitatea si bogatia universului vitivinicol global.

In Republica Moldova, vinificatorii, pentru producerea vinurilor de mult timp utilizeaza
pe larg levurile active uscate (LAU), produse in Franta, Elvetia, Italia, Germania s.a. Costul inalt
al LAU de import (50-120 €/kg), care duce la cresterea sinecostului productiei finite, slaba

acomodare a levurilor straine la conditiile de fabrica (locale), aparitia nuantelor straine dupa
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fermentatia mustului sunt argumentele in favoarea utilizarii levurilor autohtone pentru fabricarea
vinurilor locale.

Levurile de regula patrund in must de pe suprafata strugurilor, echipamentului utilizat sau
prin administrare directa [88]. Procesul de fermentatie poate fi dirijat, prin administrarea in must
a maialei de levuri selectionate sau de levuri comerciale (LAU) si natural, fara administrarea
oricarei maieli [58, 103]. LAU sunt raspandite in multe tari vinicole, prin utilizarea carora se
obtin rezultate bune [88], dar se mentioneaza, ca un vin calitativ se obtine atunci, cind este
fermentat cu utilizarea levurilor autohtone [88, 194].

Cu toate, ca multe levuri uscate comerciale sunt utilizate pentru fermentatia mustului, se
considera ca utilizarea levurilor autohtone este mai eficienta [147, 183], deoarece, ele poseda un
potential dominant in procesul de fermentatie in vinificatie. In plus, utilizarea levurilor autohtone
asigura obtinerea proprietatilor senzoriale tipice si specifice pentru vinurile fabricate in anumite
centre vitivinicole [192].

Diversitatea levurilor din vin este o sursa fiabila pentru selectarea tulpinilor noi, care
domina in timpul procesului de fermentatie si influenteaza caracteristicile organoleptice ale
vinurilor [62, 86, 98].

Tulpinile de levuri oenologice au fost selectate timp de sute de ani, permanent si
sistematic, datorita insusirilor valoroase si influentei majore asupra calitatii vinului pe care le
produc. Acest fapt a condus la crearea colectiilor oenologice specializate de levuri pentru vinuri,
care pot fi accesate de vinificatori pentru a avea fiabilitatea de performanta si diversitatea
vinurilor. In practica vinicola existd multe procese, care pot fi influentate de citre tulpinile de
levuri utilizate la fermentatia mustului, dar problema fermentarii lente si nedepline a zaharurilor
din must este cea mai frecventa.

In timp, ce unele tulpini de levuri sunt destul de fiabile in procesul de fermentatie, altele
greu se adapteaza la conditiile mediului, au o activitate fermentativd mai redusa, sau Se
inactiveaza inainte de fermentatia completd a zaharurilor, contribuind la diminuarea calitatii
vinurilor si aparitia riscurilor de alterare microbiologica a vinurilor finite.

Pe plan mondial in diferite tari au fost organizate colectii de culturi de microorganisme
unite sub egida Federatiei Mondiale a Culturilor de Colectie (engl. World Federation for Culture
Collections, WFCC). In Europa colectiile de microorganisme a 17 tari vinicole sunt unite in
Organizatia Culturilor de Colectie Europene (European Collection of Cell Cultures, ECCC) [87].

Cel mai mare si recunoscut centru de pastrare a colectiilor de culturi de microorganisme

este Colectia Americana de Culturi Tipice (American Type Culture Collection, ATCC) [38].
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Conform Tratatului de la Budapesta privind recunoasterea internationald a depozitelor
microorganismelor si in scopul asigurdrii protectiei proprietatii industriale, In Republica
Moldova a fost organizata Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene in baza Hotararii
Guvernului Republicii Moldova nr.807 din 2 iulie 2003. Ulterior, prin Hotararea Guvernului Nr.
56 din 26.01.2004 a fost aprobat Regulamentul Colectiei Nationale de Microorganisme
Nepatogene din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie.

Problema studiului tulpinilor de levuri oenologice in scopul ameliorarii calitatii vinurilor
s-a aflat permanent in centrul atentiei multor savanti: J. Ribereau-Gayon, P. Ribereau-Gayon, P.
Ungurean, V. Cotea, N. Burian, N. Saenco, A. Popa, V. Kudreavtev, S. Kiscovscaia, N. Taran,
B. Gaina, Gh. Arpentin, R. Sturza, Z. Palic, E. Ivanova, G. Condo, A. Oprea, N. Moghileanschi,
A. Corotchevici si al.

Institutul National de Cercetari Aplicative in Agricultura si Medicind Veterinara
(denumirea anterioara: Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare)
este unica institutie in Republica Moldova, care detine doua colectii ramurale de microorganisme
specifice si caracteristice pentru ramura vinicola si ramura de prelucrare a laptelui.

Colectia de microorganisme pentru industria oenologica este pastratd in laboratorul
Biotehnologii si Microbiologia Vinului in decurs de peste 30 ani.

Scopul principal al colectiei CRMIO este conservarea proprietatilor morfologice si
fiziologice ale levurilor, asigurand producerea unor cantitati sporite de glicerol in conditiile
formarii unor concentratii optime de acizi volatili si esteri. Totodata, levurile trebuie sd genereze
niveluri ridicate de aminoacizi, sa dispuna de un potential vitaminogen Inalt s1 sd contribuie la
furnizarea intreprinderilor vinicole din Republica Moldova cu tulpini selectionate pentru
fermentatia mustului, fermentatia secundara, dezacidularea biologicd si alte procese
biotehnologice [18].

In ultimii ani, utilizarea levurilor non-Saccharomyces la fermentatia mustului si formarea
vinururilor albe seci, preocupa tot mai des interesele vinificatorilor atat din tarile cu traditie in
vinificatie (Franta, Spania, Italia, Portugalia, Grecia) cat si mai novice (Australia, Chili,
Argentina, Africa de Sud) [74, 111, 241, 269].

Unii cercetatori considera, ca impactul levurilor non-Saccharomyces asupra calitatii
vinurilor albe seci este negativ, altii descopera unele capacitati tehnologice favorabile a acestui
grup de levuri. Capacitatea lor de a reda complexitate produsului final, de a produce arome
varietale fructuoase, de exercitare a unei activitati enzimatice de un potential interes este relatat

in numeroase publicatii stiintifice [74, 111, 241, 269].
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Capacitatea levurilor non-Saccharomyces de a reda complexitate produsului final, de a
produce arome mai complexe, de a produce concentratii mai avansate de acizi organici, glicerol,
precum si 2-feniletanol, de sporire a activitatii enzimatice prin producerea unor enzime
extracelulare cu semnificatie tehnologica, ce reda vinului proprietati senzoriale specifice soiului
de struguri, denota un interes tehnologic al acestor levuri, care este relatat in literatura stiintifica.

La momentul actual, pe piata vinicolad au aparut primele co-tulpini de LAU propuse de 2
mari producatori de LAU din lume Chr. Hansen (Danemarca) si Lallemand (Franta), crimul ofera
o cultura mixta de levuri Kluyveromyces thermotolerans (10 %), Torulaspora delbrueckii (10 %)
si Saccharomyces cerevisiae (80 %) (Viniflora® HARMONY.nsac), o altd tulpind cu
insamantare secventiala Saccharomyces cerevisiae si Torulaspora delbrueckii (LEVEL 2
BIODIVA™). Fermentatia alcoolicd cu tulpina secventiald se efectueaza prin doua inoculari:
mai intai cu levurile Torulaspora delbrueckii, iar la micsorarea cu 15 % a zaharurilor din must
se inoculeaza Saccharomyces cerevisiae.

Levurile Torulaspora delbrueckii produc unele profile aromatice specifice si pretioase de
fermentatie in aprecierea organoleptica a vinului si sunt utilizate 1n mod traditional impreuna cu
tulpinile Saccharomyces — levuri, care asigura finalizarea fermentatiei alcoolice intr-un timp
rezonabil. Insa este necesar suplimentar de a studia, din punct de vedere aplicativ, in ce cantititi,
precum si de a stabili momentul optim de inoculare (co-inoculare, inoculare secventiald). Studii
privind interactiunile dintre aceste doud specii de levuri sunt relativ putine, mai ales din punct de
vedere al cuantificarii acestei interactiuni.

In Republica Moldova, in domeniul valorificirii biodiversititii microorganismelor
intdlnite In vin nu au fost efectuate suficiente cercetari, care sa fie soldate cu elaborarea de
tehnologii noi oferite producatorilor.

Scopul si obiectivele cercetarii. Scopul studiilor consta in izolarea, identificarea si
selectarea tulpinilor de levuri autohtone din diferite centre vitivinicole ale Republicii Moldova,
cu insusiri tehnologice valoroase, usor adaptabile la mediul dat, ce fermenteaza total glucidele
din must pentru a obtine vinuri albe si rosii seci cu calitati organoleptice inalte, in vederea
garantarii autenticitatii vinurilor de provenienta regionald, precum si depozitarea tulpinilor de
levuri evidentiate in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene si Colectia Ramurala de
Microorganisme pentru Industria Oenologica.

Pentru realizarea scopului au fost preconizate urmatoarele obiective operationale:

1. lzolarea si selectarea tulpinilor de levuri autohtone din diferite centre vitivinicole

('Chisinau’, "Purcari’, "Trifesti’).

26



2. ldentificarea taxonomica a tulpinilor de levuri izolate, prin studiul caracterelor
morfologice si culturale. Identificarea tulpinilor izolate prin metode moderne PCR si
spectroscopia FT-IR.

3. Determinarea indicilor biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate.

4. Studiul influentei tulpinilor autohtone selectate asupra procesului de fermentatie a
mustului si mustuielii.

5. Studiul influentei tulpinilor autohtone selectate asupra indicilor fizico-chimici si
organoleptici ai vinurilor albe si rosii seci obtinute.

6. Testarea si implementarea in conditii de producere a tulpinilor de levuri autohtone
selectate pentru producerea vinurilor albe si rosii seci;

7. Perfectionarea regimurilor tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu
utilizarea levurilor autohtone.

8. Studiul influentei levurilor non-Saccharomyces asupra calitatii vinurilor albe seci in
conditii de laborator, microvinificatie si de producere.

Ipoteza de cercetare. Utilizarea tulpinilor de levuri autohtone in procesul de fermentatie
a mustului are un impact pozitiv asupra calitdtii vinurilor albe si rosii Seci, comparativ cu
utilizarea levurilor active uscate de import. Prin izolarea, identificarea si selectarea a acestor
tulpini autohtone din diverse centre vitivinicole ale Republicii Moldova, se anticipeaza ca acestea
vor prezenta insusiri tehnologice valoroase si adaptabilitate la mediul specific local.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru
realizarea lucrarii au fost aplicate metode fizico-Chimice traditionale si moderne, precum
identificarea taxonomicd a tulpinilor prin metoda PCR si spectroscopia FT-IR. Analiza
caracteristicilor fizico-chimice a vinurilor obtinute a fost efectuata prin determinarea
concentratiei alcoolice; concentratiei in masa a: zaharului, acizilor titrabili, aciditatii volatile, a
anhidridei sulfuroase (totale si libere); determinarea valorei indicelui pH si a potentialului de
oxido-reducere; determinarea extractului nereducitor in conformitate cu metodele standarde in
vigoare.

Determinarea concentratiei in masa a compusilor aromatici volatili a fost efectuata prin
metoda cromatografiei gdzoase in laboratorul ,,Verificarea calitdtii productiei alcoolice” al
ISPHTA. Determinarea concentratiei in masa a acizilor organici a fost efectuata prin metoda
electroforezei capilare si cu utilizarea spectrofotometrului multifunctional "Bacchus 3" (Franta).

Studiul microbiologic (microscopia, calculul celulelor de levuri, insamantarea pe diferite

medii nutritive, acumularea biomasei levuriene, s.a.) a fost efectuat conform instructiunii
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controlului microbiologic al productiei vinicole in vigoare (IC MD 67-42582515-001:2010) si
surselor bibliografice de specialitate [8].

Importanta teoretica si inovatia stiintifica a lucrarii: pentru prima data au fost izolate
si selectate tulpini de levuri autohtone din diferite centre vitivinicole a Republicii Moldova si
argumentata stiintific perspectiva utilizarii tulpinilor de levuri autohtone selectate pentru
producerea Vvinurilor albe si rosii seci. A fost argumentatd si realizata in practica utilizarea
levurilor autohtone selectate la obtinerea vinurilor albe si rosii seci de calitate. Prin utilizarea
levurilor autohtone selectate, a fost accentuata specificitatea si autenticitatea vinurilor, reflectand
caracteristicile unice ale regiunii de provenientd. Astfel, terroir a devinit un element esential n
definirea profilului organoleptic al vinurilor obtinute.

Valoarea aplicativa a lucrarii:

e Tulpinile de levuri autohtone cu proprietati tehnologice avansate, izolate si selectate din
centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si 'Trifesti’ au fost testate in conditiile de
producere la SA ”Cricova”, IM. ,,Vinaria Purcari” si ”Vierul-Vin” SRL, unde au fost
obtinute loturi experimentale de vinuri albe seci in volum total de 100000 L si rosii seci
in volum total de 60000 L.

e Au fost perfectionate regimurile tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu
utilizarea levurilor autohtone selectate. Tehnologiile perfectionate au fost optimizate pe
baza urmatoarelor criterii: temperatura joasa de fermentatie in conditii industriale
(minimum 13 °C pentru vinurile albe); sulfitarea mustului si mustuielii cu cantitati mai
scazuti (pentru vinuri albe: 50-75 mg/L SO total, cand strugurii sunt sanatosi si de 120-
150 mg/L SO: total daca au fost atacati de putregaiul cenusiu; pentru vinuri rosii: 40-60
mg/L SO total in cazul folosirii strugurilor sanatosi si 120-150 mg/L SO total daca au
fost atacati de putregaiul cenusiu).

e Au fost elaborate recamondarile tehnologice referitor la utilizarea levurilor
Saccharomyces, non-Saccharomyces si Torulaspora delbrueckii pentru producerea
vinurilor albe seci. A fost recomandata utilizarea levurilor non-Saccharomyces
Torulaspora delbrueckii la fermentatia succesiva a mustului cu inocularea levurilor
Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice in mediu de 3 % vol. pentru
producerea vinurilor albe seci.

e Au fost obtinute 8 brevete de inventii pentru tulpinile de levuri izolate din diferite centre

vitivinicole a Republicii Moldova.
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Aprobarea lucririi la foruri stiintifice nationale si internationale. Rezultatele
obtinute pe parcursul realizarii lucrarii au fost prezentate si discutate la conferinte nationale si
internationale: International Scientific Conference “Microbiologic Biotechnology”, Chisindu
(2014, 2016, 2018); Conferinta Internationala "Modern Technologies in the Food Industry”,
Chisinau (2014, 2016, 2018, 2024); International Scientific Conference ”Problems and trends of
world viticulture and winemaking: Ukranian perspective”, Odesa, 3 noiembrie, 2016;
International Scientific Symposium “Modern Horticulture- Achievements and Perspectives”,
UASM, Chisindu, 4-6 october, 2018; Conferinta Internationala “Stiinta. Educatie. Culturd”,
USC, Comrat (2017, 2019); Congresul International "Hayka, [Tutanue u 3goposse”, R. Belarus,
Minsk, 8-9 iunie, 2017; 3™ International Agriculture Congress,Tunis, 5-9 March, 2020; 2"
International Congress on Engineering and Life Sciences, Kastamonu, Turkey, 11-14 April,
2019; 5th International Congress on Engineering and Life Science, Romania, Bucuresti, 10-12
septembrie, 2024; International Exhibition of Inventics “Inventica”, lasi, Romania (2018, 2019,
2024); European Exhibition of Creativity and Innovation ,,Euroinvent”, Iasi, Romania (2017 —
2024); International Specialized Exhibition “Infolnvent”, Chisinau, Moldova (2017, 2019,
2023); Salonul Innovarii si Cercetarii "UgalINVENT”, Galati, Romania (2021).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii si1 problemele abordate in teza au fost
publicate In 53 lucrari stiintifice, inclusiv o monografie, un capitol in monografie, 2 articole in
reviste din bazele de date Web of Science si SCOPUS, 1 articol de sinteza, 12 articole stiintifice
in reviste internationale si nationale, 10 articole in culegeri stiintifice internationale si nationale,
8 brevete de inventie, 18 rezumate la manifestari stiintifice internationale si alte lucrari stiintifice.

Sumarul capitolelor tezei. Lucrarea este expusa pe 204 pagini dactilografiate si include
urmatoarele capitole: adnotare in limbile roméana, rusa si engleza, introducere, 6 capitole, concluzii
si recomandari, bibliografie cu 310 surse si 7 anexe. Lucrarea este ilustrata cu 71 tabele si 65 figuri.
In Introducere sunt relevate motivatia alegerii subiectului de cercetare, actualitatea si importanta
temei abordate, scopul si obiectivele cercetarii, ipoteza de cercetare, sinteza metodologiei de
cercetare, importanta teoreticd si inovatia stiintifica, valoarea aplicativa a rezultatelor obtinute si
sumarul capitolelor tezei.
in Capitolul 1, Studii referitoare la utilizarea tulpinilor de levuri in oenologie, cuprinde
caracteristica tulpinilor de levuri, rolul lor in oenologie, utilizarea levurilor in vinificatie pentru
obtinerea vinurilor albe si rosii seci, influenta lor asupra indicilor fizico-chimici si organoleptici
ai vinurilor, rolul microorganismelor non-Saccharomyces si importanta lor tehnologica la
fabricarea vinurilor. De asemenea sunt descrise metode de identificare a tulpinilor de levuri si

expusa informatia despre Colectia Ramurald de Microorganisme pentru Industria Oenologica.
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in Capitolul 2, Materiale si metode de cercetare, sunt descrise obiectele de cercetare, mediile
de cultura folosite in cercetare, metodele de analize chimice, fizico-chimice si microbiologice.
Sunt descrise metodele de identificare a levurilor prin PCR si spectroscopia FT-IR, metoda
prepararii maielei de levuri, precum si prelucrarea matematica si Statistica a rezultatelor
experimentale.

in Capitolul 3, Izolarea si selectarea tulpinilor de levuri din genul Saccharomyces din
diferite centre vitivinicole ale Republicii Moldova pentru producerea vinurilor albe si rosii
seci, este descrisa izolarea tulpinilor de levuri din diferite centre vitivinicole. Sunt descrise
caractere morfologice si fiziologice a tulpinilor de levuri noi izolate, prezentate rezultatele
identificarii taxonomice a tulpinilor de levuri prin metodele PCR si spectroscopie FT-IR si de
determinare a indicilor biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri noi izolate.

in Capitolul 4, Influenta diferitor tulpini de levuri asupra calitiitii vinurilor albe si rosii
seci, este evaluata influenta diferitor tulpini de levuri asupra calitatii vinurilor albe si rosii seci,
in special, influenta tulpinilor de levuri asupra procesului de fermentatie, indicilor fizico-chimici
si organoleptici ai vinurilor, inclusiv continutului de substante volatile, acizilor organici,
substantelor fenolice si indicilor de culoare, continutului de substante volatile in vinurile albe si
rosii seci obtinute. A fost studiata influenta tulpinilor de levuri asupra continutului acizilor
organici, substantelor fenolici si indicilor de culoare.

in Capitolul 5, Implementarea tulpinilor de levuri selectate in conditii de producere, este
descrisa influenta diferitor tulpini de levuri selectate asupra calitatii vinurilor albe si rosii seci in
conditii de producere, prin aprecierea influentei tulpinilor de levuri asupra procesului de
fermentatie, indicilor fizico-chimici si organoleptici, in special, continutului de substante
volatile, aminelor biogene si compusilor cu sulf in vinurile albe si rosii seci obtinute in conditii
industriale. Este descrisa schema tehnologica perfectionata de producere a vinurilor albe si rosii
seci cu utilizarea levurilor autohtone selectate.

In Capitolul 6, Influenta levurilor non-Saccharomyces asupra calititii vinurilor albe seci,
este descrisa si apreciata influenta diferitor tulpini de levuri non-Saccharomyces asupra calitatii
vinurilor albe seci, prin monitorizarea procesului de fermentatie, indicilor fizico-chimici si
organoleptici ai vinurilor si aprecierea continutului unor substante volatile in vinurile albe
obtinute cu utilizarea tulpinilor de levuri non-Saccharomyces si diferitor scheme de fermenatre.
A fost cercetata influenta diferitor scheme de fermentatie cu utilizarea tulpinilor de levuri non-
Saccharomyces asupra calitatii vinurilor albe in conditii de producere.

Cuvinte-cheie: levuri, tulpini, Saccharomyces, non-Saccharomyces, vinuri, fermentatie, indicii

fizico-chimici, calitate.
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I. STUDII REFERITOARE LA UTILIZAREA TULPINILOR DE LEVURI IN
OENOLOGIE
1.1. Raspandirea si circuitul levurilor in natura
In activitatea sa vitala, levurile trec trei cicluri de dezvoltare:
e natural, independent de actiunea omului;
e apropiat de cel natural, dar sub influenta omului (fermentatia are loc in prezenta
oxigenului, fard anhidrida sulfuroasd);
e artificial, ciclu intrerupt de dezvoltare (fermentatia e dirijatd de om si are loc in
absenta oxigenului) [13].

Ciclul al doilea e raspandit in tarile calde, de sud, unde are loc fermentatia deschisa. Al
treilea ciclu e mai frecvent intdlnit In regiunile de nord, unde se practica fermentatia inchisa.

Levurile sunt pe larg raspandite in natura. Multi cercetatori au fost preocupati de intrebarea,
unde se afla levurile in diferite anotimpuri ale anului si cum nimeresc ele pe fructe si, in special,
pe struguri [89, 90].

Inca in anul 1880 E. Ganzen a dovedit experimental, ci locul de trai al levurilor in timpul
verii si toamnei in fond sant fructele si legumele dulci si mustoase deteriorate [13].

Levurile se mai intalnesc la suprafata solului si in sol (la adancimea de 20 — 30 cm) anul
imprejur. Un numar mare de microorganisme se intalnesc, in special, in perioada coacerii
fructelor si pomusoarelor.

Toamna, dupa recoltarea vitei de vie, levurile de pe frunze nimeresc in sol odata cu caderea
lor, aflandu-se acolo din toamna pana primavara. Toamna numarul lor e mare, apoi treptat scade
din cauza conditiilor nefavorabile ale mediului (lipsa hranei, temperaturi joase). Astfel, are loc
selectia naturala, in urma careia supravietuiesc cele mai rezistente specii. De aceea pentru selectia
tulpinilor de levuri cel mai bun este solul din vii colectat primavara (martie) [13, 308].

Primavara, levurile care au iernat in sol, sunt scoase la suprafatd de catre insecte, apoi
nimeresc pe florile melifere, unde incepe reproducerea lor. De pe flori levurile trec pe fructe,
unde reproducerea lor continud. Cea mai mare cantitate de levuri se acumuleaza la inceputul
recoltarii. Pe suprafata fructelor si pomusoarelor coapte pe langa levurile de vin se mai afla si
alte specii de microorganisme [13].

O cantitate semnificativa de levuri se adund pe peretii subsolurilor, a incaperilor de vinificare,

a utilajului si, mai ales, pe peretii interni ai vaselor de vin din lemn. Levurile de pe peretii subsolurilor
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si incaperilor de vinificare in activitatea lor vitala folosesc substantele gazoase. Pe peretii reci ai
incaperilor deseori are loc condensarea vaporilor de apa cu impuritatile de alcool, eteri, aldehide,
amoniac, anhidrida sulfuroasa etc., care se elimina la fermentatia mustului si in timpul pritocirii
vinului [13].

Un alt loc de trai al levurilor sunt animalele si insectele (albinele, bondarii, viespele,
drosofilele etc.). Musca otetului (drosofila), datoritd simtului olfactiv dezvoltat, apare imediat
acolo, unde incepe fermentatia alcoolica si este principalul purtator atat al bacteriilor acetice, cat
si al multor specii de levuri. Din sursele bibliografice este cunoscut faptul, ca din tubul digestiv
al drosofilei, au fost evidentiate treizeci de specii de levuri [13].

Modalitatea aparitiei levurilor pe bobitele strugurilor ii preocupa pe multi cercetitori. In
present, drept principali transportatori ai levurilor pe bobite sant considerate insectele. Pe
bobitele ce se aflda mai aproape de sol levurile nimeresc impreuna cu particulele de praf si cu
stropii de ploaie [13, 266].

1.2. Rolul levurilor selectionate in vinificatie

Levurile au fost utilizate in vinificatie de mii de ani, insa rolul lor specific a inceput sa fie inteles
odata cu descoperirile lui Louis Pasteur din secolul al XIX-lea, care a demonstrat cd fermentatia
alcoolica este un proces biologic realizat de drojdii. Incepand cu anii 1950, odatd cu progresul
biotehnologiei, au fost izolate si studiate tulpini de levuri cu caracteristici speciale.

Aceste cercetari au condus la dezvoltarea levurilor selectionate comerciale, care sunt acum
utilizate pe scard larga pentru a asigura o fermentatie controlatd si pentru a imbunatdti calitatea
vinurilor. Aceasta evolutic a marcat tranzitia de la fermentatiile spontane, dominate de levuri
salbatice, la procese controlate, care garanteaza predictibilitatea si consistenta vinurilor.

Prin levuri selectionate se percep tulpinile provenite dintr-o celula, alese special prin selectie
pentru anumite tipuri de vinuri — de masa, spumante, de desert, alcoolizate, peliculare etc. [13, 19].

Levurile de regula, patrund in must de pe suprafata strugurilor, echipamentului utilizat sau
prin administrarea directa a levurilor specifice [15, 65, 75, 88,121, 309].

Procesul de fermentatie poate fi dirijat prin administrarea in must a maielei de levuri
selectionate sau a levurilor comerciale — levuri active uscate (LAU) de import [58, 103]. Procesul
natural de fermentatie are loc cu ajutorul tulpinilor salbatice din microflora spontand a materiei
prime si utilajului.

In prezent, LAU sunt cu succes utilizate in diferite tari [51, 88, 183], dar, de regula, specialistii

mentioneaza ca un vin mai calitativ se obtine la utilizarea tulpinilor de levuri autohtone [103, 147, 163,
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178], deoarece acestea sunt abituate la materia prima, condittiile locale si poseda un potential major in
procesul de fermentatie in vinificatie. In plus, utilizarea levurilor autohtone asigurd proprietatile
senzoriale tipice si specifice pentru vinurile fabricate in anumite centre vitivinicole [137, 139, 172, 192].

Diferite cercetari au demonstrat definitiv efectul pozitiv al levurilor autohtone asupra
caracterelor senzoriale ale vinurilor obtinute din soiurile de struguri Riesling si Chardonnay, al
vinurilor italiene din regiunea Marche s.a. [86, 98, 136, 215, 268, 270, 272].

Diversitatea levurilor din vin este o sursa inepuizabila pentru selectarea tulpinilor noi, care
domina in timpul procesului de fermentatie si determina caracteristicile organoleptice ale vinurilor [98].

Vinificatorii din regiunile producdtoare de vinuri mentioneaza ca tipul de vin este un
produs al locului de origine (clima, sol) si al microflorei locale. Ei considera si in prezent, ca
vinul este un produs al fermentatiei spontane a mustului si cd microflora strugurilor manifesta
capacitati diferite de a produce alcool, glicerol, acizi volatili, esteri etc. Specialistii mentioneaza,
ca levurile selectionate estompeaza caracteristicile vinurilor fine, care nu mai dezvoltd acelas
buchet ca si cele fermentate natural, prin intermediul levurilor microflorei spontane [119, 120, 130].

Pentru prima data levurile selectionate dintr-o singura celula au fost obtinute de botanistul
danez Ganzen in anul 1881 pentru producerea berii. in vinificatie levurile selectionate au fost
aplicate pentru prima data de savantul german Muller-Turgau [13, 16].

In Rusia primele cercetiri cu levurile selectionate au fost efectuate la Gradina Botanica
Nikitsky de catre K. Rudski si A. Nastuicov in aa.1893-1897 [281].

Rezultatele cercetdrilor fundamentale si aplicative in domeniul oenologiei, au permis
realizarea unor inovatii semnificative in procesul de producere a vinului. Acest fapt a
contribuit atdt la ameliorarea calitatii vinului, cat si la optimizarea producerii si
comercializarii acestui produs. Specialistii mult timp au apreciat prezenta microorganismelor
in procesul de vinificatie, ca un proces in mare masura static, putin modificabil si fara nici o
influenta asupra produsului finit [3,4]. Insa, acumularea cunostintelor, legate de fiziologia
microorganismelor si mecanismele biochimice, ce determina activitatea tulpinilor oenologice
in conditiile ambientale, a permis dirijarea procesului de vinificare in directia necesara [247,
285, 303].

Dupa ce Pasteur a identificat pentru prima data microorganismele ce servesc drept agenti
ai fermentarii si a descris specificitatea lor, savantii au inceput sd studieze cele mai diverse
produse alimentare fermentate, individualizand microorganismele responsabile de transformarile

ce au loc in acest caz [4, 16, 23]. Produsul care atrage sub acest aspect cea mai mare atentie, este
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vinul. Reess si apoi Hansen, in a. 1872 si, respectiv, in a. 1880 au stabilit, ca fermentatia mustului

de struguri decurge in trepte, fiind Intotdeauna initiata de levurile de forma apiculata si completata

de cele cu celule in forma de elipsa [16, 285].

Prin urmare, pentru vinificatie, sunt preferabile levurile cu celule de forma elipsoida si
prototipurile lor fiziologice sau speciile mai apropiate, datorita tolerantei la alcool si sinteza
joasa de acizi volatili [13, 16, 285]. Anhidrida sulfuroasa era recunoscuta pentru capacitatea
de a actiona selectiv asupra levurilor elipsoide, iar in combinatie cu o metoda specifica de
sporire a rezistentei, se putea ajusta nivelul de rezistenta al acestor levuri la antiseptici, fie
pentru a-1 creste, fie pentru a-l reduce [11, 14].

Tulpinile de levuri Saccharomyces constituie obiectul de studiu al microbiologilor
vinificatori, care sunt in permanenta cautare a tulpinilor valoroase cu cele mai bune caracteristici
oenologice cum sunt: vigoarea fermentativa, rezistenfa la SO», toleranta la alcool, producere
minima de acid acetic [20, 135, 141, 207, 221, 222, 247].

Pe timpuri, fermentatia se producea sub actiunea micoflorei "spontane", sdlbatice, care se
regasea pe suprafata sau in interiorul materiei prime. Aceste tulpini salbatice erau putin active,
sau asociate cu diferite specii ddunitoare, a caror activitate diminua calitatea produsului final. In
prezent, pentru a preveni aceste efecte se recurge la utilizarea microorganismelor selectionate, cu
ajutorul carora se obtin produse de calitate superioara, creste randamentul si se reduce durata
procesului tehnologic [310].

Savantii din domeniul oenologiei si microbiologiei vinului au studiat si au selectat un sir
de tulpini de levuri selectionate, care au fost recomandate pentru producerea diferitor tipuri de
vinuri:

e levuri pentru vinurile albe seci. Din acest grup fac parte toate tulpinile de levuri
selectionate, ce se dezvolta in mustul de struguri albi, se inmultesc rapid, inhiba dezvoltarea
microorganismelor concomitente, fermenteaza in intregime glucidele, sedimenteaza usor si
amelioreaza calitatea vinului;

e levurile pentru vinurile rosii seci au aceleasi calitati, ca si levurile pentru vinurile albe, dar
sunt mai rezistente la cantitati inalte de substante fenolice si colorante;

e levurile alcoolrezistente sunt tulpinile speciei Saccharomyces oviformis, care se inmultesc

repede in prezenta alcoolului, au vigoare fermentativd inaltd (sau putere alcooligend).
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Vigoarea fermentativa este legata de toleranta la alcoolul etilic si exprima cantitatea maxima
de alcool pe care tulpinile o pot forma prin fermentatia unui exces de zaharuri [16, 285];
levurile pentru producerea vinurilor spumante sunt tipice levuri de refermentare, care pe
langa toleranta la concentratii relativ Tnalte de alcool, poseda si insusiri de a fermenta zaharuri
la concentratii sporite de anhidrida carbonica, chiar la o temperatura joasa (10-12°C) si de a
flocula usor, formand un sediment nisipos si mobil, lipsit de tendinta crearii de impuritati.
Sedimentul de drojdii depozitat trebuie sa fie unul pulverulent [2, 30, 297, 299, 302];
Caracterul pulverulent ale tulpinilor Saccharomyces cerevisiae in mediu este determinat
de faptul, ca la multiplicare celulele-fiice se despart de celulele-mama provocand o turbiditate
uniforma. Celulele depozitate in partea de jos a vasului de fermentare, dupa agitare,
disperseaza in mediu, provocand din nou turbiditate uniforma [2, 297, 299, 302];
levurile spumogene sunt favorizate de prezenta anhidridei sulfuroase. Aceasta insusire este
pozitiva in cazul fermentarii secundare. Tulpinile ce poseda aceastd capacitate sunt deosebit
de viguroase, iar spuma, desigur fara levuri, este o proprietate specifica pentru produsul finit
[40]. Capacitatea formarii spumei inalte si stabile in timp este caracteristica pentru mai multe
tulpini Saccharomyces cerevisiae (circa 20-30%) [209];
levurile sulfitorezistente sunt tulpinile acomodate la fermentatie in prezenta cantitatilor mari
de anhidrida sulfuroasi (150-200 mg/dm?®). Rezistenta la anhidrida sulfuroasid exprima
capacitatea de a mentine vigoarea fermentativa chiar si in prezenta andhidridei sulfuroase,
administratd in cantitati determinate. Din tulpinile Saccharomyces cerevisiae circa 30%
constituie tulpinile suficient rezistente la SO [16, 282];
levurile rezistente la frig sunt tulpinile, care realizeaza o fermentatie (8-12% vol. alcool)
la temperaturi joase de 4-10°C, cu o prelungire practic neglijabila a duratei de timp, iar la
temperaturile de 20-25°C 1isi mentin activitatea. Ele se mai numesc “levuri reci” sau
“criofile” (“criolevuri”) [16, 282]. Aceste levuri sunt utile in toamnele reci, deoarece
permit fermentatia completa, evitand incalzirea cramelor si fermentatia suplimentara de
primavara a vinurilor tinere. Cavele industriale dotate cu utilaj frigorific permit
vinificarea la temperaturi scazute, cu toate avantajele importante ale acesteia: pierderi
mici de alcool, aroma mai bogata a vinurilor, risc minim de imbolnaviri s.a. [16, 282].
Tulpinile de levuri criotolerante reprezintd un grup aparte, deoarece difera prin diverse

caracteristici tehnologice. Actualmente, prezinta interes practic deosebit, problema selectarii
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unor tulpini de levuri Saccharomyces cerevisiae cu insusiri criotolerante, in special pentru

vinurile spumante;

e levurile peliculare sunt tulpini, care in conditii aerobe formeaza rapid la suprafata vinului
peliculd, formand aldehide, ce caracterizeaza aroma si gustul specific a vinurilor de tip
“Heres” [16, 282];

e levuri cu genotipul Killer. Factorul Killer, caracteristic pentru unele tulpini Saccharomyces
cerevisiae, permite de a forma o proteina, care poseda capacitatea de a inhiba dezvoltarea
tulpinilor de aceleasi specii. Prezenta fenotipului Killer sporeste competitivitatea tulpinilor
[208, 282].

Astfel, microorganismele utilizate in procesele fermentative de tip industrial trebuie s aiba
urmatoarele calitati:

- crestere rapida si cu productivitate mare pe medii ce contin substante nutritive specifice;

- capacitate de mentinere constantd a proprietatilor fiziologice, in anumite conditii de
cultivare, producand usor si in cantitati mari enzime necesare pentru transformarea substratului
in directia dorita;

- realizarea diferitor modificari cu formarea unor compusi utili, in conditii relativ simple si
putin costisitoare.

1.3.  Rolul microorganismelor in producerea vinurilor albe si rosii seci

Vinul, produsul finit al fermentatiei mustului de struguri, contine peste 500 de componente
responsabile pentru aromd si gust, din care majoritatea rezultd In urma activitatii levurilor
fermentative [58, 220, 223, 224,].

Diversitatea sortimentelor de vinuri este dependentd de compozitia si caracteristica
soiurilor de struguri, de calitatea si cantitatea microorganismelor care actioneaza in must si de
factorii tehnologici, de dirijare a activitatii microorganismelor.

Dupa natura sa vinurile albe seci trebuie sa fie cele mai fine si delicate. Cele mai optimale
proprietati organoleptice a vinurilor albe seci sunt la un continut de alcool de 10-12% vol. si acizi
titrabili de la 6,0 pani la 7,0 g/dm®. Este important, ca vinurile albe seci si nu aiba nuante de
oxidare, care reduc calitatea lor [24, 283, 284].

Vinul alb sec se prepara prin fermentatia completd a mustului de struguri, fara addugare
de etanol exogen. Unul dintre indicii principali ai calitatii vinurilor albe, este continutul
optimal al alcoolului, extractului, uleiurilor eterice, aldehidelor, acizilor volatili, substantelor

azotate, anhidridei sulfuroase etc. [24, 25, 283, 284].
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Pentru vinurile rosii, strugurii trebuie sa acumuleze nu doar zaharuri, ci si fenoli, compusi
care ofera culoare si le evidentiaza de celelalte vinuri. In comparatie cu vinurile albe, cele rosii
necesitai o  macerare  mai  indelungata a mustului impreuna cu boabele de struguri.
In acest fel taninele din coaja boabelor se transfera in must.

Vinurile obtinute au o0 culoare rosie sau rosie inchis mai pronuntata daca timpul de
macerare este mai lung [283, 284].

Compusii fenolici atribuie vinurilor rosii 0 serie de insusiri organoleptice si o calitate
deosebita: culoare rosie-rubinie, corpolenta, astringenta la gust, catifelare, stabilitate fizico-
chimica si durata extinsa de pastrare. Aceste insusiri sunt puse in evidenta in timpul proceselor
de maturare si invechire. Diferenta dintre tehnologiile de obtinere a vinurilor rosii si celor albe
consta in faptul ca mustul este tinut un timp mai indelungat in contact cu bostina, timp in care
procesul de macerare are loc concomitent cu cel de fermentatie. Extractia compusilor fenolici
(antociani si taninuri) este mult mai eficienta intr-un mediu puternic alcoolizat [285].

Reiesind din cele expuse, tulpinile de levuri recomandate pentru producerea vinurilor albe
si rosii Seci trebuie sd corespunda anumitor cerinte:

1. Tehnologice: vigoare fermentativa, toleranta fata de alcool, rezistenta la anhidrida sulfuroasa,
floculare, capacitate rapida de sedimentare, activitate vitala la temperaturi joase;

2. Calitative: formarea minima a acizilor volatili si sinteza joasa a compusilor cu sulf (H.S,
mercaptani), sinteza majora de glicerol etc.

Levurile pentru vinuri albe seci trebuie sa fie active la aciditate avansata (pH 2,8-3,2) si
concentratia alcoolului in mediu de 10-12% vol., rezistente la concentratii inalte de SO> (100
mg/dm?3), criotolerante, si formeze produsi secundari valorosi, care determini aroma si gustul
vinului alb si cantitati minimale de produse nedorite [35]. Practica oenologica a demonstrat, ca
cele mai bune rezultate se obtin la temperatura de fermentatie 14-20°C, motiv pentru care levurile
trebuie sd posede si Insusiri criofile.

Levurile pentru vinuri rosii seci trebuie sa asigure capacitate inaltd de fermentatie a
zaharurilor, in conditii de concentratii sporite a substantelor fenolice si colorante.

Cercetarile efectuate de catre N. Sarigvili, L. Tiurina, N. Burian [281] au demonstrat, ca
pentru alegerea corectd a speciilor de levuri este necesar de a dispune de informatii despre
acumularea in mediu a compusilor cu activitate biologica sporitd, care contribuie la formarea

particularitatilor organoleptice ale produsului finit.
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Acesti autori, de asemenea, au constatat, cd activitatea fiziologica, care este legatd de
adaptarea levurilor la mediul dat si valoarea tehnologica a speciilor nu intotdeauna coincid. De
aceea, pentru determinarea criteriilor de selectare a speciilor de levuri destinate producerii
vinurilor albe si rosii seci este necesar de a lua in consideratie indicii fiziologici si biochimici ai
levurilor si fizico-chimici ai mediului de fermentatie [281].

1.4. Utilizarea tulpinilor de levuri la fermentatia mustului de struguri

Tulpinile de levuri selectionate pentru industria fermentativa, se pot utiliza sub forma de
levuri pe mediu nutritiv lichid, levuri sub forma de crema sau presate, levuri liofilizate sau levuri
active uscate (LAU) [12, 37, 47, 51].

In oenologie sunt utilizate mai rar levurile sub forma de cremai sau presate, deoarece se
pastreaza greu din cauza umiditatii ridicate, care de reguld depaseste 70%. Pentru aceasta
categorie de levuri este dificila asigurarea puritatii lor microbiologice, deoarece sunt supuse
riscului de a se infecta cu bacterii, mucegaiuri si levuri de alt gen. Levurile sub forma de crema
se obtin in urma separarii prin centrifugare a levurilor din mediu lichid. Cele presate se prepara
dupa aceiasi tehnologie plus o filtrare sterild printr-un material filtrant textil, urmata de
separarea lor de pe panza filtranta si ambalarea sterila [124, 125].

La fermentatia spontand a mustului de struguri exista unele dezavantaje, asa ca: obtinerea
vinurilor cu o fermentatie incompleta; pericolul de infectare a vinurilor; continutul de alcool
redus; continutul inalt de acizi volatili; limpezire mai lenta a vinului decat la fermentatia mustului
cu utilizarea culturilor de levuri selectionate. Pentru evitarea rezultatelor nedorite in must se
inoculeaza culturi selectionate de levuri Saccharomyces. Pentru ca fermentatia alcoolica sa se
realizeze de tulpina de levuri selectionatd este necesar de a respecta urmatoarele conditii
tehnologice [33, 278]:

e limpezirea mustului de efectuat in asa mod, incat concentratia microorganismelor endogene
sd se micsoreze rapid,

e de a folosi culturi de levuri cu capacitati de concurentd, adica dotate cu fenotipul Killer sau
Neutru;

e inocularea maielei de levuri in must in faza prefermentativa in volumul necesar;

e omogenizarea maielei de levuri in tot volumul de must obtinut dupa limpezire. Acest efect se
atinge in cazul cand in vasul de fermentatie se administreazd mai Intdi maiaua de levuri

selectionata, iar apoi volumul de must limpezit ce trebuie supus fermentarii [250].
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Mustul obtinut dupa procesul de limpezire contine intr-un 1 cm? de la 1000 pani la 100 mii
celule de diferite levuri. In procesul de inmultire concentratia lor in mediu creste pana la 1 min
cel/cm®[283].

La inceputul fermentirii alcoolice spontane in mediu se contine circa 100-150 mii cel/cm?.
La introducerea a 2% de maia de levuri selectionate in mustul supus fermentarii, concentratia
celulelor este de 2-3 min cel/cm?® de levuri.

Pentru efectuarea fermentarii alcoolice a mustului de tulpina de levuri inoculata, este
necesar ca concentratia levurilor sa fie de 10 ori mai mare decat pana la inoculare. Deci, Tn must
pini la administrarea levurilor trebuie si fie nu mai mult de 200-300 mii cel/cm?,

Conform unor studii efectuate s-a stabilit, ca eficienta utilizarii unei si aceleiasi culturi
de levuri depinde de raportul dintre concentratia levurilor inoculate si cea a levurilor prezente
in must [283].

In majoritatea tarilor se practici sulfitarea mustului fara rcire, iar doza utilizati de SO
trebuie sa stopeze multiplicarea levurilor Saccharomyces si sa protejeze mustul de oxidare. S-a
constatat, ca deoarece mustul diferitor soiuri de struguri se combind in mod diferit cu SO», in
unele cazuri doza stabilita poate fi prea mica sau din contra, prea mare [276, 298].

Pentru utilizarea cu succes a tulpinilor de levuri selectionate este necesar de a limpezi
prealabil mustul la instalatiile de filtrare cu capacitate mare de centrifugare sau de a folosi
floculanti, ce asigurd o limpezire rapida si eficientd, precum si de a micsora timpul de
limpezire la temperaturi joase.

De asemenea, cultura de levuri selectionata trebuie sd posede capacitatea de concurenta.
Pentru aceasta, levurile trebuie sa fie rezistente la anhidrida sulfuroasa. Printre levurile sulfitice
de genul Saccharomyces vini® (sin. S. cerevisiae) existi diferite fenotipuri: neutre (N), killer (K)
CU 0 capacitate de concurenta mai mare ca cele sensibile (S) [285].

In asa mod, este necesar de a dirija procesul de fermentatie alcoolica a mustului, folosind
culturi de levuri selectionate, precum si diferite procedee tehnologice.

1.4.1. Utilizarea maielei de levuri in vinificatie
Utilizarea maielei de levuri in vinificatie este un pas important pentru asigurarea unei

fermentatiei rapide, complete si controlate. Acest proces consta in cultivarea treptata a levurilor

! Dupi taxonomie Kudreavtev V.1., 1954 cu indicatie sinonimelor dupd Kreger-van-Rij, N.1.W.,1984.
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selectionate pentru a obtine un numar suficient de celule active, care sa fie utilizate pentru
fermentatia mustului sau a mustuielii [39].

Culturile de levuri pure, de regula, sunt transportate la fabricile de vinuri pe mediu agarizat
must de malg, sub forma liofilizata sau presata [281, 282].

Prepararea maielei incepe prin insamantarea levurilor pe medii solide. De pe mediul solid
levurile se insamanteaza in eprubete cu must de struguri steril si dupa fermentatie se introduc in
baloane cu volumul 0,5-1 dm?® de must steril inchise cu dop [281, 282]. Cultivarea se efectueazi in
continuare in volume crescinde de must pasteurizat: 10 dm®, 30 dal s.a. Fiecare insimantare
urmatoare se efectueaza in procesul de fermentatie. Maiaua de levuri active trebuie sa contina 100-
150 min cel/cmd, 30-50% levuri inmugurite si nu mai mult de 5% neviabile. Maiaua de levuri se
inoculeaza in must in cantitate de 1-3%, iar in mustuiala 3-5%.

Pregatirea corecta a maielei de levuri asigurd nu doar o fermentatie completa, ci si obtinerea
unui produs final de calitate inalta. Prin utilizarea levurilor selectionate, riscul dezvoltarii
microorganismelor nedorite este minimizat, iar vinul capatd caracteristici organoleptice bine
definite, precum arome complexe si un profil aromatic consistent. Aceastd abordare tehnologica
consolideazad pozitia maielei de levuri ca un instrument indispensabil in vinificatie, garantand
stabilitatea microbiologica si optimizarea procesului de producere.

1.4.2. Utilizarea levurilor active uscate in vinificatie

Studii referitor la proprietatile tehnologice, fiziologice si organoleptice ale LAU s-au
efectuat in multe tari cu traditii in vinificatie ca: Franta, Italia, Germania, Bulgaria, Moldova,
Ukraina, Armenia, Rusia s.a. Aceste cercetari au evidentiat multiple avantaje tehnologice
asociate utilizarii LAU in vinificatia primara:

e utilizare usoara (rapida);

e fermentatie rapida, micsorarea duratei de fermentatie;

e micsorarea cheltuielilor de munca;

e proprietati organoleptice inalte ale vinurilor obtinute, datorita acumularii unor
cantitati mai mari de glicerol, 2,3 butilenglicol, micsorarii concentratiei de aldehida
acetica, acizilor a-cetoglutarici, etc.;

S-a stabilit, ca LAU pot fi utilizate nu numai la fermentatia mustului, dar si la producerea
vinurilor spumante [47], vinurilor tip “Jeres” [307] etc. In asa mod, la vinurile spumante se

amelioreaza capacitatea de spumare si perlare, ce se reflecta pozitiv asupra proprietatilor
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organoleptice, iar in ceea ce priveste vinurile “Jeres” — grabesc formarea peliculei de levuri si
acumularea aldehidelor.

Mai mult, utilizarea LAU oferd o flexibilitate sporitd in gestionarea proceselor de
fermentatie, permitand vinificatorilor sd raspunda mai eficient cerintelor de producere si sa obtina
produse cu standarde constante de calitate, adaptate diversitatii pietei internationale de vinuri.
1.5. Influenta levurilor asupra indicilor fizico-chimici ai vinurilor

Mai multe studii demonstreaza, ca tulpinile de levuri au un impact mare asupra
complexului biochimic al vinurilor [45, 64, 95, 106, 197]. Astfel, s-a constatat, ca compozitia
volatila a vinurilor ar putea fi un indice pentru carcterizarea levurilor utilizate pentru fabricarea
acestora [63, 141, 144]. Unii cercetatori utilizeaza sinteza diferitor cantitati de acetoina, 2,3-
butandiol sau acid acetic, ca baza pentru studierea variabilitatii genetice a tulpinilor din genul
Saccharomyces [96, 200, 201].

Deseori, consumatorii considera ca aroma si gustul vinului sunt principalele caracteristici,
care determina calitatea si valoarea produsului [234]. Aroma vinului se datoreaza unui amestec
complex de compusi volatili proveniti din strugurii initiali (arome varietale), produsele
secundare, formate in timpul fermentatiei mustului (arome fermentative) si cele formate in timpul
maturarii (arome post-fermentative) [126, 235, 264].

1.5.1. Influenta levurilor asupra continutului compusilor volatili in vinuri

Vinul este un produs alimentar, obtinut in urma unui sir lung de reactii biochimice si
operatii tehnologice. Caracterul specific al acestor reactii este determinat de un sir de sisteme
fermentative, care determina in mod direct desfasurarea si directia proceselor biochimice.
Din acest punct de vedere important este nu numai alcoolul etilic — principalul produs al
fermentatiei, dar si produsele secundare care joacd un rol major in formarea aromei vinului
[64, 76, 292, 304, 305, 306].

Aroma se datoreaza unor substante volatile, perceptibile de mucoasa olfactiva a omului si
diferitor precursori printre care cele mai importante sunt glucozidele, care in procesul de
preparare al vinului elibereaza compusi volatili si odoranti, ce participa la formarea aromei [64,
292, 304, 305, 306].

Sub influenta levurilor se formeaza alcoolii superiori si acizii volatili ai sirului alifatic, care
in rezultatul actiunii esterazelor formeaza eteri compusi cu arome specifice de fructe. Trecerea

aminoacizilor in alcooli superiori decurge nu numai la dezaminarea oxidativa, dar si in urma
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supraaminarii aminoacizilor cu cetoacizii. In urma asimilarii aminoacizilor de catre levuri se
formeaza un sir intreg de compusi volatili [49, 142,186, 199].
e Alcoolii superiori

Sunt alcooli monohidroxilici, care au in molecula lor nu mai putin de trei atomi de carbon.
Alcoolii superiori cu 6 atomi de carbon se divizeaza in alifatici si aromatici. Toti acesti alcooli
sunt stabili din punct de vedere chimic si biologic.

Concentratia totald de alcooli superiori in vinuri oscileazd intre 150-500 mg/dm?,
reprezentand 0,03-0,06% vol. din concentratia alcoolului in vinuri. Vinurile obtinute prin
fermentatie spontana contin alcooli superiori intr-0 cantitate de aproximativ trei ori mai mare
decat vinurile care provin din musturi fermentate cu levuri selectionate [194, 195].

Levurile formeaza in vin peste 20 de alcooli superiori. Cantitatea de alcooli superiori este
mai mica la vinurile albe si roze provenite din musturi bine deburbate si fermentate la temperatura
moderata.

Cu toate ca se contin in cantitagi mici, alcoolii superiori, ca si esterii lor, au o influenta
semnificativa asupra caracterelor organoleptice ale vinului [5].

Principalii alcooli superiori, ce se formeaza pe parcursul fermentarii sunt 2-metilpropanol-
1 (izobutil), 2-metilbutanol-1 si 3-metilbutanol-1, care in concentratii mai mici de 300 mg/dm?®
contribuie la formarea complexului aromatic al vinurilor. Esteri acetici ai acestor alcooli, in
special acetatul de izoamil, are aroma de banana si joaca un rol important la formarea aromei
vinurilor rosii [195].

Alcoolii superiori din vin sunt sintetizati de catre levuri direct din glucide sau aminoacizi
conform mecanismului Ehrlich. Initial, printr-o reactie de transaminare are loc formarea unui
a-cetoacid. Acesta, prin reactie de carboxilare, trece in aldehidd cu un atom de carbon mai
putin. In final, aldehida este redusi de citre NADH, H* la alcoolul corespunzitor. Formarea
alcoolilor superiori pe aceasta cale este confirmata de faptul ca adaosul de anumiti aminoacizi
la un mediu de cultura, care contine glucoza duce la cresterea continutului de alcooli superiori
dupa fermentatie [195].

O alta cale de formare a alcoolilor superiori in vin este cea de sinteza a acestora din produsii
intermediari, rezultati din degradarea glucidelor in timpul fermentatiei [5].

e Acizii grasi
Acizii grasi sunt acizii monocarboxilici alifatici, cu catena normala sau ramificata, cu

numar par sau impar de atomi de carbon in molecula. Se divizeaza in doua categorii mari: acizi
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grasi saturati volatili si acizi grasi nesaturati cu legaturi duble intre atomii de carbon, care sunt
nevolatili.

Acizii grasi influenteaza asupra calitatii vinurilor, prin participarea la formarea aromelor
secundare de fermentatie, reactiile de esterificare din perioada de invechire a vinului si la
formarea aciditatii volatile a vinului.

Acizii grasi cu catena de Ce-C12 formeaza esteri cu aroma foarte placuta, in vinurile albe.
In special acidul valerianic, a carui prag de perceptie in vinurile albe este de 2 mg/dm®.

Acizii grasi superiori cu molecula mai mare sunt prezenti in vin in cantitati foarte mici si
nu influenteaza asupra insusirilor organoleptice ale vinurilor [35] .

Vinul este bogat in acizi grasi alifatici cu catena scurta si mijlocie, care se formeaza in
timpul fermentatiei alcoolice prin metabolizarea zaharurilor de catre levuri:

- acidul acetic (etanoic); acidul propionic (propanoic); acidul butiric (butanoic); acidul
valerianic (pentanoic); acidul caproic (hexanoic); acidul caprilic (octanoic); acidul capric
(decanoic); acidul lauric (dodecanoic) [35].

Conform opiniilor expuse de diferiti autori, tulpinile de levuri pot produce o cantitate
relativ diferitd de acid butiric, caproic, caprilic, capric si isovalerianic [109, 140, 170].

e Esterii

Din punct de vedere chimic, esterii sunt derivati functionali ai acizilor carboxilici, in care
grupa OH din carboxil este inlocuita prin gruparea OR si se obtin dintr-o molecula de acid si una
de alcool, cu eliminarea unei molecule de apa, reactia fiind reversibila.

Esterii se formeaza in timpul fermentatiei alcoolice si pe perioada de pastrare indelungata
a vinurilor (invechire), contribuind la formarea aromelor de fermentatie si buchetului vinului. In
asa fel, esterii participa la formarea aciditatii volatile a vinului.

La esterificarea biologica a vinurilor se formeaza esterii neutri volatili:

- esterii acidului acetic (acetatii) si omologii lui (propionat, butirat, izovaleriat) cu arome

placute de fructe;

- esterii acizilor grasi (Ce-C12), cu arome florale [35, 195].

e Aldehidele

Aldehidele sunt compusi volatili, care participa la formarea aromei si buchetului de
maturare a vinurilor. Prezenta unor aldehide in concentratii mai mari, influenteaza negativ

calitatea vinului (acetalaldehida si butiraldehida) [5, 35].
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Ciile de formare a aldehidelor in vin sunt multiple: fermentatia alcoolica si malolactica,
enzimatica, oxidarea alcoolilor etc. Cele mai multe si mai mari cantitati de aldehide se formeaza
in timpul fermentatiei alcoolice: etanal, propanal, 2-metilpropanal, butanal, 2-metilbutanal,
glioxal, aldehida piruvica si altele. Acetaldehida sau etanalul reprezintd 90% din totalul
aldehidelor din vin si se formeaza in timpul fermentatiei alcoolice prin decarboxilarea acidului
piruvic, ca produs intermediar la formarea alcoolului etilic.

Prezenta acetaldehidei in vinurile albe nu este dorita, datoritd insusirilor organoleptice
neplacute ale compusilor pe care ii formeaza cu SO; si alte substante din vin [5, 35].

1.5.2. Influenta microorganismelor asupra continutului acizilor organici in vinuri

Acizii organici contribuie in mare masura la formarea compozitiei, stabilitatii si
calitatii organoleptice a vinurilor, in special a celor albe. Proprietatile sporite de conservant
ale acizilor organici, de asemenea contribuie la stabilitatea microbiologica si fizico-chimica
a vinului [66, 118, 195].

Vinurile albe tinere, cu aciditate sporita, au un potential mai mare de maturare. Vinurile
rosii sunt stabile la aciditate mai mica, ca urmare a prezentei substantelor fenolice, care sporesc
aciditatea si ajuta la mentinerea stabilitatii pe intreaga perioada de invechire.

Principalii acizi organici prezenti in vin sunt tartric, malic, citric (acesti 3 acizi detin o
pondere de cca 90% din totalul acizilor prezenti in vin), succinic, oxalic, glicolic si fumaric.
Acidul tartric, citric, malic, succinic si lactic formeaza aciditatea fixa [5, 67, 138].

e Acidul tartric este acidul care caracterizeaza atat strugurii, cat si vinurile, alcatuind 1/3
din acizii aflati in vin. Este un acid puternic, influenteaza mult pH-ul vinului, fiind in acelasi timp
cel mai rezistent la actiunea bacteriilor lactice. Acidul tartric la etapa de formare imprima vinului
o aciditate aspra, dura. Pe masura ce evolueaza vinul, datorita aparitiei alcoolului in mediu si a
scaderii temperaturii, acidul tartric se precipita sub forma de cristale de tartrat de potasiu si tartrat
de calciu. In final, vinul contine intre 2 si 5 g/dm?® de acid tartric. Cel mai greu se depun tartratii
de calciu din cauza substantelor coloidale si a particulelor din suspensie, care impiedica
cristalizarea si depunerea lor. Daca mustul sau vinul nu este protejat de cantitati suficiente de
dioxid de sulf, acidul tartric este utilizat de bacteriile lactice, se declanseaza fermentatia
propionica in timpul maturarii vinului, cu formare de acid dihidroximalic, acid dioxitartric si
saruri complexe cu fierul [5, 35].

e Acidul malic se regaseste in struguri, iar pe durata procesului de vinificare trece in must.

Se cunoaste, ca acidul malic este cel mai raspandit in regnul vegetal, fiind un acid usor
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metabolizat de celulele vegetale. Pentru oenologie, acidul malic este un acid important datorita
faptului, ca reflecta maturitatea strugurilor si finisarea procesului de formare a vinului. Strugurii
verzi contin concentratii inalte de acid malic, care le imprima un gust acru crud de agurida, care
dispare la maturizare. Cantitatea acidului malic in struguri depinde in mare masura de conditiile
climaterice, caracteristicile soiului si conditiile anului, fapt ce influenteaza semnificativ
continutul lui in vin. Acidul malic este usor metabolizat de catre levuri, care il transforma in
alcool etilic si dioxid de carbon. De asemenea, poate fi utilizat de bacteriile lactice, care-I
descompun in acid lactic si dioxid de carbon, procedeu cunoscut sub denumirea de fermentatie
malolactica, care reduce semnificativ cantitatea lui in vin. Concentratia acidului malic se poate
stabiliza prin sulfitare cu dioxid de sulf. In cantitati mici, acidul malic ii confera vinului
fructuozitate. La majoritatea vinurilor albe, la unele vinuri roze continutul de acid malic este
cuprins intre 1 si 6 g/dm?3, iar la cele rosii atinge maxim 5 g/dm? [5, 35, 290, 299].

e Acidul lactic nu exista in struguri, se formeaza la fermentatie, fiind un component natural
al vinului, caruia ii imprima o aciditate moale, agreabila. Apare in vinuri in rezultatul fermentatiei
alcoolice a glucidelor, atingind valorile cuprinse intre 0,2 si 0,4 g/dm?, iar in urma fermentatiei
malolactice cauzate de bacteriile lactice, atinge cantitati cuprinse intre 1 si 2,5 g/dm?. In vin se
intalnesc amestecuri de acid lactic D(-) si L(+), deoarece levurile formeaza izomerul D(-), iar
bacteriile malolactice, izomerul L(+) [194, 195].

e Acidul acetic rezulta in urma fermentatiei alcoolice, fiind unul dintre acizii stabili fata de
bacterii. Cantitatea in care se acumuleaza in vin, depinde mult de specia de levuri, continutul de
glucide in must, temperatura, aerare etc. De asemenea, acest acid rezulta si din alte fermentatii,
in special cele datorate bacteriilor acetice si lactice. In rezultatul acumularii cantitatilor mari de
acid acetic vinul se depreciaza. Alterarea gustativda provocata de acidul acetic este perceputa
printr-o senzatie postgustativa aspra si acra [5, 35].

e Acidul citric in vinuri se regiseste in concentratii mici de 0,1-0,5 g/dm®, iar in vinurile
provenite din strugurii botritizati, ajunge pani la 1 g/dm®. Provine fie din struguri, fie in urma
fermentatiei alcoolice din glucide (in concentratii mai mici), fie in urma corectiei aciditatii, fie
in urma complexarii ionilor ferici proveniti din casarile ferice. Acidul citric este degradat de
bacteriile malolactice, in rezultatul careia creste aciditatea volatila [35].

e Acidul succinic este un acid putin utilizat de bacterii, provine de regula din fermentatia

alcoolica si influenteaza gustul vinului prin imprimarea acestuia nuante acide, sdrate si amare,
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specifice bauturilor fermentate. Ca rezultat al fermentatiei alcoolice el provine din metabolizarea
glucidelor si aminoacizilor de catre levuri. Limitele in care acidul succinic se regaseste in vinuri
sub forma liberi, oscileazi intre 0,2-1,5 g/dm? [5, 35].

e Acidul carbonic este caracteristic vinurilor seci si spumante, carora le imprima proprietati
de perlare si spumare. Dozele de dioxid de carbon in vin variaza in limite largi, functie de
maturitatea vinului, concentratia alcoolului, extract, temperatura si presiunea osmotica.
Vinurile tinere contin 1,5 g/dm? dioxid de carbon, dupa un an continutul poate depasi 2,0 g/dm?,
iar vinurile spumante intre 4 si 8 g/dm?®. De reguli, prezenta dioxidului de carbon in vinul alb
conferd acestuia un gust inedit, placut, provoaca o senzatie racoritoare de prospetime, iar in
vinurile rosii accentueaza asprimea si duritatea lor [35].

e In cantitati foarte mici (urme) se regaseste in vinuri acidul citromalic, acidul gliceric, acidul
dioxilic, acidul piruvic, acidul oxilacetic, acidul a-cetoglutamic, acidul gluconic, acidul glucuronic
etc. Dintre acizii care caracterizeaza aciditatea volatila a vinurilor este necesar de mentionat:
acidul formic, acetic, propionic, butiric, valerianic, capronic, caprilic, caprinic etc. [5, 195].
1.5.3. Rolul levurilor in formarea compusilor cu sulf

Cresterea si multiplicarea levurilor este conditionata inclusiv si de prezenta in must a
unor surse asimilabile de sulf, cum ar fi sulfatii, biotina si tiamina. O parte din levuri consuma
sulful din metionind, deoarece cistina si Cisteina penetreaza greu membrana plasmatica si sunt
greu asimilabile. Sulful reprezinta 0,2-0,8% din substanta uscata a levurilor, deoarece intra in
structura proteinelor si a unor cofactori enzimatici (biotina, tiamina, acidul lipoic etc.). Celulele
de levuri reduc sulfatii in sulfiti si hidrogen sulfurat, care sunt utilizati pentru biosinteza
aminoacizilor sulfatati. Compusii volatili cu sulf patrund in vin din mai multe surse. Ei provin
din struguri, in rezultatul fermentarii, reactiilor chimice in timpul pastrarii, precum si din
utilajul de lemn utilizat [126].

In perioada pastririi vinurilor pe sedimentul de levuri, in rezultatul autolizei, sub actiunea
cisteindesulfhidratazei, care actioneaza asupra compusilor cu grupe -SH, se poate forma
hidrogenul sulfurat, care in functie de tulpina de levuri si compozitia mediului (concentratia
sulfatilor si compusilor organici cu sulf), se poate elimina in mediul nutritiv pe durata ciclului
vital. Acesta influenteaza negativ calitatea vinurilor, formand etil mercaptani, care imprima
vinurilor gust si aroma nedorita. Prin metabolizarea compusilor cu sulf, levurile pot produce 10-

80 mg/dm?3 dioxid de sulf, la sfarsitul perioadei de fermentatie [5, 35, 104, 171].
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In ultimii ani, compusii cu sulf au devenit un subiect de studii pentru a identifica originea
lor, precum si impactul acestora asupra calitatii vinului. In general, compusii sulfului au un efect
negativ asupra calitatatii vinului. De exemplu, H.S, etilmercaptanul si metantiolul au un impact
negativ semnificativ asupra aromei vinului atunci cand sunt prezenti in concentratii mai mari
decat pragul de perceptie a acestora. Cu toate acestea, unii compusi contribuie in mod pozitiv la
formarea buchetului de vin prin acordarea aromei specifice de soi [124, 126, 127].

H>S are un impact negativ asupra calitatilor senzoriale ale vinului pentru ca imprima
vinului o aroma de "ou alterat”, ce prezintd o problema in vinificatie. H2S este un produs
nedorit al fermentatiei alcoolice efectuate de catre S. cerevisiae si, prin urmare, este important
de utilizat levuri, care nu genereaza H»S. Dimetilsulfidul (DMS) face parte din categoria
compusilor cu sulf extrem de volatili, care contribuie 1n mod pozitiv la buchetul vinurilor.
Unii cercetatori au descris aroma de DMS ca "sparanghel", "porumb" si "melasa", iar altii ca
"gutui" sau "trufe", in functie de concentratia DMS si tipul de vin [127].

Trei probleme principale intalnite la analiza compusilor cu sulf din vin sunt complexitatea
matricei de probd, concentratia mica, care trebuie s fie determinata si natura extrem de reactiva
a acestor compusi. Literatura de specialitate indica aplicarea mai multor tehnici analitice. Tiolii
pot fi determinati cu electrodul ionic specific de sulf [176, 211, 242], insd metodele
spectrofotometrice sunt mai practice si disponibile. De fapt, compusii cu sulf pot fi detectati
colorimetric utilizand albastru de metilen [176, 211, 242] sau acidul 5,5 -ditiobis nitrobenzoic
[102, 145]. Dimetilsulfidul poate fi determinat dupa reactia cu nitroprusiat de sodiu [170]. in
unele dintre aceste metode se utilizeaza reactivi specifici, cum ar fi acetatul de zinc, celuloza, precum
si hidroxidul de cadmiu [176, 211, 242]. In prezent, p-hidroximercuribenzoatul (pHMB) este cel mai
utilizat reactiv pentru determinarea unor compusi cu sulf. El reactioneaza in mod specific cu grupurile
tiol, care pot fi eliberate cu adaos de glutation sau cisteind in exces [57, 131, 243, 244].

1.5.4. Rolul levurilor in formarea compusilor cu efect nociv

Levurile influenteaza in mod direct asupra calitatii vinurilor din cauza formarii compusilor
cu actiune pozitiva sau negativa.

In vinuri, produsele toxice de baza sunt considerate: alcoolul metilic, aminele biogene,
carbamatul de etil, Ohratoxina A, aldehidele etc. Continutul acestor compusi depinde de
calitatea materiei prime, conditiile de fermentatie si pastrare a vinului si de tulpinile de levuri

utilizate[41, 43, 50, 216].
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Alcoolul metilic sau metanolul nu este un produs direct al fermentatiei alcoolice, deoarece
nu se formeaza prin metabolizarea zaharurilor de catre levuri. Rezultd in timpul fermentatiei
alcoolice pe cale enzimatica, prin hidroliza pectinelor solubile provenite din struguri, sub
actiunea enzimei pectin-metil-esterazei (PME). Are loc o demetilare a esterilor
galacturanopiranozici din compozitia pectinei, cu insolubilizarea acidului pectic si formarea
metanolului.

Prin metabolizarea metanolului in ficat rezultd acidul formic, care este un metabolit foarte
toxic. Afecteaza nervul optic, slabind vederea. Doza zilnica admisa este de 0,5 mg/kg greutate
corporald, respectiv 30 mL/zi pentru un adult de 70 kg. Fiind toxic pentru organism, concentratia
alcoolului metilic in vin nu trebuie sa depaseasca 0,35% vol. [35].

Aminele biogene se divizeaza in monoamine (amine volatile) si poliamine (amine
nevolatile). Ele sunt produse secundare ale fermentatiei, desi sunt prezente si in struguri (in
perioada maturarii boabelor), must si vin. Se formeaza prin metabolizarea azotului de catre
microorganisme (in special bacteriile lactice si levuri), dar s-a constat, ca aminele alifatice pot fi
formate ”in vivo” prin aminarea aldehidelor corespunzatoare. Biosinteza aminelor biogene se
realizeaza prin decarboxilarea a-aminoacizilor de catre enzimele amindecarboxilazice, care au in
calitate de coenzimi codecarbozilaza. In functie de aminoacidul decarboxilat rezulti amina
biogena corespunzatoare [5, 10, 35, 128, 129, 132].

Astfel, precursorii aminelor biogene sunt: triptofanul din care rezulta triptamina; serina —
etanolamina; fenlialanina — feniletilamina; histidina — histamina; tirozina — tiramina; lizina —
cadaverina; ornitina — putrescina; arginina — spermina, spermidina si augmentina.

Majoritatea aminelor biogene sunt toxice pentru organism datoritd efectelor fiziologice pe
care le produc in prezenta alcoolului. Unele din ele imprimd aromd neplacutd si un gust
dezagreabil vinurilor (cadaverina, putrescina, spermina, spermidina).

Astfel, s-a stabilit ca histamina (imidazoletilamina) stimuleaza secretia gastrica, provoaca
alergii si creaza senzatii de voma. Tiramina actioneaza ca un neurotransmitator, provoaca
hipertensiune arteriala, implicit migrene, dureri de cap, ameteli si febrd, iar multe din
suplimentele pentru slabit contin tiramina datorita capacitatii sale de a creste nivelul de
dopamina. Serotonina induce somnul, feniletilamina excita sistemul nervos, iar adrenalina, care
face parte din grupa catecolaminelor, mediaza sistemul hormonal [5].

Aminele biogene au capacitatea de a provoca stresul, toxiinfectii alimentare, blocheaza

unele functii biologice si fiziologice ale organismului, sunt responsabile de perturbarea
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metabolismului, etc. Dintre aminele biogene, ce se pot regasi in vin, din punct de vedere
toxicologic, atentie se acorda histaminei, tiraminei si - feniletilaminei [5].

Pragul de toxicitate al histaminei, care este consideratd pericolul cel mai eminent al
vinurilor, este foarte mic 3,5 mg/dmq. In vinuri, din diferite cauze, concentratia ei poate ajunge
pani la 30 mg/dm?, pe cand standardele UE, stabilesc normele aminelor biogene in vinuri la
limita de 3-5 mg/dm?. Actiunea toxici a lor este amplificati de alcoolul din vin [5, 35, 99].

Carbamatul de etil provine din uree, care este diamina oxidului de carbon. Formarea
carbamatului de etil in vin decurge atat prin mecanisme biochimice (datorate levurilor si
bacteriilor), cat si prin mecanisme chimice (preponderente in cursul invechirii vinului).

Levurile, in timpul fermentatiei alcoolice, pot produce carbamat de etil in cantitate de
cel putin 3 pg/L, deoarece si in biomasa levuriand si in must exista precursorii acestuia (urea,
citrulina, arginina). Carbamatul de etil se formeaza in cantititi foarte mici la inceputul
fermentatiei, deoarece ureea este consumata preponderent ca nutrient si in cantitati mai mari spre
sfarsitul fermentatiei cand ea se acumuleaza in mediu si reactioneaza cu alcoolul etilic. Cantitati
mai mari de carbamat de etil apar la alcoolizarea vinului (cazul vinurilor licoroase) si la vinurile
provenite din struguri care au atins greu maturitatea [5, 35].

Carbamatul de etil, ca si precursorul sau principal ureea, nu afecteaza de fapt insusirile
organoleptice ale vinului, insa merita atentie prin faptul ca este potential cancerigen.

Vinurile contin in medie 8 pg/L carbamat de etil, iar doza admisibilda pentru consumul
uman este de 0,3 pg/kg corp-zi, adica 20-25 pg/zi [5, 35, 249].

In cadrul Organizatiei Internationale a Viei si Vinului a fost creati o Comisie de examinare
a problemelor de siguranta alimentara a vinurilor si influenta lor asupra sanatatii consumatorilor
numité ,,Sante et securite”. In cadrul acestei comisii sunt examinate, cercetate si reglementate
substantele cu efect nociv asupra sanatatii umane [193].

Astfel, selectarea, argumentarea stiintifica si practica a utilizarii tulpinilor de levuri pentru
producerea vinurilor cu grad igienic sporit, va contribui la elaborarea regimurilor tehnologice noi
de producere a vinurilor de calitate inalta, ce va favoriza comercializarea lor.

1.6. Rolul microorganismelor non-Saccharomyces si importanta lor tehnologici la
fabricarea vinurilor

In ultimii ani utilizarea levurilor non-Saccharomyces in fermentatia si formarea vinururilor
tot mai des preocupa atat specialistii din tarile cu traditii in vinificatie (Franta, Spania, Italia,

Portugalia, Grecia), cat si din alte tari (Australia, Chili, Argentina, Africa de Sud) [219, 254, 271].
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Unii autori considera, ca impactul acestora asupra calitatii vinurilor este negativ, altii
descopera unele capacitati tehnologice favorabile ale acestui grup de levuri. Capacitatea lor de a
reda complexitate produsului finit, de a produce arome si enzime variate este relatata in
numeroase publicatii stiintifice [74, 81, 84, 109, 111, 204, 241, 275].

Diversitatea taxonomica a levurilor non-Saccharomyces cuprinde numeroase genuri $i
specii, fiecare avand trasaturi fiziologice si activitati metabolice unice. Genurile frecvent intalnite
in mediile de vii si crame includ Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia, Candida si
Zygosaccharomyces, printre altele. Diversitatea genetica si fenotipica din aceste genuri duce la
variatii in cinetica fermentatiei, toleranta la stres si cdile metabolice ale diferitelor tulpini de
levuri [82, 162].

Astfel, utilitatea oenologica a levurilor non-Saccharomyces este relatata de K. Zott, et al.,
care prin analiza tiolilor volatili a demostrat levurile neconventionale — non-Saccharomyces
transforma precursorii -S ai Cisteinei in arome chiar si la o fermentatie partiala [275].

In cadrul Departamentului de Biotehnologii Agrare de la Universitatea din Firenza, precum
si Departamentului de Microbiologie Alimentara, Industriala si Ambientalda SAIFET de la
Universitatea Politehnica din Ancona, Italia, cercetatorii P. Domizio, C. Romani, L. Lencioni
s.a., printr-un scrining din 55 tulpini de levuri non-Saccharomyces de genul Hanseniaspora,
Pichia, Saccharomycodes si Zygosaccharomyces au stabilit utilitatea lor pentru vinificatie,
exprimata prin producerea metabolitilor secundari valorosi ai fermentatiei, demonstrind, ca
aceste tulpini sunt instrumente microbiologice utile in industria oenologica [74, 81, 168, 173].

Levurile non-Saccharomyces coexista frecvent cu Saccharomyces cerevisiae in timpul
fermentatiei vinului, influentdnd cinetica fermentatiei, compozitia vinului si caracteristicile
senzoriale. In timp ce unele specii prezinti interactiuni sinergice, imbunatitind eficienta
fermentatiei si complexitatea aromei, altele pot concura pentru nutrienti si substraturi, afectand
potential rezultatele fermentatiei.

F. Comitini, M. Gobbi au constatat, ca fermentatia mixta prin inocularea speciilor
conventionale — Saccharomyces si neconventionale — non-Sachharomyces, permite inbunatatirea
semnificativa a caracteristicilor organoleptice si analitice ale vinurilor, dar este necesar de
monitorizat compusii toxici ai fermentatiei [74].

Cercetarile ce tin activitatea enzimatica a tulpinilor de levuri non-Saccharomyces, au
stabilit ca tulpinile din genul Hansenula posedd activitate P-glucozidazica inalta [100].

Zarosso, B. et al. au stabilit activitatea proteazica, esterazica si pectinazica a circa 60 tulpini de
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levuri neconventionale si au demonstrat capacitatea tulpinilor indigene de a produce enzime
extracelulare cu semnificatie tehnologica ce redau vinului proprietati senzoriale specifice
soiului de struguri [269].

In Grecia, in cadrul Laboratorului de Biotehnologii ale Industriei Fermentative al
Departamentului de Oenologie al Institutului de Tehnologii Educationale din Atena, P.Tataridis,
A. Kanellis s. a. au studiat posibilitatea obtinerii vinurilor si berii cu ajutorul tulpinii Torulaspora
delbrueckii. S-a stabilit ca aceasta fermenteaza lent, iar pentru finalizarea procesului este nevoie
de o tulpina Saccharomyces. In schimb, tulpina are capacitatea de a produce cantititi mai mari
de acizi organici, glicerol si 2-feniletanol, comparativ cu levurile din genul Saccharomyces. La
analiza senzoriald, s-a stabilit ca vinul fermentat cu tulpina Torulaspora delbrueckii are o
aciditate mai 1naltd, ceea ce imprima prospetime, complexitate floral-fructatd aromei, fiind
apreciata cu o inalta notd organoleptica [241].

La Institutul de Biotehnologie a Vinului, Departamentului de Viticultura si Oenologie din
Matieland (Stellenbosch) din Africa de Sud, N. P. Joly, O.P. Augustin, in colaborare cu LS.
Pretorius de la Institutul de Cercetari a Vinului din Glen Osmond, Australia, au studiat influenta
separata a levurilor non-Saccharomyces si combinata cu a levurilor Saccharomyces, asupra
procesului de obtinere a vinurilor. S-a analizat cinetica de fermentatie, indicii analitici si
biochimici ai musturilor diferitor soiuri de struguri. S-a constatat ameliorarea calitatii vinurilor
in mostrele fermentate cu maieli combinate, acestea imprimandu-i vinului gust si aroma specifica
strugurilor. Astfel, aceastd practica permite a descoperi noi tipuri de vin cu aroma specifica
factorului ,terroir”, comparativ cu majoritatea vinurilor obtinute dupa tehnologia clasica. Pe
aceasta cale tarile cu traditii vechi in vinificatie au cucerit pietele de desfacere mondiala [111].

Mendoza L. et al. au studiat posibilitatea obtinerii vinurilor argentiniene cu caracteristici
organoleptice deosebite cu ajutorul tulpinilor conventionale si non-Saccharomyces. in rezultat s-
a propus o tehnologie noud de obtinere a vinurilor cu caracteristici specifice vinurilor din
Argentina bazata pe fermentatia initiald cu tulpina Kloeckera apiculata, apoi cu Saccharomyces,
lar la sfarsitul fermentatiei alcoolice inocularea bacteriilor lactice O. oeni, pentru reducerea
aciditatii aspre a vinurilor [148].

Performanta in acest domeniu au atins si producatorii de levuri active uscate. Pana nu demult,
in lume nu se cunostea nici o specie non- Saccharomyces, in forma de LAU, suficient de eficienta
din punct de vedere tehnologic, pentru a promova producerea si utilizarea lor in oenologie.

Vinificatorii nu se puteau baza pe dezvoltarea spontana a levurilor indigene pentru a beneficia de
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efectele pozitive, din cauza riscului neproducerii fermentatiei si abaterilor senzoriale inerente.

Actualmente insa, astfel de tulpini uscate active din genul T. delbrueckii sunt disponibile pentru

vinificatori. Acest gen trebuie s fie utilizat in combinare cu genul Saccharomyces pentru a efectua

eficient si rapid fermentatia alcoolica. In consecinti, combinatiile dintre Saccharomyces si non-

Saccharomyces, pentru fermentatia vinurilor, sunt intalnite astazi sub forma activa uscata si

contribuie la imbunatatirea calitatilor senzoriale ale vinurilor, dezvaluind proprietati organoleptice

specifice. Asadar, studiul bibliografic a literaturii de specialitate, cu privire la utilizarea levurilor

non- Saccharomyces la fermentatia alcoolica in vinificatie, a scos in evidenta mai multi factori:

Levurile Torulaspora delbrueckii produc profile aromatice specifice la fermentatie,
amelioreaza proprietatile organoleptice ale vinulurilor si se recomanda utilizarea lor de rand
cu tulpinile Saccharomyces;
Utilizarea levurilor Torulaspora delbrueckii in vinificatie este posibila in combinatie cu (una
sau mai multe) tulpini Saccharomyces cerevisiae, levuri care asigura finalizarea fermentatiei
alcoolice intr-un timp rezonabil. Insa este necesar de a studia, din punct de vedere aplicativ,
cantitatea de inocul, precum si de a modela momentul sau strategia de inoculare (co-
inoculare, inoculare secventiald). Studii privind sinergismul interactiunii dintre aceste doua
specii sunt relativ putine, in special din punct de vedere al cuantificarii efectului acestei
interactiunii.
- Influenta mediului nutritiv asupra dezvoltarii acestor doua tulpini diferite este, de
asemenea putin studiatd. Cu toate acestea, putem presupune ca exista o concurenta intre cele
doua specii vis-a-vis de anumite componente de nutritie cum ar fi sursa de azot, vitamine si
oligoelemente.

In tabelul 1.1 este redati interactiunea intre speciile levuriene si indicat scopul utilizarii,

modul de administrare si autorii acestor cercetari.
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Tabelul 1.1. Utilizarea tulpinilor non-Saccharomyces in Vinificatie

. - Modul de .
Speciile utilizate Scopul administrare Referinte
Reducerea
continutului de acid
S. cerevisiae / acetic si majorarea [48, 72, 106]

T. delbrueckii

complexitatii
aromatice a
vinurilor

Tulpini secventiale

S. cerevisiae /

Levuri imobilizate

S. pombe si Degradarea acidului . [69, 237, 267]
; . (proces pe lot si
Schizosaccharo- malic .
myces spp continuu)
S. cerevisiae / Crestergq Levuri imobilizate
concentratiei de - . [70, 71]
C. stellata glicerol (tulpini secventiale)
. Cresterea L
S. cereV|5|ae:( C. concentratiei de Tulpini mlxte sau [245]
cantarellii glicerol secventiale
S. cerevisiae / Cresterea profilului Tulpini mixte sau [217]
C. stellata aromatic secventiale
Stimularea FA
S. cerevisiae / naturala

H. uvarum

(ameliorarea

Tulpini mixte sau

[149, 165, 166, 273]

(K. apiculata) complexitatii secventiale
aromatice)
Reducerea acizilor
S. cerevisiae / t't.ral.)'“ prin - . [116, 151]
diminuarea Tulpini secventiale
K. thermotolerans ..
concentra-tiei
acidului acetic
S. cerevisiae / Degradarea_ acidului FA mixti [117]
I. orientalis malic
S. cerevisiae / Majorarea
P fermentans compleX}tat;u Tulpini secventiale [73]
aromatice
S. cerevisiae / Majorargea tlplllor FA mixti [42]
P. kluyveri varietali
S. cerevisiae / Ameliorarea o [112, 274]
. Lo . FA mixta
C. pulcherrima profilului aromatic
S. cerevisiae / Ameliorarea
' concentratiei de FA mixta [93]
D. vanriji ;
geraniol
Influenta asupra
S.cerevisiae proprietatilor Reproducere in
/Schizosaccharo- organoleptice si timpul maturarii [175]

myces et Pichia

fizico-chimice ale
vinului

vinurilor
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1.7. Metode de identificare taxonomica a microorganismelor izolate

Identificarea - este procesul de descoperire si inregistrare a trasaturilor organismelor, asfel
incat ele sa poatd fi introduse intr-o schema taxonomica globala.

Levurile reprezinta un grup taxonomic complex si heterogen de microorganisme
monocelulare de tip eucariot, care se Tnmultesc prin Tnmugurire, ca forma generala de reproducere,
si In mod particular prin ascospori formati pe cale asexuata si sexuatd (in urma proceselor de
conjugare intre celule) [9].

1.7.1. Metoda traditionala de identificare taxonomica a microorganismelor izolate

Studierea unei tulpini de levuri in vederea identificarii ei prevede izolarea in culturd pura
pornind de la o singurd celuld. Pentru aceasta se utilizeaza medii nutritive lichide si solide
specifice si se aplica tehnici microbiologice speciale. Dintr-o proba se pot obtine mai multe
culturi pure, descendente fiecare de la o singura celula, la care se aplica testele de identificare
si clasificare [16, 281].

Pentru diferentierea speciilor, in prezent se utilizeaza caracteristici fenotipice, genetice,
biochimice si fiziologice [77].

Caracteristici fenotipice. Aceste caracteristice includ caracterele morfologice: caracteristica
celulilor si coloniilor pe mediu lichid/solid, modul de inmultire vegetativa (inmugurire, eventual
sciziune), tipul inmuguririi (polar, multipolar) si orice alte trasaturi externe observabile.

Aceste caracteristici urmaresc evaluarea celor mai specifice caractere de ordin morfologic,
prin ansamblul carora sa se poata stabili, cat mai precis posibil, indentitatea microorganismului,
realizandu-se astfel clasificarea lui [16, 281].

Caracteristici biochimice si fiziologice. Pentru completarea profilului taxonomic se
efectueaza urmatoarele testari clasice: capacitatea de fermentatie a zaharurilor, productia de alcool
sau alte metaboliti specifici, asimilarea nitratilor, capacitatea de scindare a arbutinei, toleranta la
anumite conditii de mediu (temperatura, pH), si orice alte procese interne legate de supravietuirea
si dezvoltarea levurilor [281].

Pentru determinarea proprietatilor fiziologice de baza a culturilor de levuri prin studierea
fermentatiei selective a glucidelor in calitate de mediu nutritiv se utilizeaza autolizatul de levuri
(1:10) cu adaugarea a cate 2% a unuia din zaharurile studiate: lactoza, rafinoza, zaharoza, galactoza,

maltoza, glucoza s.a.
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Caracteristici genetice. Identificarea ideala este pe baza structurii ADN-ului levurian, prin
teste de biologie moleculara (PCR), dar deocamdata, datorita preturilor ridicate, nu intrd in rutina
laboratoarelor.

1.7.2. Tehnologia PCR pentru identificarea taxonomici a microorganismelor izolate

Reactia in lant a polimerazei tradusa si ca reactie de polimerizare in lang este 0 metoda de
sinteza in vitro a ADN-ului prin amplificarea perechilor de baze componente. Este frecvent
desemnata cu acronimul PCR derivat din limba engleza (Polymerase Chain Reaction). Metoda a
fost dezvoltata de Kary Mullis in 1983 [22, 115, 182].

Reactia de polimerizare in lant PCR (polimerase chain reaction) are la baza o tehnologie in
Vitro care imita capacitatea naturala de replicare a ADN si care consta in generarea rapida a unor
copii multiple a unei secvente nucleotidice (ADN sau ARN) dintr-o gena de interes sau un patogen
specific; produsul amplificat PCR este apoi detectat prin diverse metode. Numarul de copii ale
secventei creste exponential cu fiecare ciclu de amplificare, deoarece fiecare secventa nucleotidica
nou sintetizatd constituie o matrice pentru o noud copie. Produsul PCR care reprezintd o copie a
ADN/ARN original este denumit amplicon. Aceasta metoda permite detectarea cu specificitate
foarte mare a unor concentratii foarte scazute ale secventei [115]. Amplificarea se realizeaza intr-
un analizator special (thermal cycler), iar amestecul de reactie trebuie sa contind urmatoarele
elemente:

- ADN sau ARN: extras din proba in cursul etapei de prelucrare;

- enzima care faciliteaza sinteza lantului complementar de acid nucleic: ADN polimeraza Taq
(izolata din Thermophilus aquaticus)

- cofactori enzimatici: Mg?* si/sau Mn?*;

- primeri (P1 si P2): secvente scurte, monocatenare, cu lungimea maxima 20-30 nucleotide,
care se leaga de o matrice monocatenara prin imperecherea complementara a bazelor, care servesc
ca punct de plecare pentru sinteza lantului complementar cu ajutorul ADN polimerazei, marcind
inceputul si sfarsitul regiunii care trebuie sa fie amplificata;

- deoxinucleotidele (dATP, dGTP, dCTP si dUTP): folosite pentru sinteza noii catene ADN
prin atasarea lor la capatul primer-ilor, complementar cu matricea;

- amperaza: enzima care promoveaza amplificarea selectiva a tintei si distrugerea produsilor

de contaminare din cursul reactiilor de amplificare anterioare; catalizeaza clivarea ADN-ului, care

contine deoxiuridina la inceputul primului ciclu de amplificare si nu degradeaza ADN-ul sau

ARN-ul tinta [34].
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Reactia PCR se desfisoard in 3 etape:
1. Denaturarea: in urma incalzirii amestecului de reactie la 94°C, ADN-ul este separat (denaturat)
in 2 catene;
2. Hibridizarea primer-ilor: ca urmare a scaderii temperaturii la 55-70°C, primer-ii Se vor atasa
complementar la capetele 3’ ale celor 2 catene;
3. Elongafia: la temperatura de 72°C, ADN-polimeraza termostabild in prezenta Mn?* si a
excesului de deoxinucleotid-trifosfagi (deoxiadenozina, deoxiguanozina, deoxicitidina si
deoxiuridina) va extinde primer-ii atasati in lungul matricei si va produce un amplicon ADN.
Analizorul va repeta automat acest proces pentru un numar stabilit de cicluri (de obicei 30-35), la

fiecare ciclu dublandu-se cantitatea de amplicon ADN.

=
=
=
9]
o

Fig. 1.1.  Procesul de elongatie a ADN-ui [34]

La randul sau, procesul global de amplificare desfasurat de-a lungul unui numar definit de
cicluri poate fi divizat in 3 faze:
- Exponentiala: la fiecare ciclu se dubleaza cantitatea de amplicon ADN (se admite o eficienta
de 100% a reactiei);
- Liniara: pe masura ce componentele reactiei sunt consumate, se produce o incetinire a reactieli,
iar produsii PCR incep sa se degradeze;
- Platou (end-point): reactia este stopata, nu se mai formeaza alti produsi de amplificare, iar daca
faza se prelungeste produsii PCR vor suferi o degradare importanta [34].

Metodele PCR traditionale (conventionale) au la baza o detectie a produsilor PCR 1in faza
de platou a procesului (detectie end-point). In ultimii ani, tehnologia PCR a fost revolutionati
prin dezvoltarea metodelor de detectie in faza exponentiala (detectie in timp real: real-time PCR).

Tehnologia real-time PCR prezintd numeroase avantaje fata de cea conventionala:
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- acuratete mai mare a rezultatelor obtinute (efectuarea detectiei se realizeaza in faza precoce
a reactiei, respectiv in faza de crestere exponentiala a amplificarii, cand se produce o dublare
exacta a cantitatii de amplicon la fiecare ciclu. Detectia in acest moment este optima in sensul ca
rezultatele coreleaza mai bine cu nivelul initial al tintei, comparativ cu tehnica PCR
conventionald, unde detectia are loc in faza de platou, dupa ce reactia a fost stopata, iar produsii
au inceput sa degradeze;

- domeniul de linearitate mult extins (sunt necesare mai putine dilutii ale probelor);

- limita inferioara de detectie mult imbunatatita (se pot detecta cantitagi mai mici ale ADN-
ului, ce este un avantaj esential) [34].
1.7.3. Ildentificarea taxonomica a microorganismelor izolate prin utilizarea spectroscopiei

FT-IR
Spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FT-IR) are la baza o sursa de lumina

ce contine radiatie infrarosie, care trece prin proba si determina miscari vibrationale. Aceste
miscari vibrationale se datoreaza faptului, ca legaturile chimice din interiorul moleculelor in
timpul trecerii radiatiei infrarosii prin proba absorb energia luminoasa de la fotoni. Miscarile
vibrationale ofera informatii despre structura chimica a probei, informatii care apar sub forma
unui spectru FT-IR.

Schema simplificata si partile componente de baza ale spectrometrului FTIR sunt in fig. 1. 2. [101]:

1. Sursa de radiatie infrarogie — prin aplicarea unui

Divizor de
fascicul

curent electric, aceasta genereaza un spectru larg de
emisie, care este filtrat cu ajutorul unui
monocromator pentru a acoperi intervalul de 300 Oglinda

cm' — 4000 cm™ (2,8 — 33 um), considerat optim

Drum optic

J

Oglinda

pentru analiza spectroscopica.

2. Interferometrul — fasciculul emis de sursa este
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3. Compartimentul probei— radiatia IR interactioneaza cu proba in functie de natura sa, fie fiind
transmisa, fie reflectatd. Aceasta interactiune ofera informatii esentiale privind compozitia
chimica a probei analizate.

4. Detectorul — capteaza intensitatea radiatiei si o converteste in semnale electrice, utilizand
diverse mecanisme de conversie. Spre exemplu, detectorii termici functioneazid pe baza
modificarii proprietatilor fizice cauzate de incdlzirea indusd de absorbtia radiatiei IR. Energia
radianta este transformata in energie termica, care, la randul sau, este convertita intr-un semnal
electric.

5. Sistemul electronic si procesarea datelor — semnalul detectat este digitalizat si transmis catre

computer, unde este prelucrat prin transformata Fourier. In final, spectrul infrarosu obtinut este

afisat utilizatorului pentru interpretare si analiza.

1.8.  Colectia Ramurald de Microorganisme pentru Industria Oenologica din Republica
Moldova

Tulpinile de levuri oenologice au fost supuse unui proces de selectie extins, desfasurat pe
parcursul mai multor secole, caracterizat printr-o abordare permanenta si sistematica. Aceasta
selectie a fost orientata catre identificarea si promovarea caracteristicilor valoroase ale tulpinilor,
avand un impact semnificativ asupra calitdtii vinului rezultat. Rezultatul acestui proces a fost
constituirea unor colectii specializate de levuri destinate vinificatiei, accesibile vinificatorilor
pentru a le asigura att fiabilitatea performantei, cat si diversitatea vinurilor obtinute. in domeniul
practicii viticole, exista numeroase procese care pot fi influentate de tulpinile de levuri utilizate
in fermentatia mustului, insd una dintre cele mai frecvente provocdri este reprezentatda de
fermentatia lenta si nedeplind a zaharurilor din must.

De-a lungul timpului, s-a constatat ca unele tulpini de levuri sunt fiabile in procesul de
fermentatie, in timp ce altele se adapteaza cu dificultate la conditiile mediului, prezentand o
activitate fermentativa redusd sau devenind inactive inainte de a consuma complet zaharurile.
Aceasta varietate in comportamentul tulpinilor poate contribui la scaderea calitatii vinurilor si la
aparitia riscurilor de alterare microbiologica a acestora.

La nivel global, diverse tari au instituit colectii de culturi de microorganisme sub egida
Federatiei Mondiale a Culturilor de Colectie. In Europa, colectiile de microorganisme ale a 17
tari vinicole sunt unite in cadrul Organizatiei Culturilor de Colectie Europene. Cea mai mare si
recunoscuta institutie pentru pastrarea colectiilor de culturi de microorganisme este Colectia

Americana de Culturi Tipice [38, 87].
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in Republica Moldova, in conformitate cu Tratatul de la Budapesta privind recunoasterea
internationala a depozitelor de microorganisme si in scopul protejarii proprietatii industriale, a
fost 1infiintatd Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene. Aceastd initiativa,
reglementatd de Hotararea Guvernului, a avut drept rezultat aprobarea Regulamentului Colectiei
Nationale de Microorganisme Nepatogene prin Hotdrarea Guvernului. Institutul Stiintifico-
Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare din Republica Moldova reprezintd o institutie
unica care detine doud colectii ramurale de microorganisme relevante pentru industria vinicola
si prelucrarea laptelui.

Colectia de microorganisme pentru industria oenologica este conservata in laboratorul de
Biotehnologii si Microbiologie a Vinului timp de peste 30 de ani. Scopul principal al Colectiei
CRMIO este conservarea caracteristicilor morfologice si fiziologo-biochimice ale tulpinilor
depozitate. In acelasi timp, se urmireste selectionarea de noi tulpini de levuri capabile si produci
cantitati semnificative de glicerol in conditii optime de formare a acizilor volatili si esterilor, sa
elibereze cantitati ridicate de aminoacizi si sa aiba un nalt potential vitaminogen. Aceasta are ca
rezultat furnizarea intreprinderilor vinicole din Republica Moldova a unor levuri selectionate
pentru diverse procese biotehnologice, inclusiv fermentatia mustului, fermentatia secundara si
dezacidificarea biologica [18].

Colectia ramurald de microorganisme pentru industria oenologicd este pdstratd in Sectia
”Tehnologii in vinificatie” pe durata a peste 30 ani.

In colectia de microorganisme a sectiei ” Tehnologii in vinificatie” a INCAAMV sunt
depozitate 111 tulpini de levuri din genul Saccharomyces din diferite specii cum ar fi:

a) Saccharomyces vini — 59 tulpini;
b) Saccharomyces cerevisiae — 31 tulpini;
¢) Saccharomyces bayanus — 9 tulpini;
d) Saccharomyces oviformis — 5 tulpini;
e) Saccharomyces uvarum — 3 tulpini;
f) Saccharomyces steineri — 2 tulpini;
g) Saccharomyces pasterieur - 1 tulpina;
h) Saccharomyces chodati -1 tulpina.
Permanent se efectueaza cercetari stiintifice de izolare si selectare a tulpinilor de levuri din

diferite vinuri obtinute in ani deosebiti dupa conditiile climaterice. Aceasta permite anual de a
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evidentia 2-3 tulpini de levuri rezistente la diferiti factori tehnologici (concentratii nalte sau
scazute de zahar, aciditate inalta s. a.).

In colectie sunt de asemenea 30 tulpini de levuri destinate fabricarii vinurilor spumante
(izolate la fabrici de vinuri din Ukraina si Rusia, din regiunile Artemovsc, Novii Svet, Magaraci,
precum si de la fabricile de vinuri S.A. “Cricova” si S.A. “Vismos”). Din tulpinile de levuri
susmentionate in colectia de microorganisme se regasesc:

a) Saccharomyces cerevisiae — 4 tulpini;
b) Saccharomyces vini — 16 tulpini;
c) Saccharomyces oviformis — 4 tulpini
d) Saccharomyces bayanus — 6 tulpini s.a.
Dintre levurile non-Saccharomyces in colectie sunt depozitate 10 tulpini, printre care:
a) Debariomyces — 2 tulpini;
b) Candida — 2 tulpini;
c) Pichia— 2 tulpini;
d) Hansenula— 1 tulpina;
e) Fabospora -1 tulpina;
f) Zygosaccharomyces — 1 tulpina;
g) Torulaspora delbrueckii/ Enartis FERM (Italia, 2016) -1 tulpina.

In total colectia de microorganisme vinicole depozitate intruneste circa 151 tulpini de levuri
din diferite genuri si specii [18].

1.9. Sinteza problematicii tratate

Cercetarile stiintifice realizate in prezent atestd ca levurile sunt o parte componenta
ecologica a naturii si trec trei cicluri de dezvoltare: natural, apropiat de cel natural si artificial.

Levurile autohtone reprezinta levurile, care se gasesc in diferitele regiuni vitivinicole si pot
fi utilizate la obtinerea unor vinuri de calitate superioara si specifice regiunii respective.

Levurile autohtone sunt adaptate la conditiile climatice si de sol specifice, ceea ce le face
mai robuste 1n fata schimbarilor de mediu. Utilizarea acestora poate reduce nevoia de interventie
umana n procesul de fermentatie si poate preveni aparitia unor defecte in vin. Ele pot influenta
profilul aromatic si gustativ al vinului, prin producerea de compusi specifici regiunii. Utilizarea
acestor levuri poate fi benefica pentru dezvoltarea sectorului vitivinicol local, prin promovarea

unor caracteristici specifice regiunii.
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Studiile recente au demonstrat ca levurile autohtone pot contribui la reducerea impactului
asupra mediului, prin utilizarea acestor levuri autohtone, se elimina necesitatea transportului si
achizitionarii de levuri comerciale de la distante considerabile. Acest lucru poate contribui la
reducerea amprentei de carbon asociate cu transportul si productia de levuri comerciale,
promovand astfel o abordare mai sustenabild in industria vinicola. Utilizarea levurilor autohtone
poate fi o strategie de conservare a biodiversitatii microbiene, prin mentinerea unor specii
endemice si adaptate la conditiile locale.

Levurile locale pot fi considerate un factor de identitate culturala, prin producerea de vinuri
cu caracteristici specifice regiunii respective. Utilizarea acestora poate fi importanta in procesul
de diferentiere a produselor vitivinicole la nivel international, prin promovarea de vinuri
autentice si cu specificitate locala.

Studiile asupra levurilor autohtone pot contribui la dezvoltarea unor tratamente naturale
pentru prevenirea unor boli in sectorul vitivinicol. Utilizarea levurilor autohtone poate fi o sursa
de inovatie pentru sectorul vitivinicol, prin identificarea si utilizarea de tulpini cu caracteristici
speciale. Utilizarea acestora poate contribui la dezvoltarea unei economii circulare, prin
reducerea necesitatii de a achizitiona levuri comerciale si prin valorificarea deseurilor din
procesul de productie.

Levurile autohtone reprezinta o resursa naturald valoroasa pentru sectorul vitivinicol si pot
f1 utilizate in mod sustenabil pentru a obtine vinuri autentice si de calitate superioara.

Reviul literaturii de specialitate releva influenta semnificativa a tulpinilor de levuri
autohtone asupra calitatii vinului. Astfel, apare necesitatea evaludrii si cunoasterii
caracteristicilor biochimice si fizico-chimice ale vinurilor produse in centrele vitivinicole, in baza
tulpinilor de levuri selectate autohtone, care ar putea fi utilizate pentru garantarea autenticitatii

vinurilor regionale cu denumiri de origine protejate sau cu indicatii geografice protejate.
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Il. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile au fost efectuate in cadrul laboratoarelor ”Biotehnologii si Microbiologia
vinului” si ,, Verificarea calitatii productiei alcoolice” al IP ISPHTA, in colaborare cu laboratoarele
specializate Tn domeniul microbiologiei vinului din Uniunea Europeand, Roméania (Timisoara,
Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinard a Banatului “Regele Mihai I al
Romaniei”), Germania (Hochschule Geisenheim University), Franta (Institutul Francez al Viei si
Vinului din orasul Nant), Italia (Bologna, Cesena, Universitatea din Bologna, Departament
Agroalimentar) si Federatia Rusa (Moscova, Institutul de Cercetare de Biotehnologie Agricola,
SRL ”Syntol”), Grecia (or. Larissa, Departamentul de Imunologie si Histocompatibilitate,
Facultatea de Medicind, Universitatea din Tessalia, CeMIA SA Company)

Testarile in producere si implementarea practica a tulpinilor de levuri selectate au fost
efectuate la intreprinderile vinicole: S.A. “Cricova” (mun. Chisinau), IM ”Vinaria Purcari” SRL
(s. Purcari, r-1 Stefan Voda), SRL ”Vierul-Vin” (s. Burlacu, r-I Cahul).

2.1. Medii de cultura folosite in cercetare

In calitate de medii de cultura au fost folosite cele naturale: de origine vegetald (must de
struguri) si animald (bulion), precum si sintetice de diferite compozitii, care includ diferite
substante nutritive: zaharuri, substante azotate, minerale, etc. [281]

Mediul de cultura din must de struguri se obtine din mustul de struguri decantat si
sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Acest must reprezintd un mediu bogat in
substante nutritive, zaharuri, enzime si substante aromatice [281].

Mediul de cultura din must de struguri agarizat se obtine din must de struguri steril cu
pH 6,0 (prin adaos de solutie alcalina de NaOH sau KOH) prin administrarea a 1% peptona, 2%
glucoza, 50% apa distilata, 1-2% agar-agar [281].

Mediul de cultura din autolizatul de drojdie se prepara din levuri uscate proaspete ce se
amesteca in raport 1:4 cu apa distilata. Dupa ce se adaugd NaCl (2,5% de la masa levurilor).

Amestecul se incalzeste timp de 12-18 ore la temperatura de 48-52°C, apoi se fierbe timp
de 1 ora. Dupa racire solutia obtinuta se limpezeste prin mentinerea in repaus timp de 6-7 zile la
temperatura de 4-6°C . Fiind utilizat la efectuarea testelor fiziologice de identificare a levurilor,
in fiecare eprubeta cu mediu nutritiv se administreaza separat unul din zaharurile ce intra in
compozitia mustului: glucoza, fructoza, zaharoza, galactoza etc. [281].

Mediul de cultura sintetic se prepara dupa diferite recete, in functie de scopul utilizarii
acestuia pentru cultivarea, conservarea sau sporularea tulpinilor de levuri. Mediul sintetic
Gorodkova, utilizat la sporularea levurilor vinicole, in vederea identificarii lor, contine la 1 dm?®

de apa - 0,5 g de NaCl, 0,25 g de glucoza, 1,0 g de peptona si 2,0 g de agar-agar [281].
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Sterilizarea: 15-20 minute la 121 °C. Continutul scazut de zaharuri permite sporularea levurilor.

Un alt mediu de cultura sintetic, utilizat la cultivarea levurilor este mediul Vera Rider, cu
urmatoarea componenta: sulfat de amoniu-3g; sulfat de magniu- 0,7g; calciu azotat- 0,4g; NaCl-
0,5¢; fosfat de potasiu-1,0g; inozitol- 5,0g; biotina- 0,0001g; tiamina-1,0g; acid nicotinic-0,5g;
vitamina B6-0,5g; acid pantotenic-0,25g; apa-1000 ml. [281].

Sterilizarea se efectueaza 20 minute la presiunea de 1 atm. In loc de vitamine
mentionate se poate de folosit extractul de levuri in cantitate de 2 g/dm?,
2.2.0Obiecte de cercetare

In calitate de obiecte de cercetare au fost folosite: mustul de struguri din soiurile Aligote,
Sauvignon, Chardonnay, Feteasca Alba, Merlot, Cabernet-Sauvignon, Rara Neagra; tulpini de
levuri izolate din diferite centre vitivinicole ('Purcari’, ‘Chisindu’, 'Trifesti’), tulpini de levuri din
Colectia Ramurald de Microorganisme pentru Industria Oenologicd (CRMIO) a ISPHTA,
precum si tulpini de LAU industriale de import, specificate in tabelul 2.1, substante nutritive
pentru hrana levurilor, vinuri materie prima, alte materiale adjuvante.

Unele tulpini de levuri din CRMIO au fost depozitate in Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene (CNMN), care a fost creatd in baza Hotararii Guvernului Republicii

Moldova nr.807 din 2 iulie 2003.

Tabelul 2.1. Levuri utilizate in procesul de cercetare

Genul, specia

Tulpina de levuri din

Numirul din colectie a

ISPHTA ISPHTA (CNMN*)

Rara Neagra-2 29
Cricova-2 120 (CNMN-Y-26)
R-N-120-P-5 127 (CNMN-Y-31)
Ch75P-31F 126 (CNMN-Y-32)
Saccharomyces cerevisiae ENETP-1 125 (CNMN-Y-33)
ATr.-2.3 128 (CNMN-Y-34)
S75Tr.-4.4 129 (CNMN-Y-35)
M100Tr-1 130 (CNMN-Y-36)
C-S60Tr-2 131 (CNMN-Y-37)

Levuri active uscate

Genul, specia Tulpina Tara producatoare

non-Saccharomyces Enartis FERM Italia
Torulaspora delbrueckii
LittoLevure Franta
Zymaflore yeasts Franta
Anchor Alchemy | Africa de Sud
Saccharomyces cerevisiae Anchor NT 202 Africa de Sud
Oenoferm Freddo Germania
Oenoferm Be-Red Germania

* depozitate sub numarul respectiv in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN) din cadrul

Institutului de Microbiologie si Biotehnologii al UTM.
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In tabelul 2.2 sunt prezentate levurile izolate, care au fost utilizate in procesul de

cercetare.

Tabelul 2.2. Codificarea levurilor izolate, utilizate in procesul de cercetare

Tulpinile de levuri

izolate din centrul

Tulpinile de levuri izolate din centrul

vitivinicol 'Purcari’

Tulpinile de levuri izolate din centrul vitivinicol

"Trifesti’
vitivinicol 'Chisinau’
No Cod Ne Cod Ne Cod No Cod No Cod No Cod
1 Cricova-1 1 FNFTP-1 17 C-SNP-2 1 STr-1 17 ATr-1 33 M100Tr-2
2 Cricova- 2 2 FNFTP-5 18 C-SNP-3 2 STr-1.1 18 ATr-1.1 34 | M100Tr-3
3 Cricova- 3 3 FNFTP-6 19 C-SNP-4 3 STr-3 19 ATr-2 35 M100Tr-4
4 Cricova- 4 4 FNFTP-7 20 | C-S-60-P-1 4 STr-3.1 20 ATr-2.1 36 C-STr-1
5 Cricova- 5 5 | F-75-FTP-3 | 21 | C-S-120-P-2 | 5 STr-3.2 21 ATr-2.2 37 C-STr-2
Cricova
6 6 | F-75-FTP-4 | 22 | C-S-120-P-5 | 6 STr-4 22 ATr-2.3 38 C-STr-3
Chardonnay (1)
Cricova
7 7 F-75-FTP-5 | 23 R-NNP-1 7 STr-4.1 23 ATr-3.1 39 C-STr-4
Chardonnay (2)
Cricova
8 8 | F-75-FTP-6 | 24 R-NNP-2 8 S75Tr-1 24 MTr-1 40 | C-S60Tr-1
Chardonnay (3)
Cricova
9 9 | F-150-FTP-4 | 25 | R-N-60-P-3 | 9 | S75Tr-1.2 | 25 MTr-2 41 | C-S60Tr-2
Chardonnay (4)
10 1S 10 | F-150-FTP-6 | 26 | R-N-60-P-4 | 10 | S75Tr-2 26 MTr-3 42 | C-S60Tr-3
11 2S 11 | Ch75P-2iF | 27 | R-N-120-P-2 | 11 | S75Tr-2.1 | 27 MTr-4 43 | C-S60Tr-4
12 3S 12 | Ch75P-3iF | 28 | R-N-120-P-3 | 12 | S75Tr-3.1 | 28 | M60Tr-1 | 44 | C-S100Tr-1
13 45 13 | Ch75P-7iF | 29 | R-N-120-P-4 | 13 | S75Tr-3.2 | 29 | M60Tr-2 | 45 | C-S100Tr-2
14 1vT 14 | Ch150iFP-3 | 30 | R-N-120-P-5 | 14 | S75Tr-4.3 | 30 M60Tr-3 46 | C-S100Tr-3
15 2VT 15 | Ch150iFP-4 | 31 | R-N-120-P-6 | 15 | S75Tr-4.4 | 31 M60Tr-4 47 | C-S100Tr-4
16 3VT 16 | Ch150iFP-5 16 | S75Tr-45 | 32 | M100Tr-1

2.3.Metodologia de cercetare si metode de analizi

2.3.1. Izolarea si selectarea tulpinilor de levuri

In scopul selectirii tulpinilor de levuri autohtone din centrele vitivinicole 'Chisinau’,

'Purcari’ si 'Trifesti’, de pe boabele de struguri si din mustul soiurilor cu bobul alb Feteasca Alba,

Chardonnay, Aligote, Sauvignon si a soiurilor cu bobul negru Rara-Neagra, Merlot si Cabernet-

Sauvignon, au fost izolate in culturd pura 94 de tulpini de levuri cu caractere specifice genului

Saccharomyces. Pentru realizarea cercetarilor la aceasta etapa a fost utilizata schema de izolare redata

in figura 2.1.

64




insémén’;area suspenziei
celulare pe mediu solid
agarizat

Selectarea coloniilor
izolate de levuri

Material de insamantare
(boabe, must)

\4

Purificarea culturii de

v

Insdmantarea suspensiei celulare

. o . . Reansamantarea coloniilor
pe mediu nutritiv solid agarizat < eans farea co

pe mediu nutritiv lichid

levuri <+

v

Obtinerea culturii pure de levuri

Fig. 2.1. Schema de izolare a tulpinilor de levuri
Etapele principale de izolare a tulpinilor de levuri includ:

Material de insaiméntare (boabe, must): Se colecteaza materialul biologic care contine
levuri. Acestea pot fi boabe de struguri, must (suc de struguri), sau alt material ce contine levurile.

insimantarea suspensiei celulare pe mediu solid agarizat: Materialul biologic este
omogenizat si se pregateste 0 suspensie celulara. Aceasta suspensie se insaminteaza uniform pe
suprafata unui mediu solid de culturd, cum ar fi agarul, care furnizeaza suport pentru cresterea
microorganismelor.

Selectarea coloniilor izolate de levuri: Se lasa cultura sd creasca, iar levurile se
multiplicd si formeaza colonii distincte pe suprafata mediului solid. Se selecteaza coloniile
individuale pentru a izola tulpini pure de levuri.

Reinsdméantarea coloniilor pe mediu nutritiv lichid: Colonii izolate sunt transferate
intr-un mediu nutritiv lichid pentru a permite cresterea in suspensie. Acest pas ajutd la cresterea
cantitativd a celulelor si pregateste cultura pentru etapele ulterioare.

insimantarea suspensiei celulare pe mediu nutritiv solid agarizat: Suspensia celulara
din mediul lichid este apoi redistribuita pe un mediu solid nutritiv pentru a obtine o noua cultura
pura pe suprafata solida.

Purificarea culturii de levuri: Se repeta procesul de selectie si izolare a coloniilor pentru
a asigura puritatea culturii. Aceasta poate implica transferuri succesive pe medii solide si lichide.

Obtinerea culturii pure de levuri: Prin procesul de repetare a pasilor anteriori, se ajunge
la obtinerea unei culturi pure de levuri, fara contaminare cu alte microorganisme. Cultura

rezultata este apoi disponibild pentru analize ulterioare, studii genetice, etc.
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Pentru izolarea celulelor de levuri de pe boabe si din must a fost elaboratd o metodologia
de cercetare, care este prezentata in tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Metodologia de cercetare pentru izolarea celulelor de levuri

Material biologic din care

. Specificatie Momentul izolarii
s-a realizat recoltarea

Momentul recoltarii: Spalare cu apd sterild:

Boabe -maturitate tehnica -4 m!n
-8 min

Continut in zaharuri:

180-200 g/dm? (soiuri albe)
210-230 g/dm3(soiuri rosii)
Doze de sulf aplicate: Inceputul fermentatie

-Must nesulfitat

Must din struguri Soiuri | Fermentatia tumultoasa

:MUS?r?eSl:?fi tat | Sfirsitul fermentatiei
-60 mg/dm?® rsfslilim
-120 mg/dm?3 ’
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d) e)
Fig. 2.2. a) spalarea boabelor; b) fermentatia mustului; c) insaméntarea suspensiei

celulare pe mediu solid agarizat; d) insaméantarea suspensiei celulare pe mediu lichid;
e) microflora indigena in must fermentat spontan.

2.3.2. Determinarea caracterelor morfologice si culturale ale tulpinilor de levuri

Determinarea caracterelor morfologice si culturale ale tulpinilor de levuri este un proces
important Tn microbiologie, oferind informatii esentiale despre aspectul si comportamentul
acestor microorganisme. Aceste caracteristici sunt utile in clasificarea si identificarea speciilor
de levuri.
2.3.2.1. Examinarea formei si dimensiunii celulelor

Forma si dimensiunile celulelor tulpinilor izolate au fost examinate pe medii nutritive
recomandate de Lodder (1974): mediul solid cu extract de malt-agarizat si mediul lichid din must

de struguri. Dupa insamantare tulpinile se incubeaza la 25-28°C. Din cultura incubata dupa 24-
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48 ore de cultivare (faza exponentiala de crestere) se fac preparate microscopice de levuri
proaspete intre lama si lamela [281].

Se determinad urmatoarele caracteristici: forma celulelor (rotunda, eliptica, ovoidala,
apiculata etc.); modul de inmugurire (unipolar, bipolar, modul de legare a mugurelui de celula
mama etc.).

Determinarea dimensiunii celulelor se efectueaza cu ajutorul microscopului modern,
utilizand programa speciala TUCSEN si camera video: Scinelab TCA-8.0 color [281].
2.3.2.2.Examinarea caracterelor culturale

Pentru examinarea caracterelor culturale se foloseste mediul lichid din must de struguri.
Dupa insamantare se efectueaza incubarea culturii la temperatura de 25-28°C cu supraveghere
zilnica. Culturile se pastreaza la temperatura camerei inca 4 saptamani, timp in care se supun
permanent observatiilor, notdnd anumite aspecte, care au aparut eventual in acest interval de
timp.

Caracteristicile culturale urmarite pe parcursul examinarii tulpinilor de levuri in mediul
lichid de must de struguri sunt: momentul aparitiei culturii si gradul de crestere dupa o perioada
completd de incubare, turbiditatea mediului, aspectul vizual, consistenta, gradul de dezvoltare,
aderenta depozitului, pelicula, aspectul suprafetei mediului, culoarea culturii.

Mediul solid destinat examindrii caracterelor culturale este mustul agarizat. Acesta se
repartizeaza in cutii Petri, efectuind insdmantarea materialului biologic in suspensie prin metoda
epuizarii ansei si prin metoda in “gazon”, rezultatele comparindu-se intre ele pentru sporirea
pragului de obiectivitate.

Pe mediul de cultura inclinat sunt determinati urmatorii indici: momentul aparitiei
coloniilor, gradul de crestere al acestora, aspectul traseului de insamantare, coloratia culturii si a
mediului.

in cutii Petri sunt determinati: momentul aparitiei coloniilor; uniformitatea coloniilor, forma
coloniilor, consistenta: vascozitatea, granularea, friabilitatea, culoarea, transparenta, aspectul
suprafetei, marimea, profilul sectiunii coloniei [281].
2.3.2.3 Examinarea capacititii de sporulare

Testarea capacitatii de sporulare se efectueaza pe mediul clasic Gorodkova. Pentru reusita
testului a fost aplicata cultivarea levurilor in prealabil pe un mediu de presporulare la 25°C, timp
de 24-48 h. [281].
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2.3.2.4. Examinarea formarii pseudohifelor (pseudomiceliilor)

Mediul de cultura utilizat: cartof-glucoza-agar. Materialul insamantat a fost incubat la
25°C. Zilnic timp de 2 saptamani s-a examinat la microscop lamele pentru observarea formarii
pseudomiceliului [281].

2.3.3. Determinarea caracterelor tehnologice ale tulpinilor de levuri
2.3.3.1.Determinarea rezistentei la frig

Fermentarea la temperaturi scdzute este importantd in procesul de vinificare, avand un
impact semnificativ asupra calitatii vinului. Aceastd tehnica permite controlul mai bun al
procesului de fermentare, favorizand dezvoltarea aromelor delicate si pastrand caracteristicile
varietale ale strugurilor. La temperaturi mai scazute, activitatea levurilor este reglata, ceea ce
duce la o fermentare mai lentd si mai uniforma. Acest lucru ajuta la conservarea compusilor
aromatici, cum ar fi esterii si terpenii, care contribuie la profilul aromatic al vinului. In plus,
fermentarea la temperaturi scazute poate reduce formarea de produse secundare nedorite, cum ar
fi sulfitii si acizii volatili, imbunatatind astfel calitatea generald a vinului. In special in cazul
vinurilor albe si spumante, fermentarea la temperaturi scazute este frecvent utilizata pentru a
obtine un profil aromatic complex si proaspat, care este foarte apreciat de consumatori. Aceasta
metodda devine tot mai importanta in contextul schimbarilor climatice, unde gestionarea
temperaturii in timpul fermentarii poate influenta in mod semnificativ calitatea vinului produs.
Materiale necesare:

- sterilizator

- incubator

- balanta analitica, precizie pand la 0,1 g

- box cu flux laminar

- pipete cu varfuri sterile

- eprubete pentru sincronizarea culturii

- flacoane Erlenmeyer de 100 ml cu capcand Miiller

Reactivi si solutii necesare:

- Mediul de fermentatie se prepara prin diluarea mustului de struguri concentrat pana cand
concentratia de zahar ajunge la 212 g/dm?, sau se poate utiliza mediu sintetic cu compozitie
similara, unde pH-ul este ajustat la 3,5 cu acid tartric.

- Preventiv inocularii, culturile de levuri sunt cultivate timp de 24 de ore in mediu YEPD.
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Procedura de lucru
In flacoane Erlenmeyer de 100 ml cu capcana Miiller se preleveaza 50 ml de must si se inoculeazi
cu culturi active si se incubeaza la temperatura de 9-10 °C. Se monitorizeaza, in fiecare zi, producerea
de CO; in timpul fermentrii, si se construieste curba de fermentatie. In calitate de martor sunt
selectate tulpinile, care poseda activitatea fermentativa la temperaturi scazute. Se compara puterea de
fermentatie a levurilor studiate comparativ cu martor [281] .
2.3.3.2. Determinarea rezistentei la alcool

Determinarea rezistentei la alcool a tulpinilor de levuri este un proces important in vinificare,
avand un impact semnificativ asupra calitatii si stabilitatii vinului. Rezistenta la alcool se refera la
capacitatea levurilor de a supravietui si a fermenta in medii cu concentratii ridicate de alcool, care
pot aparea in timpul fermentatiei alcoolice.
Capacitatea tulpinilor de levuri de a se reproduce la o concentratie ridicata de alcool in mediu este
determinata in vinul pasteurizat, care contine de la 12 % vol. pana la 15 % vol. alcool si 2% glucoza.
Se insdmanteaza 1% dintr-o culturd de cinci zile, preparatd in vin cu 10-11% alcool si 2% glucoza.
Cele mai rezistente tulpini la alcool sunt cele care s-au reprodus mai devreme in vinul cu 15% alcool
la 25°C. Tulpinile de levuri mai putin rezistente la alcool nu se reproduc in acest tip de vin.
Experimentele se desfdsoara convenabil in flacoane de penicilind, inchise cu dopuri de cauciuc.
Evaluarea se face vizual si prin microscopie [281].
2.3.3.2. Determinarea rezistentei la SO2

Dioxidul de sulf (SO este un antioxidant si un agent bacteriostatic utilizat in vinificatie
pentru a preveni oxidarea, pentru a obtine stabilizarea microbiologica si pentru a permite
dominarea in mediu (must) a levurilor selectate. Tulpinile de levuri, care asigura fermentatia
completa atunci cand concentratiile de dioxid de sulf liber si de dioxid de sulf total sunt mai mari
de 30 mg/dm? si, respectiv, 50 mg/dm? sunt potrivite pentru utilizarea in vinificatie. Unii autori
(Ribérau-Gayon P., Dubordieu D., Donéche B, (2003). Trattato di enologia, Vol. I. pp. 193-220.
Edagricole), recomanda concentratii mai mari de dioxid de sulf de pana la 100-150 mg/dm?3.
Materiale necesare:
- sterilizator
- balanta analitica, precizie pana la 0,1 g
- box cu flux laminar
- pipete cu varfuri sterile

- cutii Petri sterile
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- eprubete pentru sincronizarea culturii
- flacoane Erlenmeyer de 100 ml cu capcana Miiller
Reactivi si solufii necesare:
- Mediul de fermentatie se prepara prin diluarea mustului de struguri concentrat pana cand
concentratia de zahar ajunge la 212 g/dm?, sau se poate utiliza mediu sintetic cu compozitie
similara, unde pH-ul este ajustat la 3,5 cu acid tartric.
- Metabisulfit de potasiu
- Preventiv inocularii, culturile de levuri sunt cultivate timp de 24 de ore in mediu YEPD.
Procedura de lucru
Se preleveaza 50 ml de must steril (pH 3.5), se administreaza metabisulfit de potasiu, ca concentratia
de SO total sa fie 50 mg/dm?>. Se pregateste proba martor fara metabisulfit de potasiu. Se inoculeaza
ambele medii cu 1 ml de cultura sincronizata a tulpinii de levuri selectate. Se monitorizeaza, in fiecare
zi, producerea de CO; in timpul fermentarii, si Se construieste curba de fermentatie. Se compara
puterea de fermentatie a levurilor in prezenta si absenta de SO>. Se analizeaza abaterile curbei in
prezenta SO..
Se recomanda studiul influentei unei concentratii mai mari de SO si a temperaturii. Se efectueaza
pe mediu solid de must agarizat cu diferite doze de SO (100-150 mg/dm?®) in cutii Petri, cu
incubare la temperatura constanti de 27°C. Insimantarea materialului biologic din must
fermentat (2 zile) prin metoda epuizarii ansei microbiologice permite evidentierea tulpinilor care
cresc mai rapid [281].
Gradul de rezistenta al levurilor la dioxidul de sulf este raportat ca doza maxima la care levurile
prezinta o crestere semnificativa [157, 189, 196, 202].
2.3.3.3. Determinarea rezistentei la cupru

Cuprul apare in vin ca urmare a utilizéarii compusilor care contin cupru pentru combaterea
daunatorilor vitei de viei. Concentratiile mari de cupru au efecte toxice asupra cresterii si
activitatii fermentative a celulelor de levuri. Tulpinile de levuri, care prezinta rezistenta la
concentratii sporite de cupru pot fi selectate ca culturi starter pentru vinificatie.
Materiale necesare:
- sterilizator
- balanta analitica, precizie pina la 0,1 g
- box cu flux laminar

- pipete cu varfuri sterile
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- cutii Petri sterile
- tuburi de testare pentru sincronizarea culturii
- flacoane Erlenmeyer de 100 ml cu capcana Miiller
Reactivi si solufii necesare:
- Mediul de fermentatie se prepara prin diluarea mustului de struguri concentrat pana cand
concentratia de zahar ajunge la 212 g/dm?, sau se poate utiliza mediu sintetic cu compozitie
similara, unde pH-ul este ajustat la 3,5 cu acid tartric.
- Sulfat de Cupru.
- Preventiv inocularii, culturile de levuri sunt cultivate timp de 24 de ore in mediu YEPD.
- Mediu compus din must de struguri natural sau sintetic agarizat. La mustul de struguri, sterilizat
in autoclav la 100°C, timp de 20 minute, se adauga o cantitate egala de solutie hidrica sterila cu
4% agar, unde pH-ul final al mediului este de 3,5.
-Sulfat de cupru
- Preventiv inocularii, culturile de levuri sunt cultivate timp de 24 de ore in mediu YEPD.
Procedura de lucru
Rezistenta la cupru a tulpinilor de levuri este evaluata prin microvinificare, efectuata conform
procedurilor din p.2.3.3.2 si prin utilizarea mustului de struguri care contine sulfat de cupru in
diferite concentratii intre 20 si 500 umol/dm?. Mostrele care nu contin sulfat de cupru servesc ca
martor. Dupa inoculare, flacoanele sunt sigilate cu capcane Miiller si cantarite zilnic pentru a
evalua pierderea in greutate, cauzata de elimenarea de CO>. Experientele in care se determind o
scadere semnificativa de COg, in comparatie cu proba martor, indica nivel de rezistenta la cupru
a tulpinii testate [202].
Rezistenta la cupru poate fi determinata si prin testarea la diferite concentratii de Cu in mediul
de cultura agarizat (must de struguri si agar) se adauga sulfat de cupru in concentratii de la 20
pind la 500 pmol/L, levurile studiate se Insdminteaza si se incubeaza la temperatura de 28°C.
Rezistenta la cupru se evalueaza prin monitorizarea zilnica [303].
2.3.3.4. Determinarea fenotipului

Levurile de tip Killer pot creste in detrimentul altor levuri in conditii de vinificatie.
Tulpinile care trebuie selectate sunt cele care pot produce toxina ucigdtoare (fenotip M + R +) si
sunt rezistente la aceasta. Se cunoaste ca utilizarea tulpinilor killer poate imbunatati adaptarea
lor in procesul de fermentatie. Totusi, toxina ucigasa este tamponata in conditii de vinificatie,

comparativ cu toxicitatea in vitro. Acest lucru este valabil mai ales pentru vinurile rosii.
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Materiale necesare:

- sterilizator

- box cu flux laminar

- pipete cu varfuri sterile

- tuburi de testare pentru sincronizarea levurilor.

- cutii Petri

Reactivi si solufii necesare:

- mediul solid pentru cultura de drojdie (YEPD) tamponata
- albastru de metilen

- tulpini sensibile (S) si killer (K2)

- mediul sintetic Agar Dextroza de cartof (PDA), pH 5,6
Procedura de lucru

Tulpina testata este inoculata prin metoda ansei epuizate in cutii Petri pe mediu nutritiv
PDA cu o tulpina de levuri sensibila (S) care contine albastru de metilen. Tulpina testata de
asemenea este inoculata si cultivatd pe acelasi mediu nutritiv cu o tulpina killer (K2). in mod
ideal, trebuie sa fie selectate tulpini rezistente la KILLER FACTOR.

Cutiile Petri sunt incubate la 26°C timp de 3-5 zile. Tulpinile de levuri care formeaza colonii
albastru-violet sunt considerate tulpini killer, in timp ce tulpinile care formeaza colonii gri sunt
tulpini sensibile.

Activitatea Killer poate fi evaluatd, de asemenea, prin difuzie pe placa de agar.
Sensibilitatea levurilor la toxina ucigasa este evaluati prin rispandirea a aproximativ 10° celule ale
tulpinii de levuri testate pe cutii Petri care contin 25 ml de mediu albastru cu pH scazut (agar YEPD
suplimentat cu 0,003% (in greutate) albastru de metilen, tamponat la pH 4,5 cu fosfat-citrat 0,1 M).
Dupa raspandirea tulpinii sensibile, activitatea killer este testata prin inocularea in mediu lichid (0
picatura care contine 10® celule/cm?) sau solid (prin metoda ansei epuizate) tulpinii killer. Cutiile
Petri sunt incubate la 25° C timp de 4-5 zile. Activitatea Killer se mésoara pe baza prezentei si
dimensiunii zonei de inhibare [203, 228].
2.3.3.5. Determinarea capacitatii de spumare
Formarea spumei in timpul fermentatiei este o proprietate a levurilor (Saccharomyces)
dependentd de hidrofobicitatea peretelui celular. Producerea scazutd sau absenta spumei in

timpul fermentatiei alcoolice a vinului este consideratd o trasatura pozitiva.
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Materiale necesare:
- autoclav
- box cu flux laminar
- membrane sterile 0,2 pm
- balanta analitica
- cilindru gradat (50 ml)
- lumina infrarosie
Reactivi si solufii necesare:
- Mediu sintetic (Palmieri si colab., 1996)
Procedura de lucru

Capacitatea levurilor de a produce spuma este evaluatd prin indicii de flotare. Mediul
sintetic este inoculat cu inocul cu concentratia de 0,2 mg greutate uscata a celulelor/cm?. Proba
este introdusa in cilindrul gradat al carui varf este conectat la un vas de sticla special pentru a
capta spuma. Fluxul de aer (6-7 cm?/s) este administrat in partea de jos a cilindrului. Pentru a
evalua capacitatea tulpinii de levuri de a produce spuma, concentratia celulelor este masurata la
inceput (Cp), dupa formarea spumei (Cr) si in interiorul spumei (Cs) prin uscarea probelor (1 ml
fiecare) cu lumina infrarosie pana este atinsa greutatea constanta.
Calcule
Capacitatea tulpinii de levuri de a produce spuma este calculatda dupa urmatoarea formula.

Flot% = [ (Cp - Cr )/Cs] x 100 [174]

Existd inca o metoda de a determina capacitatea levurilor de a produce spuma prin masurarea
zilnica a nivelului spumei formate [143]. Levurile sunt clasificate in trei categorii dupa
capacitatea de a forma spuma: minimald (mai putin de 2 mm), mijlocie (de la 2 pina la 4 mm) si
maximald (mai mult de 4 mm).
2.3.3.6. Determinarea activitatii f-glucozidazice

Antocianii se gasesc in struguri sub forma de glicozide. Tulpinile de levuri cu activitate
B-glicozidazicd inaltad hidrolizeaza antocianii in aglicone, care sunt putin stabile, ce afecteaza
negativ stabilitatea culorii vinurilor rosii. Din aceste considerente pentru fermentatia acestor
vinuri se selecteaza tulpini de levuri cu testul f—glicozidazic negativ.
Materiale necesare:
- sterilizator

- box cu flux laminar
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- pipete cu varfuri sterile

- tuburi de testare pentru sincronizarea culturii

Reactivi si solugii necesare

Mediul de cultura utilizat: 1%-extract de levuri, 2%-pepton, 2%-glucoza, 2%-agar, 0,5% esculin,
0,02% citrat feric de amoniu.

Procedura de lucru

Preventiv inocularii, culturile de levuri sunt cultivate timp de 24 de ore in mediu YEPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose).

Tulpinile de levuri se Tnoculeaza (o picatura) in cutii Petri si se incubeaza 24h la 28°C.
Activitatea B-glucozidazica este evidentiata prin formarea unui cerc negru in jurul coloniei,
care se formeaza prin reactia dintre esculina hidrolizata de B-glucozidaza si a sarii feroase
solubile [40, 79, 233].

2.3.3.7. Formarea acidului acetic

Aciditatea volatila este exprimatd in g/dm* de acid acetic. Acidul acetic este un produs
secundar al fermentarii, care in concentratie avansata, cauzeaza defecte in vin. Acest parametru
este un indicator al problemelor microbiologice. Majoritatea reglementarilor din diferite tari
limiteaza cantitatea de aciditate volatila in vinul finit. Tulpinile de levuri care produc mai pugin
de 0,3 g/dm* de acid acetic, in timpul fermentatiei alcoolice, sunt potrivite pentru producerea
vinului.

La producerea vinurilor rosii, pentru a intensifica procesul de extractie in timpul
macerdrii, fermentatia are loc la temperaturi mai ridicate decat la producerea vinurilor albe (25-
32°C), favorizand reactiile de formare a acizilor volatili. Calitatea oragnoleptica a vinurilor rosii
poate fi imbunatatita prin selectarea levurilor, care pot fermenta in acest interval de temperatura
cu formare scazuta de acizi volatili.

Materiale necesare:

- sterilizator

- box cu flux laminar

- pipete cu varf steril

- eprubete pentru sincronizarea culturii

- flacoane Erlenmeyer de 100 ml cu capcana Miiller
- aparate de distilare cu abur si titrare

Reactivi si solugii necesare:
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- Mediul de fermentatie este preparat prin diluarea mustului de struguri concentrat pana cand
concentratia de zahar atinge 212 g/dm?®. Pot fi utilizate si medii sintetice de compozitie similara.
- Preventiv inoculdrii, culturile de levuri sunt cultivate timp de 24 de ore in mediu YEPD.
- NaOH/KOH 0,1 H
Procedura de lucru

Determinarea aciditatii volatile produse in timpul fermentatiei alcoolice in conditii de
microvinificatie, folosind o singurd cultura de levuri in conditii izoterme si controlate la
temperatura (30-32°C). Selectarea temperaturii de fermentatie se face in functie de destinatia
tulpinii de levuri selectate (vinificare alba sau rosie).
Metoda de analiza: Metoda de referintd OIV, distilare cu abur si titrare acid-baza. Alternativ,
cantitatea de acid acetic produs de levuri poate fi determinata folosind metoda enzimatica sau
prin cromatografie lichida (HPLC) cu detectare UV.
Pentru o veridicitate mai mare testul trebuie efectuat in trei repetari. Se recomanda, ca formarea
de acizi volatili sa fie studiatd in comparare, la diferite temperaturi de fermentatie, deoarece
aceasta poate limita utilizarea unei levuri selectate la un singur tip de vinificatie [59, 191].
Calitativ se poate de determinat formarea acidului acetic utilizind mediul de cultura: 0,5%-
extract de levuri, 2%-glucoza, 2,5%-agar, 2%-carbonat de calciu. Tulpinile de levuri se
insamanteaza (o picaturd) in cutii Petri si se incubeaza 48h la 28°C. Formarea acidului acetic este
evidentiat prin formarea unui cerc transparent in jurul coloniilor crescute, care se formeaza prin
dizolvarea carbonatului de calciu de catre acidul acetic format [40].
2.3.3.8. Obtinerea vinurilor cu un continut redus de compusi sulfurici volatili

Reducerea formarii compusilor volatili nedoriti, derivati din subprodusele metabolice
ale sulfului, formati in procesul de activitate vitala a levurilor. Scopul consta in evidentierea
tulpinilor de levuri, care produc cantitati minimale de H2S si alti compusi cu sulf, cum ar fi
mercaptanii, in timpul fermentatiei alcoolice. Acest criteriu se aplica in special vinurilor rosii.
Materiale necesare:
- sterilizator
- box cu flux laminar
- pipete cu varfuri sterile
- tuburi de testare pentru sincronizarea culturii si testare
- capacele
- vase Petri sterile
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Reactivi si solufii necesare:

- Mediul de fermentatie este preparat prin diluarea mustului de struguri concentrat pana cand

concentratia de zahar ajunge la 212 g/dm*. Pot fi utilizate si medii sintetice de compozitie

similara, pH-ul este ajustat la 3,5 cu acid tartric.

- solutie saturata de acetat de plumb

- fasie de celuloza de 10 cm % 1 cm

- Mediu sintetic BIGGY Agar (Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast Agar)

- Inainte de inoculare, culturile de drojdie sunt sincronizate in mediu YEPD

Procedura de lucru

2.34.

Analiza semicantitativa. Se inoculeaza eprubetele care contin 5 ml de mediu steril cu 100
ul de cultura de levuri sincronizatd. O banda de celuloza inmuiatd in acetat de plumb se
pune deasupra tubului. H2S produs reactioneaza cu acetatul de plumb si formeaza sulfura
de plumb, care apare ca o pata neagra pe banda de celuloza. Cantitatea de sulfura de
plumb este direct proportionala cu cantitatea de H2S eliberata. Cu céat formarea de H2S
este mai mare, cu atat banda de celuloza devine mai neagra.

Analiza semicantitativa. Tulpinile de levuri sunt insamantate (108 celule/cm?®) pe mediu
BiGGY Agar in cutii Petri, care sunt incubate la temperatura de 26°C timp de 24 de ore.
Tulpinile de levuri vor dezvolta colonii de diversa culoare, care variaza de la alb-crem
pana la maro-negru, in functie de cantitatea de hidrogen sulfurat format [160].

Analiza calitativa. Studierea capacitatii de a forma HzS este bazata pe reactia formarii
sulfurei de fier [176]. Cele mai exacte rezultate se observa la utilizarea mediului solid cu
urmatoarea compozitie (g/1): peptona — 10,0; NaCl -5,0; citrat NHsFe — 0,30; agar — 15,0;
autolizat de drojdie — 2,0 ml; apa din robinet, pH 7,0. Mediul se toarna in eprubete, se
sterilizeaza la 0,5 atm, apoi se efectueaza insamantarea suspensiei celulare.

Identificarea levurilor prin metoda PCR

» Etapa 1-Extragerea ADN-ului

Materiale si aparate necesare:

- Tuburi Eppendorf

- Vortex

- Centrifuga

- Termobloc (termoshaker) cu regularea temperaturei

- Suport pentru tuburile Eppendorf

- Pipete
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Solutii necesare:

- Lizis-Tampon : Tris -10 mM, pH8.0 ; EDTA-1 mM; NaCl-100 mM; SDS
(sodiumdodecilsulfat)-1%; Triton X-100-2%;
- Tampon-TE: Tris-1mM; EDTA-10 mM; pH-8,0.

Levurile se cultiva in mediu de cultura lichid YPD sau must de struguri la 38°C timp de
72 h, pana la atingerea fazei stationare de crestere.

1. Obtinerea sedimentului celular. Din cultura levuriana se preleva 1.5 ml lichid intr-un
tub tip Eppendorf si se centrifugheaza 5 min la 5000 rpm (celulele vor sedimenta); pentru
obtinerea unei cantitati suficiente de ADN se recomanda ca sedimentul celular sa aiba un volum
echivalent cu 25-30 pl.

2. Distrugerea peretelui celular. Deproteinizare cu solventi organici. Se inlatura
supernatantul, se adauga pe virful spatulei o cantitate mica de bule din sticla, lizis-tampon 200
ul, 100 ul Fenol, 100 ul amestec Cloroform: Alcool Isoamilic (50:1), dupa se agita timp de 30
sec la Vortex.

- se adauga 200 pl Tampon-TE (pH-8,0), se agitd 10 sec. la Vortex;
- se centrifugeaza 5 min. la 12000 rpm;
- faza lichida (superioard) se transfera in alt tub Eppendorf cu o pipeta automata.

3. Precipitarea acizilor nucleici. La lichidul transferat in alt tub Eppendorf se adauga 0,7
parti de volum de Izopraponol rece. Se amesteca manual, apoi se centrifugeaza 10 min. la 12000
rpm. Se inlaturd supernatantul prin inversarea tubului, iar ultimele picdturi se aspird cu o pipeta
automata (cu cat deproteinizarea este mai inaltd, cu atat sedimentul ADN este mai incolor si
transparent).

4. Indepartarea moleculelor de ARN din extract. Sedimentul ADN se spald cu etanol
150 ul 70% rece (-20°C), ce se toarna incet pe peretii tubului pentru a nu disloca sedimentul, se
inverseaza tubul de cateva ori, se centrifugheaza 5 min la 12000 rpm si se arunca complet etanolul

5. Dizolvarea sedimentului ADN: sedimentul ADN se usuca 20-30 min in termostat la
50°C (tuburile Eppendorf se pun cu capacele deschise), sedimentul se resuspenda in 50 pl

tampon-TE pH 8.0, apoi se stocheaza la 4°C pina la urmatoarea procedura.
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a) b) c) d)

Fig. 2.3. a) centrifuga; b) Vortex c) tuburi Eppendorf; d) termobloc

» Etapa 2 - Amplificarea ADN-ului prin PCR
Materiale si aparate necesare:
- tuburi Eppendorf
- amplificator
- suport pentru tuburile Eppendorf
- pipete
Prepararea Master-mixului
Componenta: PCR-Tampon (10x)-5ul; dNTPs (2mM)-
5ul; Primer 1-1pl; Primer 2-1pl; H20 dist, sterila-36,5
ul; Tag-DNA-Polymerase-0,5ul;
- se repartizeaza 49uLL Master-mix in fiecare tub PCR;
- se adauga 1uL de ADN izolat;

- punem probele de analizat in amplificator;

- lansam programa pentru amplificare.
Fig. 2.4. Amplificator (termociclu)
» Etapa 3 - Migrarea moleculelor de acizi nucleici in gel de agarozdi prin electroforezd
Materiale necesare :
- aparat de electroforeza
- pipeta

- transiluminator UV
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Solutii necesare:

- Tampon TAE (50x) : Tris-252 g/l; Acid acetic-57,1ml/I; EDTA-0,05 M;

Procedura de lucru:

- se cintareste un 1 g. de agaroza, se adauga 50 ml. 1x TAE-Tampon si se topeste in microunda.
- dupa racire incompletd, se adauga colorant (Rotie-Safe) si se toarna in tavita de electroforeza

un strat de 4 mm.

- gelul se lasa pentru racirea completa;

- in tanc se toarna 1x TAE-tampon pana 1a nivelul la care lichidul acopera gelul sub forma unei
pelicule de 1-2 mm grosime.

- la 8 pl de proba analizata se adauga 2 pl de tampon-gel ( 6XxDNA Loading);

- la 2 pl de marker (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder) se adauga 2 pl de tampon-gel;

- in godeurile formate de dintii pieptenului in gel se toarnd probele pregatite;

- se porneste electroforeza la 100 Volt;

- moleculele de ADN se vizualizeaza prin agezarea gelului pe transiluminator UV.

a) b)
Fig. 2.5. a) aparat pentru electroforezi b) aparat UV

2.3.5. Identificarea taxonomica a levurilor prin spectroscopia FT-IR
- Levurile se cultiva in mediu de cultura lichid YPD sau must de struguri la 38 °C timp de
72 h, pana la atingerea fazei stationare de crestere.
- Cu pipeta se aplica levurile in celule placii (fig.2.6, b),
- Placa se introduce in termostat pe timp de 1h la temperatura de 45°C,
- Dupa uscarea mostrelor, placa se introduce in spectrometru si se lanseaza programa de

analizat.
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Fig. 2.6. a) Spectrometru BRUKER TENSOR 27 cu HTS-XT;

b) Placa din siliciu cu 96 de celule pentru aplicarea probelor de analiza.

2.3.6. Metode de determinare a indicilor fizico — chimici ai vinurilor

In cadrul realizirii cercetarilor au fost utilizate urmiatoarele metode fizico-chimice de analiz:

Determinarea concentratiei in masd a zaharurilor in musturi efectuatd prin metoda
densitometrica, conform SM GOST 13192-73;

Determinarea concentratiei in masd a zaharurilor in vinuri efectuatd prin metoda titrarii
indirecte, conform SM GOST 13192-73;

Determinarea concentratiei alcoolului etilic prin distilare, conform SM GOST R 51653:2010
Determinarea in masa a acizilor titrabili prin metoda titrarii directe, conform SM GOST R
51621:2008

Determinarea concentratiei in masa a acizilor volatili prin distilare, conform SM GOST R
51654:2012;

Determinarea concentratiei extractului sec nereducator conform GOST 14251-75;
Determinarea valoarei pH si a potentialului de oxido-reducere prin metoda potentiometrica
la ionomerul Mettler Toledo MA 235;

Determinarea intensitatii si nuantei culorii prin metoda spectrofotometrica, conform
metodelor standarde a O.1.V.;

Determinarea concentratiei masice a dioxidului de sulf liber si total, conform SM GOST R

51655:2008;
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¢ Determinarea concentratiei in masa a substantelor fenolice prin metoda colorimetrica cu reactivul
Folin-Ciocalteu [35];
e Acizii organici si alti compusi nevolatili (glicerol) au fost determinati cu utilizarea
spectrofotometrului multifunctional "Bacchus 3" (Franta).

2.3.7. Determinarea concentratiei in masa a compusilor volatili

Determinarea concentratiei in masa a alcoolilor superiori, aldehidei acetice si a esterilor s-a
efectuat dupa metoda cromatografiei gazoase [191].

Principiul metodei: continutul de substante volatile se determina cantitativ prin injectarea
probei de analizat intr-un sistem de gazcromotografie [191].

In proba de analizat prealabil, dupi caz, se introduce un standard intern corespunzitor.

Separarea analitilor se realizeaza prin programarea temperaturii pe o coloana capilara
polara, iar detectarea lor- folosind un detector de ionizare cu flacara.

Determinarea acizilor grasi a fost efectuata dupa metoda cromotografiei gazoase la
coloana DB-FFAP [140].
2.3.8. Determinarea concentratiei in masa a compusilor cu sulf

Actualmente, cromatografia - gazoasa (GC) este cea mai utilizata metoda instrumentala,
datorita sensibilitatii sale, specificatii si fiabilitatii. Cu toate acestea, masurile de separare si
preconcentrare sunt necesare, din cauza concentratiilor scazute de compusi cu sulf din vinuri.
Determinarea compusilor cu sulf a fost efectuatd dupa metoda cromotografiei gazoase (Hewlett-
Packard) la coloana capilara de cuart cu detector cu flacara fotometrica, anterior a fost efectuata
extragerea lichida a compusilor analizati [127, 150, 242]. Analizele au fost efectuate in cadrul
laboratorului din Universitatea din Bologna, Departament Agroalimentar, Italia.
2.3.9. Determinarea concentratiei in masa a compusilor cu efect nociv (amine biogene,
metanol)
2.3.9.1.Determinarea aminelor biogene

Determinarea concentratiei in masa a bazelor azotate volatile a fost efectuata prin metoda
electroforezei capilare cu ajutorul Kamens®105. Acest sistem de electroforezi capilard cu
detectarea spectrofotometrica permite identificarea concentratiei in masa a putrescinei,
cadaverinei, histaminei, tiraminei, etanolaminei s a. Principiul metodei: separarea ionilor bazelor
azotate volatile in baza mobilitatii electroforetice diferite in procesul de migrare pe capilarul de

cuart in electrolit, sub actiunea cimpului electric cu ulterioara inregistrare prin diapozonul
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spectral. Metoda se bazeaza pe diluarea probei de analizat cu apa distilata, cu ulterioara
separarea cantitativd a concentratiei Tn masd a componentilor analizati cu ajutorul
electroforezei sub actiunea cimpului electric in capilare, in conditiile in care se inhibeaza
actiunea altor substante strdine. Se identifica si se determina cantitatea substantelor analizate
inregistrind absorbtia la lungimea de unda de 267 nm. Diapazonul masurabil al concentratiilor
aminelor biogene este de 0,5-100,0 mg/dm?®[35, 61, 91, 295].

2.3.9.2.Determinarea alcoolului metilic

Determinarea concentratiei in masd a alcoolului metilic s-a efectuat dupa metoda
cromatografiei gazoase [191].

Principiul metodei: continutul a alcoolului metilic se determina cantitativ prin injectarea
probei de analizat intr-un sistem de gazcromotografie.

In proba de analizat prealabil, dupi caz, se introduce un standard intern corespunzitor.

Separarea analitilor se realizeaza prin programarea temperaturii pe o coloand capilara
polara, iar detectarea lor- folosind un detector de ionizare cu flacara [35, 191].

2.4. Prepararea maielei de levuri

La momentul actual levurile oenologice se utilizeaza in stare proaspata pe mediu de malt-
agar, comprimate, uscate si liofilizate [17, 21, 28].

Prepararea maielei de levuri pentru utilizare in vinificatia primara include cultivarea si
acumularea treptata a cantitatii de biomasa de levuri in stare activa, necesare pentru fermentatia
mustului obtinut.

Fermentatia mustului in conditii de laborator si microvinificatie a ISPHTA a fost
efectuata cu utilizarea maielelor de levuri obtinute din culturile pure.

In aceste conditii levurile selectate au fost cultivate dupa urmatoarea schema:
mediul solid— eprubetd — balon de 0,1 dm® — balon Pasteur de 1 dm® — vas metalic/sticl de
10 dm® — cultivator de levuri de 500 dm? .

La inmultirea levurilor in eprubetd, in calitate de mediu nutritiv pentru levuri a servit
mustul de struguri steril cu concentratia substantelor uscate de 20 %. Durata fiecarei etape de
inmultire a levurilor este de 18-20 h, temperatura de cultivare 28-30°C.

2.5. Prelucrarea matematica a rezultatelor experimentale

Metodele de analiza utilizate in cercetare au fost studiate prealabil pentru a asigura

validarea lor prin stabilirea conformititii protocolului experimentului. In acest context, au fost

efectuate cate 3-5 masurari paralele, iar rezultatele au fost supuse prelucrdrii statistice si
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modelarii matematice. Pentru prelucrarea statistica a fost utilizat programul GraphPad Prism 5.0

si cu ajutorul calculatorului on-line pe web site http://math.semestr.ru/. Prelucrarea matematica

in scopul optimizarii cercetarilor experimentale a fost realizata pe baza programului MS EXCEL,
ANOVA si STATGRAPHICS 5.0.

2.5.1. Modelul de analiza dispersionala unifactoriala
In modelul de analizi dispersionald unifactoriald se testeazi ipoteza nuli: mediile din
populatii sunt egale
Ho: pyr = py2 = ... = pyr,
cu ipoteza alternativa: cel putin doud medii din populatie nu sunt egale

Hi @ pyi # pyi, (1 7))

Ya
Ya _
}7‘ ..............................
B ¥
V=Y, = Y, e e e
Vi
0 X, X X, X © X, o X, X
a) b)
Fig. 2.7. a) medii de grupa egale; b) mediile de grupa inegale

Se testeaza, cu alte cuvinte, dacd diferentele dintre mediile de grupa din esantion sunt
prea mari pentru a fi atribuite doar intamplarii. Daca rezultatul testului indica faptul cd mediile
sunt semnificativ diferite, se concluzioneaza ca factorul X are un impact asupra variabilei Y.

Testul statistic este dezvoltat in concordanta cu urmatorul rationament. Daca ipoteza nuld
este adevarata, mediile celor r populatii ar trebui sa fie, toate, egale. Ne asteptdm atunci ca mediile
celor r esantioane sa fie aproximativ egale. Daca ipoteza alternativd este adevarata, exista
diferente mari intre unele medii ale esantioanelor.

Setul de date pentru analiza dispersionala unifactoriala consta in valorile variabilei Y pentru

cele r grupe independente. VVolumele grupelor pot fi diferite n1 #n2 # ... # nr (tabelul 2.4.):
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Tabelul 2.4. Sistematizarea datelor pentru ANOVA

Grupe dupa factorul cauza
Gr. 1 Gr.2 .... Gr.r
yi1 y21 ... yrl
y12 y22 ... yr2
Ying Y2n, - Y,
i y2 ... yr
Media
Vol. grupa Ny R ... Nr

Presupunerile sub care se aplica testul F in analiza dispersionald unifactoriald ofera un
cadru solid pentru inferenta statistica pe baza datelor observate, anume:

- cele r grupe din esantion sunt extrase aleator si independent din cele r grupe ale colectivitatii
generale;

- fiecare grupa din colectivitatea generald are o distributie normala, iar abaterile medii
patratice sunt egale 6,=6,=...=0G,.

Testul statistic F pentru analiza dispersionald unifactoriala este raportul indicatorilor de
variabilitate pentru cele doua surse de variatie: variabilitatea dintre grupe impartitd la
variabilitatea din interiorul grupelor. El poate fi interpretat ca masurand de céte ori este mai mare
variabilitatea mediilor de grupa comparativ cu ce ne-am fi asteptat dacad ele erau doar aleator
diferite. Pentru testarea ipotezei nule, vom estima mediile de grupa si media totala din

colectivitatea generala pe baza datelor din esantion.

(2.1)
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Varianta dintre grupe, datd de influenta factorului cauzal, numita si varianta factoriala,

este suma patratelor abaterilor mediilor de grupa de la media generala:

S, = FZGT —T)l n. . (2.2)

i=1

Din relatie rezulta ca, daca . -
Yi=Y2=..=Vr=Y atunci Sl =0
Varianta din interiorul grupelor, numitd si varianta reziduald, este suma patratelor

abaterilor valorilor individuale de la mediile de grupa:

i=l j=1

Imprastierea totald a valorilor individuale fatd de media generala y este data de varianta

totala:

(2.4)

Rationamentul analizei dispersionale se bazeaza pe partitionarea sumei patratelor

abaterilor:

LT

S0, -of =St afn X2 f =g

i=1 j=1 i=1 i=l j=1
Pentru a face comparabile aceste masuri ale variabilitatii, le vom raporta
pe fiecare la gradele de libertate, transformand astfel suma de patrate in media patratele
abaterilor.
Pentru varianta factoriald Si, numarul gradelor de libertate este r-1 si acest lucru inseamna ca
masuram variabilitatea a r medii, dar se pierde un grad de libertate, deoarece media totala a fost

estimata.
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Pentru varianta reziduald (din interiorul grupelor) S», numarul gradelor de libertate este
n—r; acest lucru Inseamna ca masuram variabilitatea tuturor celor n valori, dar pierdem r grade
de libertate, deoarece au fost estimate mediile celor r grupe.

Obtinem astfel dispersia factoriala corectata:
; S

i(T; _;)3”?_
2 1 — i=1

r—1 r—1

(2.6)

si dispersia corectata reziduala:

ni

iZ[WU B Tr ) 2.7
Sg =l j=l

n—r n—r

[
b b
Il

Statistica F pentru analiza dispersionald unifactoriald are forma:

-

F=_1L=

55

variabilitatea dintre grupe (2.8)

[#7]

variabilitatea din interiorul grupelor

cu gradele de libertate (r — 1) la numarator si (n —r) la numitor.

Testul statistic F se realizeaza comparand valoarea calculata a statisticii F cu valoarea
critica (tabelatd) F, pentru (r—1) si (n—r) grade de libertate si probabilitatea 100 (1-a)% de
garantare a rezultatelor aleasd. Rezultatul este semnificativ daca:

F>Fo, - 1).0-1)
deoarece acest lucru indica diferente mai mari intre mediile grupelor decat cele datorate
intamplarii. Regiunea critica este data deci de valorile lui F pentru care F > Fo 10 . Altfel spus,
daca valoarea F este mai mica decat valoarea critica Fo, atunci se pot face urmatoarele
afirmatii echivalente:
- acceptam ipoteza nula, Ho;

- nu acceptam ipoteza alternativa Hz;
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- mediile grupelor nu sunt semnificativ diferite una fatd de alta;
- diferentele observate Intre mediile grupelor pot fi datorate doar intamplarii;
- rezultatul nu este semnificativ statistic.
Daca valoarea F este mai mare decat valoarea critica F,, atunci:
- acceptam ipoteza alternativa, Hi;
- respingem ipoteza nuld, Ho;
- mediile grupelor sunt semnificativ diferite una fata de alta;
- diferentele observate intre mediile grupelor nu sunt datorate doar intdmplarii;
- rezultatul este semnificativ statistic.
2.5.2. Prelucrarea statistica a datelor experimentale
Prelucrarea statistici a datelor obtinute in trei serii de determinari a fost realizatd cu
ajutorul programei GraphPad Prism 5.0 si cu ajutorul calculatorului on-line pe web site

http://math.semestr.ru/.

Etapa 1: Detrminarea abaterei standarde

a) Lansarea programei.

¢) Introducerea datelor in tabel.

d) Selectarea coloanei statistice. e) Alegerea parametrilor necesari.
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e) Vizualizarea rezultatelor.

Etapa 2: Calcularea intervalului de incredere pentru media generala.

5 5
X-U TEAXHL T (2.9)
Pvn Pn

Unde: n-numarul de determinari,

;(-media generala,

trp-distributie Student,

S-abaterea standarda.
Deoarece n < 30, se determina valoarea t, dupa tabelul de distributie Student .
Conform tabelului:

t(n-1;p) = (3;0.05) = 4.303

5 00404
e=t, —==4303" — =0.I (2.10)
"V V3

(5.35-0.1;5.35 + 0.1) = (5.25;5.45)

Cu o probabilitate de 0,95 se poate de afirmat, ca valoarea medie pentru un esantion mai
mare (n< 30) nu va depasi intervalul constatat: (5.25;5.45), iar eroarea de determinare nu va
intrece 0,1 unitati.

2.6. Sinteza problematicii tratate

Obiectele principale de cercetare au fost tulpinile de levuri autohtone, izolate si selectate
din diferite centre vitivinicole a Republici Moldova, precum si vinurile albe si rosii seci obtinute
in conditiile de microvinificatie si de producere.

Din punct de vedere metodologic, in procesul de izolare si selectare a tulpinilor de levuri
pentru producerea vinurilor albe si rosii seci s-a constatat, cd cel mai oportun tip de cercetare este
anume studiul caracterelor culturale, fiziologice si biochimice a acestor tulpini. Selectarea

tulpinilor de levuri pentru producerea vinurilor albe si rosii seci este prioritara, deoarece anume
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tulpina de levuri utilizatd contribuie la formarea caracteristilor specifice ale aromei si
particularitatilor fizico-chimice ale vinurilor obtinute si constituie indicele calitatii lor.

Utilizarea complexa a metodelor de cercetare descrise in acest capitol a permis de a
generaliza rezultatele studiului, a le analiza in mod complex, prin izolarea si selectarea tulpinilor
de levuri, efectuarea concluziilor si propunerilor pentru implementarea in practica.

Capitolul doi ,,Materialele si metode de cercetare” prezinta obiectul cercetarilor, metodele
si tehnicile cu care s-a operat in procesul studiului, pentru a elucida veridicitatea ipotezelor si
rezultatelor obtinute. Metodologia selectata reprezinta un ansamblu de metode traditionale si

moderne, care se imbina reciproc si adecvat in realizarea cercetarilor.
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I11. IZOLAREA SI SELECTAREA TULPINILOR DE LEVURI DIN GENUL
SACCHAROMYCES DIN DIFERITE CENTRE VITIVINICOLE A REPUBLICII
MOLDOVA PENTRU PRODUCEREA VINURILOR ALBE SI ROSII SECI

3.1. Izolarea tulpinilor de levuri din diferite centre vitivinicole ale Republicii Moldova

Pentru efectuarea studiilor de identificare a microorganismelor e necesar de a obtine o
cultura pura, care este descendenta de la o singura celula [27, 281].

Specificul izoldrii si cultivarii tulpinilor de levuri este dependent de prezenta lor in diferite
locuri (vita de vie, must, vin, sol etc.) si de compozitia mediilor nutritive [29, 31, 281].

Probele de struguri pentru izolarea tulpinilor de levuri au fost prelevate din plantatiile
viticole a SA ,,Cricova”, IM ,,Vinaria Purcari” SRL si,,Vierul-Vin” SRL in sezonul de vinificatie.

Din plantatiile SA ,,Cricova” au fost prelevati struguri si obtinut mustul din soiul
Chardonnay, care s-a caracterizat prin urmatorii indici initiali: concentragia zaharurilor—185
g/dm?, acizii titrabili — 8,4 g/dm?.

Din plantatiile viticole ale IM ,,Vinaria Purcari” SRL au fost prelevati struguri si obtinut:
must din soiul Feteasca albd cu concentratia zaharurilor — 194 g/dm?, acizii titrabili — 4,9 g/ dm?;
must din soiul Chardonnay cu concentratia zaharurilor — 202 g/dm?3, acizii titrabili —7,7 g/dm?;
must din soiul Rard-Neagrd cu concentratia zaharurilor — 207 g/dm?, acizii titrabili — 5,7 g/dm?;
must din soiul Cabernet-Sauvignon cu concentratia zaharurilor — 220 g/dm?3, acizii titrabili —
6,2g/dm?;

Din plantatiile viticole a ,,Vierul-Vin” SRL au fost prelevati struguri si obtinut: must din
soiul Aligote cu concentratia zaharurilor — 182 g/dm?, acizii titrabili — 6,2 g/dm?3; must din soiul
Sauvignon cu concentratia zaharurilor—218 g/dm?3, acizii titrabili — 6,5 g/dm?; must din soiul
Merlot cu concentratia zaharurilor — 230 g/dm?, acizii titrabili — 5,4 g/dm®; must din soiul
Cabernet-Sauvignon cu concentratia zaharurilor — 220 g/dm?, acizii titrabili — 6,4g/dm?;

Izolarea celulelor de levuri a fost efectuata pornind de la o singura celula, utilizind metoda
dilutiilor succesive si metoda izolarii in cultura purd prin tehnica epuizarii ansei. Din clasa
Ascomycotina au fost izolate 34 de tulpini (din soiuri albe) din centrul vitivinicol 'Chisinau’, 64
de tulpini (34 din soiuri albe, 30 din soiuri rosii) din centrul vitivinicol 'Purcari’ si 61 de tulpini
(33 din soiuri albe, 28 din soiuri rosii ) din centrul vitivinicol "Trifesti’ .

Pentru obtinerea culturilor pure de levuri si evidentierea proprietatilor calitative, mostrele

studiate au fost supuse procedeului de reinsamintare cu utilizarea metodei ,,Ansei epuizate” (fig. 3.1).
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Fig. 3.1. Particularitatile culturale ale coloniilor de levuri la insaméntarea prin metoda
ansei epuizate
In scopul stabilirii puritatii levurilor izolate, a fost efectuatd microscopia culturilor

cercetate. Pentru aceasta tulpinile de levuri au fost incubate preventiv timp de 3 zile pe mediu
nutritiv (must de struguri) la temperatura de 28°C.

Rezultatele obtinute prin microscopie au fost confirmate si completate cu fotografii, care
sunt prezentate in fig. 3.2.-3.6.

Fig. 3.2.  Microscopia tulpinilor de levuri izolate din mustul nesulfitat Feteasca alba,
»Viniria Purcari”, a.r.2016 (exemple)
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Microscopia tulpinilor de levuri izolate din must sulfitat (502-75 mg/dm?3)
Feteasca alba ,,Viniria Purcari”, a.r.2016 (exemple)

Fig. 3.4. Microscopia tulpinilor de
levuri izolate din must sulfitat (SO2-
150 mg/dm?®) Feteasca albi, ,,Viniria
Purcari”, a.r.2016 (exemple)

Fig. 3.5. Microscopia tulpinilor de
levuri izolate din must nesulfitat
Cabernet-Sauvignon, , Vinaria
Purcari”, a.r.2016 (exemple)

Fig. 3.6. Microscopia tulpinilor de
levuri izolate din must sulfitat (SO2-
120 mg/dm?®) Rara-Neagri, ,,Viniria
Purcari”, a.r.2016 (exemple)

Microscopia tulpinilor de levuri a permis evaluarea vizuala a lor si determinarea

preventiva a unor caractere morfologice, cum ar fi: dimensiunea, forma, gruparea, precum si

omogenitatea celulelor.
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3.2. Studiul caracterelor morfologice si culturale ale tulpinilor de levuri izolate

In scopul evidentierii caracterelor morfologice si culturale ale levurilor izolate din
centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’, "Trifesti’ si identificarii indicilor taxonomici, este
necesara respectarea unor conditii specifice de examinare In urma carora se poate face o evaluare
completa a tulpinilor. Aceasta contribuie in mod esential la determinarea categoriilor sistematice
studiate (gen, specie).

In scopul determinrii dimensiunilor celulelor levurilor izolate, a fost efectuati microscopia
culturilor cercetate. Pentru aceasta tulpinile de levuri au fost incubate preventiv timp de 3 zile pe
mediu nutritiv (must de struguri) la temperatura 28°C. In continuare au fost determinate dimensiunile
a 100 de celule de fiecare tulpina de levuri. In rezultat s-a stabilit, ¢ dimensiunile celulelor
tulpinilor de levuri izolate variaza de la 4,5 pind la 10 um si difera dupa valorile lungimii si
latimii.

Este cunoscut faptul, ca dimensiunile tulpinilor de levuri Saccharomyces variaza de la 1,5
pina la 25 um, ceea ce este specific pentru ele [281].

Analiza microscopica a tulpinilor de levuri izolate a stabilit ca toate tulpnile de levuri sunt
pure, uniforme, omogene, viabile cu celule bine accentuate, de diferita forma si dimensiuni, care
se afld in stare de inmugurire. Procesul de inmugurire a celulelor este unipolar sau dipolar.
Celulele tulpinilor de levuri izolate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si "Trifesti’ sunt

de tip eucariot in care se disting bine componentele celulare (fig. 3.7).

Fig. 3.7. Evaluarea vizuali a tulpinilor de levuri izolate, (,,Vinaria Purcari”, a.r.2016)

In scopul argumentirii apartenentei taxonomice a tulpinilor de levuri studiate, au fost
efectuate testele de identificare dupa Kudreavtev. A fost stabilit, ca din 34 de culturi izolate din
centrul vitivinicol 'Chisinau’, 16 tulpini de levuri apartin genului Saccharomyces, din 64 de
culturi izolate din centrul vitivinicol 'Purcari’, 31 tulpini de levuri apartin genului Saccharomyces,
lar din 61 de izolate din centrul vitivinicol 'Trifesti’, 47 tulpini de levuri apartin genului

Saccharomyces. Levurile studiate nu formeaza miceliul real si toate se inmultesc pe cale
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vegetativa prin inmugurire multilaterald si sexuat prin spori, ceea ce confirma faptul, ca aceste

tulpini apartin genului Saccharomyces. Rezultatele sunt prezentate in tabelele 3.1. - 3.3.

Au fost depistate si o serie de levuri care apartin altor genuri precum Kloeckera, Candida,

Rhodotorula.

Tabelul 3.1. Caracterele morfologice, culturale si de reproducere a tulpinilor de

levuri izolate din centrul vitivinicol 'Chisinau’ (a. 2012)

Celule de levuri Caracteristica levurilor Prezenfa
Ne T .
o : ; ; liului | Sporulare
tulpinii inmu- | pemediu | pe mediu solid | MICe
P forma | grupare | g e lichid (colonii) real
ne Ib -
< formeaza alb - crem,
1,2,3,4,7, rotunda, izolate, . < | peliculda | suprafata plata 1-4
11,12 Sgg{g cite 2 | unipolara | g5, inel, lucioasa, ) gegﬂ
depozit fin, margini netede.
tasat
nu
Ib - crem,
< formeaza a
rotunda, | suprafata plata
5’16481’%3 scurt 'i?tlgtf ' | unipolara g;dlf#éf lucioasa, - sfporl
: ovala depozit fin, margini pu‘;ln sferici
ptasat ondulate.
nu
Ib - crem
formeaza a SR
oo | suprafata plata,
9,10,16 egggféa, 'i?tlgtg ' | dipolara Spsdllc#éf lucioasa, - Stporl
depozit fm margini pu‘;ln erici
ptasat ondulate.

Tabelul 3.2. Caracterele morfologice, culturale si de reproducere a tulpinilor de

levuri izolate din centrul vitivinicol "Purcari’ (a. 2016)

No Celule de levuri Caracteristica levurilor Prezlenfa |
miceliului | Sporulare
tulpinii Inmu- pe mediu | pe mediu solid real P
forma | grupare gurire lichid (colonii)
1,23, fonglléazé alb - crem
4,6,7, | rotunda, . P S
11,12, | scurt izolate, | ioolars | Peliculd | suprafata plata, - spori
19. 21 ovali cite 4-6 sau inel, lucioasa, tjé”m
29 93 depozit fin, | margini netede.
: tasat
nu
< Ib - crem
formeaza a SRR
. Y suprafata plata, 1-4
58,10, ovala izolate, unipolara pelicula lucioasa, - spori
13,14 cite 4-6 sau inel, li
depozit fin, margini putin ovall
tasat ondulate.
9, 15, nu alb - crem,
16,17, | rotunda, izolate fogrllfgglzaa suprafata plata,
18, 20, scurt cite 4-6 dipolara gau inel. lucioasa, - s%porl
24, 30, ovala denozit f|n margini putin sferici
31 ptasat ondulate.
nu b
formeaza alb - crem,
25, 26 . 1-4
"5a’ = izolate, . = peliculd suprafata plata }
27é§ 8, ovala cite 4-6 dipolard sau inel, lucioasa, gﬁ)/gﬂ
depozit fin, margini netede.
tasat
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Tabelul 3.3.

Caracterele morfologice, culturale si de reproducere ale tulpinilor de levuri

izolate din centrul vitivinicol '"Trifesti’ (a. 2017)

N Celule de levuri Caracteristica levurilor Prezenta
tulpinii forma rupare inmu- pe mediu pe mediu m'iﬂ;ﬁ"u' Sporulare
grup gurire lichid | solid (colonii)
4,5,6,9, fon?lgazé alb - crem,
10, 12, rotunda, izolate eliculi suprafata plata, 1-4
15, 22, scurt - * | unipolara Petic lucioasa, - spori
- cite 4-6 sau inel, . ..
27, 28, ovala depozit fin margini sferici
29, 30, ptasat ! netede.
32, 35, 37
nu
formeaza alb - crem,
7,8, 13, . . suprafata plata, 1-4
< izolate, . . pelicula Y -
14, 16, ovala . unipolara . lucioasa, - spori
cite 4-6 sau inel, . . .
40, 41, denozit fin margini putin ovali
42,43 P ' ondulate.
tasat
forr?llfj:azé alb - crem,
1,2, 3, rotunda, izolate cliculd suprafata plata, 1-4
11, 23, scurt 01918 1 dipolara | PSMM lucioasa, - spori
- cite 4-6 sau inel, O .
39, 45, ovala depozit fin. | Mmargini putin sferici
46, 47 P ! ondulate.
tasat
17, 18,
nu
19, 20, formeazi alb - crem,
21, 24, . o suprafata plata, 1-4
< izolate, . < pelicula o .
25, 26, ovala - dipolara . lucioasa, - spori
cite 4-6 sau inel, . )
31, 33, denozit fin margini ovali
34, 36, ptasat ’ netede.
38, 44

Din literatura de specialitate se cunoaste ca levurile din genul Saccharomyces au forma

celulei rotunda sau elipsoidala, celulele levurilor din genul Torulopsis au forma sferica, iar forma

de lamaie sau cilindrica este caracteristica pentru celulele genurilor Hanseniaspora, Kloeckera.

3.3. ldentificarea tulpinilor de levuri izolate din centrele vitivinicole 'Chisindu’, 'Purcari’

si 'Trifesti’ prin metoda PCR

Un avantaj al tehnicilor PCR il reprezinta faptul, ca permite obtinerea unei cantitati mari

de material genetic dintr-o anumita secventa ADN, iar acest material poate fi ulterior analizat

fara a fi necesara o prealabila clonare moleculara a acestuia.

Metoda PCR a fost utilizata in scopul determinarii apartenentei genetice a tulpinilor de

levuri izolate din diferite centre vitivinicole.
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Cercetarile au fost efectuate in cadrul laboratorului ”Biotehnologii” al Institutului de
Cercetare in Biotehnologie Agricold din Moscova (Rusia) si in cadrul Departamentului de
Imunologie si Histocompatibilitate, Facultatea de Medicind, Universitatea din Tessalia, CeMIA
SA Company, or. Larissa (Grecia).

Pentru PCR amplificare au fost utilizati urmatorii primeri:

ITS 1 (5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3°) 5i ITS 4 (5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3).
Parametrii de amplificare au fost: denaturarea la 94°C timp de 1,5 min., hibridizare la 55°C
timp de 1,5 min., elongare la 72°C timp de 2 min. si elongarea finala timp de 10 min.

Prin utilizarea metodei PCR a fost stabilit, ca toate tulpinile de levuri cercetate apartin
genului Saccharomyces (Fig.3.8). Identificarea speciilor a fost efectuatda prin compararea

secventiei nucleotide obtinute cu datele plasate in banca genetica NCBI (ncbi.nlm.nih.gov).

Mokdamien Heten 187 1108

— 820 bp

™ 100 bp

Fig. 3.8. Vizualizarea fragmentelor ADN-lui. 1, 12-fragmentele ADN-Iui de o

lungime cunoscuta (marker); 2- FNFTP-1, 3- FNFTP-5, 4- FNFTP-6, 5- FNFTP-7,

6- F-75-FTP-3, 7- F-75-FTP-4, 8- F-75-FTP-5, 9- F-75-FTP-6, 10- F-150-FTP-4, 11-
F-150-FTP-6:fragmentele de ADN a unor levuri studiate

Rezultatele de identificare a genurilor si speciilor tulpinilor de levuri izolate si selectate din
centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si "Trifesti’ prin metoda PCR sunt prezentate in tabelul 3.4.
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Tabelul 3.4. Speciile de levuri izolate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, "Purcari’ si

"Trifesti’
Saccharomyces
Ne Centrul astorianus bayanus
| vitivinicol cerevisiae (sin. vini) P . (sin.
(sin.carlsbergensis) i .
oviformis)
Nel,23,4,56,7,8,9,10,11
[ s 0 )4 [ i) i) i) i) i) i) i) i) i) ) ) - -
1| 'Chisindu” 1451314, 15, 16
Nel,3,6,7,8,10,11, 12, 13, 14, .
2 | 'Purcari’ |16,17,18,20,21,22,23,24,25, | Y "> 1920 | g 15 26
29, 30, 31
00 18/10.20. 32,36 77 28 20 | M2,34,6,12,21
[ . °r ) ) ) ) ) ) ) ) ) 'y
3 Trifesti 30, 31, 32, 35, 37, 38, 40, 41, 42, 24, 25, ?:1?:1, 34, 36, Ne 11, 23, 39
43, 45, 46, 47

In urma analizelor efectuate de identificare moleculara a speciilor de levuri cercetate au
fost evidentiate 16 tulpini S.cerevisiae din centrul vitivinicol 'Chisinau’, 22 tulpini S.cerevisiae,
6 tulpini S.pastorianus si 3 tulpini S.bayanus din centrul vitivinicol "Purcari’, 32 tulpini
S.cerevisiae, 12 tulpini S.pastorianus si 3 tulpini S.bayanus din centrul vitivinicol "Trifesti’.

3.4. Identificarea taxonomicia a tulpinilor de levuri izolate din centrele vitivinicole
'Chisinau’, "Purcari’ si "Trifesti’ prin spectroscopie FT-IR

Identificarea taxonomica prin metoda FT-IR se bazeaza pe faptul, ca grupurile functionale
ale fiecarei molecule studiate absorb radiatia infrarosie pentru a genera un spectru caracteristic
de absorbtie sau transmitere, care este bogat in informatie si unic pentru molecula respectiva.
Spectrele obtinute se analizeaza in bazele de date cunoscute. La fel ca amprentele digitale ale
omului identifica in mod unic proprietarul lor, spectroscopia IR furnizeaza o amprenta spectrala
care identificd in mod unic un compus chimic. In domeniul microbiologiei un spectru FT-IR
dezviluie o amprenta a celulei, care reflecta compozitia sa biochimica, ce include proteine, lipide,
ADN, ARN si carbohidrati [52].

Selectivitatea si sensibilitatea inalta a metodei fac posibild identificarea
microorganismelor chiar pana la nivelul tulpinii [101,105].

Identificarea taxonomica a tulpinilor de levuri cercetate prin FT-IR a fost efectuata in
cadrul laboratorului ,,Microbiologia Vinului” a Universitatii din Geisenheim (Germania).

Tulpinile de levuri cercetate au fost supuse analizei de identificare cu utilizarea

spectroscopiei FT-IR.
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Preventiv tulpinile de levuri au fost verificate la puritate (fig. 3.9).

-

Fig. 3.9.  Verificarea tulpinilor de levuri la puritate prin insamantarea lor pe mediul
solid agarizat YGCB-agar si YGC-agar

Dupa verificarea tulpinilor de levuri la puritate, fiecare tulpind a fost preluata de pe cutia
Petri, dizolvata in 0,1 ml apa distilata si transferata in celulele placii (ZnSe).

Placa a fost introdusa in termostat pe 1h, la temperatura de 45°C. Dupa uscarea mostrelor
placa a fost introdusa in spectrometru si a fost lansata programa de analizat (OpusLab).

In rezultatul analizei efectuate, reiesind din spectrele obtinute, comparate cu cele existente
in baza de date, a fost constatat, ca toate tulpinile de levuri cercetate sunt de trei specii:
Saccaromyces cerevisiae (~75 %), Saccharomyces pastorianus (~20 %) si Saccharomyces
bayanus (~5 %).

3.5. Determinarea indicilor biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate

Tulpinile de levuri izolate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, "Purcari’ si 'Trifesti’ au fost
testate in scopul identificarii acelor tulpini, care permit obtinerea vinurilor cu insusiri tipice.

In perioada anilor 2012-2017, au fost izolate 16 tulpini de levuri din centrul vitivinicol
'Chiginau', 31 tulpini din centrul vitivinicol "Purcari’ si 47 tulpini din centrul vitivinicol "Trifesti'.

La prima etapa, pentru selectarea tulpinilor de levuri, au fost analizati urmatorii parametri
tehnologici: rezistenta la alcool, rezistenta la SO., rezistenta la Cu, rezistenta la frig, abilitatea de
a forma spuma, activitatea B-glucozidazica, factorul Killer [122, 133, 161].

In rezultatul cercetarilor efectuate, au fost selectate 5 tulpini de levuri cu insusiri
tehnologice avansate din centrul vitivinicol 'Chisinau’, 8 tulpini de levuri din centrul vitivinicol
"Purcari’ si 10 tulpini de levuri din centrul vitivinicol "Trifesti’ [239].

In testul de evaluare a caracteristicilor calitative, efectuat in conditii de laborator, au fost
utilizate medii de cultura selective si stabilita capacitatea tulpinilor de levuri selectate de a

produce hidrogen sulfurat, acidul acetic si activitatea B-glucozidazica [92, 114, 154, 251, 258].
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Rezultatele testarilor de laborator a indicilor biochimici si tehnologici sunt prezentate in
tabelele 3.5, 3.6 si 3.7.
Tabelul 3.5.  Indicii biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate
din centrul vitivinicol "Chisinéiu’

Caracteristice tehnologice Caracteristice calitative
Rezistenta | Rezistenta -
. a b c ) ® = | © ..
Tulpina de Rezistenta la alcool la SO, la Cu, S S Ko Activitatea
X ma/L pmol/L o L | S| = | Produ- | Formarea
levuri, Ne < < X | £ idului B-
S| E = | 8.C| cerea acidului lucozidazi
8| 2 | 8[8F| Hs" acetic |9'4C0Z!
10% | 12% | 14% | 100 | 150 | 200 | 300 | T S| o cal
| o |8
Tulpini de levuri pentru producerea vinurilor albe
1 + + + + + + + + ++ S + + ++++ +
3 + + - + - + + + | ++ | N - - ++ +
4 + + - + - + + + + N - - +++ +
5 + + - + + + + + | +++ | S + + ++ +
6 + + + + + + + + | ++ | N + + +++ +
7 + + - + - + + + + N - + ++ +

Legendd: a) "+ - rezistent, "- - nerezistent; b) ”+ - rezistent, ”- - nerezistent; ¢) ’+ - rezistent, ”- - nerizistent;
d) ,, +” indice pozitiv, ,,-” indice negativ; €) "+ - fard spumare, ”++ - spumare medie, "’+++"- spumare sporitd,
f) ”S”- sensibil, "N”- neutru, "K”- Killer; g) "+ "- rezistent, ”-"- nerezistent; h) ”+”- se produce, ”’-”- nu se

produce; i) "+ - formare scazutd, "++"- formare medie, ”+++"- formare sporita, "++++"- formare exagerata,
j),, t 7 indice pozitiv, ,,-” indice negativ.
Tabelul 3.6. Indicii biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate
din centrul vitivinicol 'Purcari’

Caracteristice tehnologice Caracteristice calitative
Rezistenta Rezistenta la T ©
H . Ee] ® 1S
Tulplnq Rezistenta la alcool® | la SO2°, cue umébl/L | ® | 2| Activitat
de levuri mg/L K o L | S| =o | Produ- | Formarea
) k] < X | 5% . ] ea f3-
Ne S = « | 8| cerea acidului | id
81 2 | €|€§7 | Hs acetic | 9'4coZ!
10% | 12% | 14% | 100 | 150 [ 200 | 300 |7 | & | & & azical
LL

Tulpini de levuri pentru producerea vinurilor albe

8 + + - + + + + + | +++ | N + + ++ +
9 + + + + + + + + + N + - +/- +
10 + + + + + + + + | +++ | N + - +++ +
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continuare tabelului 3.6.

11 + + - + + + + + | +++ | N + - +/- +
13 + + - + + + + + | ++ | N + +++ +
14 + + + + + + + + | +++ | N - + +/- +
15 + + + + + + + + | +++ | N + + ++ +
16 + + - + + + + + ++ | N + - +/- +
Tulpini de levuri pentru producerea vinurilor rosii
17 + + + - - + + + | +++ | N + - +++ +
18 + + - + + + + + | ++ | N + - ++ +
19 + + - + + + + + | +++ | N - - +++ +
20 + + - - - + + + | +++ | S + - +++ +
o T P [ [ e e e T+ [N+ [ - W [+
22 + + - + + + + + + N + - ++ +
23 + + - + + + + + | ++ | N + + ++++ +
25 + + + + + + + + | +++ | N + + +/- +
26 + + + + + + + + | +++ | S + - ++ +
27 + + - + + + + + + N + - ++++ +
28 + + - + + + + + + N + - +/- +

31 + + + + + + + + + S + - ++++ +
Legendd: a) "+ - rezistent, - - nerezistent; b) "+ - rezistent, ”- - nerezistent; ¢) "+ - rezistent, - - nerizistent;
d) ,, +” indice pozitiv, ,,-” indice negativ; €) "+ - fard spumare, ”++ - spumare medie, ’+++"- spumare sporitd,
f) ”S”- sensibil, "N”- neutru, "K”- Killer; g) "+ - rezistent, ”-”- nerezistent; h) ”+”- se produce, ”’-”- nu se

produce; i) "+ - formare scazutd, "++ - formare medie, ”+++"- formare sporitd, ’++++"- formare exageratd;
)., t 7 indice pozitiv;, ,,-” indice negativ.
Tabelul 3.7. Indicii biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate
din centrul vitivinicol "Trifesti’

Caracteristice tehnologice

Caracteristice calitative

; . Rezistenta
Tulpina . a |Rezistenta la o | ® | @ 8 Vi
: ! &
de levuri,| Rezistenta laalcool® | “g b gy 7| 1aCUS 1 8 1 8 | o] o | produ- | Formarea |ACUVItAte
pmol/L © c |29 8¢ . . ap-
Ne S| £ |85 Z& | cerea acidului ;
3| 3 |£Y S=m| HS acetic |9lucozida
10% | 12% | 14% | 100 | 150 | 200 | 300 &’ & 7 zicd)
Tuliini de levuri ientru iroducerea vinurilor albe

2 + + - - - + + + | +++ | N + - +++ +
3 + + + + + + + + | ++ | N + + ++ +
4 + + + + + + + + + N + + ++ +
5 + + - + + + + + | ++ | N + - +++ +
6 + + - + + + + + | +++ | N + - ++++ +
7 + + - + + + + + + N + - ++ +
8 + + + + + + + + + S + - ++ +
9 + + + + + + + + + N - - +/- +
11 + + + + + + + + | ++ | N + + +/- +
12 + + + + + + + + + N + + +++ +
13 + + + + + + + + | +++ | N + - +++ +
14 + + - + + + + + | ++ | S - - +/- +
16 + + - + + + + + + N + - +/- +
17 + + + + + + + + | +++ | N + + ++ +
18 + + + + + + + + | ++ | N - - +++ +
20 + + - + + + + + | ++ | N + - ++ +
21 + + - - - + + + + N + - ++++ +
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continuare tabelului 3.7.

23 + + + + + + + + | +++ | S - - ++ +
Tulpini de levuri pentru producerea vinurilor rosii

24 - + + + + + N + + ++

25 + + - + + + + + | ++ | N + - +++ +

26 + + + + + + + + | +++ | S + - ++ +

28 + + + + + + + + | +++ | S + - +++ +

29 + + + + + + + + + S - - ++++ +

30 + + - + + + + + | ++ | S - + ++++ +

31 + + + + + + + + + N + - ++ +

L2 P+ s T+l P+ P+ [+ + [N+ - [ # [ + |

33 + + + + + + + + | +++ | N + - +++ +

34 + + + + N + - +/-

36 + + - + + + + ++ - + +++ +
+ + + + + + + N + + +
+ + + + + + + N - - +
+ + - - + + + N + + +
+ + + + + + + N + - +

44 + + - + + + + + + N + - ++++ +
45 + + + + + + + + | ++ | N + - + +
46 + + + + + + + + + N - + ++ +
47 + + + + + + + + + N + ++ +
Legenda: a) "+ - rezistent, ”-"- nerezistent; b) ”+”- rezistent, ”-”- nerezistent; ¢) ’+”- rezistent, ”- - nerizistent; d) ,, +”
indice pozitiv; ,,-” indice negativ; €) "+”- fard spumare, ”++"- Spumare medie, ~+++"- spumare sporita,; f) "S- sensibil,
"N”- neutru, "K - killer; g) ’+ - rezistent, - "- nerezistent; h) ’+”- se produce, ”-"- nu se produce; i) "+ - formare scazutd,
V++"- formare medie, "+++"- formare sporitd, "++++"- formare exagerata, j) ,,+" indice pozitiv; ,,-” indice negativ.

Analizind rezultatele prezentate in tab. 3.5, 3.6 si 3.7 putem constata, cd majoritatea
tulpinilor de levuri studiate sunt rezistente la alcool (de la 10% vol. pina la 14% vol.), exeptie
fiind ~30% de levuri, care nu se dezvolta la concentratia alcoolului de 14% vol. Rezistenta la
concentratii inalte de SO a fost depistata la 95% de levuri studiate, exeptie fiind tulpinile
Nr.3,4,7,11,15 ("Chisinau’), Nr.17,20 ('Purcari’) si Nr.2,21,39 ('Trifesti’) (fig.3.10).

Fig. 3.10. Rezistenta unor tulpini de levuri la concentratii inalte de SO2 (exemplu)
Legenda: 1*- SO2-100 mg/L; 2*- SO»-150 mg/L; 3*- SO,-200 mg/L.
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Rezistenta tulpinilor de levuri la concentratii inalte de cupru a demonstrat, ca prezenta
acestuia nu influenteaza negativ asupra activitatii fermentative a tulpinilor studiate.
A fost stabilit, ca 75% din tulpinile cercetate au format foarte putina spuma in primele

24-48 de ore, 38 tulpini fiind incluse in categoria levurilor ,,fara-spuma" (fig.3.11).

Mostra cu
spumare medie

Mostra
fara spumare

Fig. 3.11. Capacitatea unor tulpini de levuri cercetate de a forma spuma
(exemplu)

Cercetarile efectuate si rezultatele obtinute in baza acestui studiu au demonstrat, ca 85%
din tulpinile de levuri izolate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, "Purcari’ si "Trifesti’ sunt de
fenotipul Neutru, adica nu pier in prezenta tulpinilor din fenotipul Killer si nu inhiba activitatea
tulpinilor de fenotipul Sensibil.

Evaluarea caracteristicilor tehnologice a demonstrat ca 100% de levuri poseda activitate
B-glucozidazica, dar acesata activitate scade cu ~33% la pH intre 2,8-3,5 [40].

in rezultatul cercetarilor efectuate a fost stabilit, ca 56% dintre levurile izolate din central
vitivinicol 'Chisinau’, 58% din cele izolate din centrul vitivinicol "Purcari’ si 68% din centrul
vitivinicol 'Trifesti’ produc concentratii minimale de acid acetic, 38%, 32% si respectiv 21%
formeaza concentratii sporite, iar aproximativ 10% de levuri produc concentratii exagerate de
acest acid (fig. 3.12). Concentratia acidului acetic variaza in functie de tulpind, concentratia

zaharurilor din must si temperatura de fermentatie.
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Tulpinile formeaza acid
acetic

Fig. 3.12. Formarea acidului acetic de tulpinile de levuri cercetate (exemplu)

Formarea sau neformarea HzS este legata de prezenta sau absenta in must a aminoacizilor
cu sulf. Rezultatele obtinute au demonstrat, ca circa 30% dintre levurile izolate din centrul
vitivinicol 'Chisinau’, 23% dintre levurile izolate din centrul vitivinicol 'Purcari’ si circa 25%

dintre levurile izolate din centrul vitivinicol 'Trifesti’ produc H2S. (Fig.3.13)

Tulpinile nu
produc H,S
Tulpinile
produc H,S

Fig. 3.13. Formarea H:S de tulpinile de levuri cercetate (exemplu)

Astfel, pentru producerea vinurilor albe si rosii seci au fost selectate tulpinile de levuri
capabile sa fermenteze in conditii specifice, cu vigoare fermentativa [143] in timp optimal, fara
formarea hidrogenului sulfuros, cu capacitate de a flocula precipitatul, fapt ce elimina necesitatea
limpezirii sau filtrarii suplimentare a vinului [213] si capacitate joasd sau medie de formare a
spumei, fapt ce indica prezenta substantelor superficial active [44].

In baza rezultatelor obtinute si aprecierii comparative a diferitor indici au fost selectate
urmatoarele tulpini de levuri izolate din centrul vitivinicol 'Chisinau’: Nr.2, Nr.8, Nr.9, Nr.10, Nr.14
si Nr.16; din centrul vitivinicol 'Purcari”: Nr.1, Nr.3, Nr.7, Nr.12 — pentru producerea vinurilor albe,

Nr. 21, Nr.24, Nr.29, Nr.30 — pentru producerea vinurilor rosii; din centrul vitivinicol "Trifesti”: Nr.1,
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Nr.10, Nr.15, Nr.19, Nr.22 — pentru producerea vinurilor albe si Nr. 27, Nr.32, Nr.35, Nr.41, Nr.43
— pentru producerea vinurilor rosii.
3.6. Sinteza problematicii tratate si a rezultatelor obtinute in capitolul 3

In rezultatul cercetarilor efectuate au fost izolate 34 de tulpini de levuri din centrul
vitivinicol 'Chisinau’, 64 de tulpini de levuri (34 din soiuri albe, 30 din soiuri rosii) din centrul
vitivinicol "Purcari’ si 61 de tulpini de levuri (33 din soiuri albe, 28 din soiuri rosii ) din centrul
vitivinicol 'Trifesti".

Au fost determinate caracterele morfologice si culturale ale tulpinilor de levuri izolate. A
fost demonstrat ca celulele levurilor studiate sunt bine accentuate si se deosebesc prin forma si
dimensiuni, toate tulpinile de levuri se afla in stare de inmugurire. Toate tulpinile de levuri izolate
din centrele vitivinicole 'Chisinau’, "Purcari’ si 'Trifesti’ sunt de tip eucariot, in care se disting
bine componentele celulare. Din 34 de culturi izolate din centrul vitivinicol 'Chisinau’, 64 de
culturi izolate din centrul vitivinicol 'Purcari’ si 61 de culturi izolate din centrul vitivinicol
"Trifesti’, genului Saccharomyces apartin 16, 31 si, respectiv, 47 tulpini de levuri. Levurile
studiate nu formeazd micelii reale, toate se inmultesc pe cale vegetativd prin inmugurire
multilaterald si sexuat prin spori, fapt ce confirma, cd aceste tulpini apartin genului
Saccharomyces. Culturile de levuri izolate din microflora indigena se caracterizeaza prin celule
uniforme si microbiologic viabile.

A fost efectuata compararea secventelor nucleotidice, obtinute cu cele plasate in banca
genetica NCBI (ncbi.nlm.nih.gov) si identificarea levurilor prin metoda FT-IR. A fost
demonstrat, ca toate tulpinile de levuri cercetate sunt din trei specii: Saccaromyces cerevisiae
(~75%), Saccharomyces pastorianus (~20 %), Saccharomyces bayanus (~5 %).

In baza indicilor biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate au fost selectate
tulpinile de levuri: din centrul vitivinicol ‘Chisinau’ - Nr.2 - Cricova-2, Nr.8- Cricova Chardonnay
(3), Nr.9 - Cricova Chardonnay (4), Nr.10 - 1S, Nr.14 - 1VT, Nr.16 - 3VT — pentru producerea
vinurilor albe seci; din centrul vitivinicol 'Purcari’ - Nr.1 - FNFTP-1, Nr.3 - FNFTP-6, Nr.7 - F-75-
FTP-5, Nr.12 - Ch75P-3/F — pentru producerea vinurilor albe seci si Nr.21 - C-S-120-P-2, Nr.24 -
R-NNP-2, Nr.29 - R-N-120-P-4, Nr.30 - R-N-120-P-5 — pentru producerea vinurilor rosii seci; din
centrul vitivinicol "Trifesti’ - Nr.1 - STr-1, Nr.10 - S75Tr-2, Nr.15 - S75Tr-4.4, Nr.19 - ATr-2, Nr.22
- ATr-2.3 — pentru producerea vinurilor albe seci si Nr.27 - MTr-4, Nr.32 - M100Tr-1, Nr.35 -
M100Tr-4, Nr.41 - C-S60Tr-2, Nr.43 - C-S60Tr-4 — pentru producerea vinurilor rosii Seci.
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IV. INFLUENTA DIFERITOR TULPINI DE LEVURI ASUPRA CALITATII
VINURILOR ALBE SI ROSII SECI

Pentru aprecierea tehnologica a tulpinilor de levuri, in special pentru cele utilizate pe
scard industriala, unul din indicii de baza este capacitatea levurilor de a forma diferiti compusi
secundari in timpul fermentarii, care au rol foarte important in procesul de producere a vinului,
pentru ca contribuie semnificativ la formarea indicilor fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor
albe si rosii seci [192, 207].
4.1. Studiul influentei diferitor tulpini de levuri selectate din centrul vitivinicol "Chisinau’
asupra calitatii vinurilor albe seci
4.1.1.Influenta diferitor tulpini de levuri asupra procesului de fermentatie a mustului

Pentru aprecierea comparativa a tulpinilor de levuri Nr.2 - Cricova-2, Nr.8- Cricova
Chardonnay (3), Nr.9 - Cricova Chardonnay (4), Nr.10 - 1S, Nr.14 - 1VT si Nr.16 - 3VT, selectate
din centrul vitivinicol 'Chisindu’, acestea au fost utilizate pentru fermentatia mustului de struguri
din soiul Chardonnay, recoltat de pe plantatiile S.A. ,,Cricova”, in comparatie cu tulpinile martor
LAU LittoLevure (Franta) si tulpina de levuri Ne29 - Rara Neagra-2 din CRMIO. Caracteristicile
fizico-chimice initiale ale mustului de struguri utilizat in cercetari sunt prezentate in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1.  Caracteristicile fizico-chimice ale mustului de struguri utilizat pentru
aprecierea comparativa a diferitor tulpini de levuri (a. r. 2011)

Denumirea soiurilor Concenttagla m Concentratia in .
- opes masa a 9 o Potentialul

de struguri si conditii . masa a acizilor
. ’ zaharurilor, . . 3 pH OR, mV

de utilizare o/dm? titrabili, g/dm
Chardonnay
(in conditii de 195,0+0,5 8,8+0,1 3,09+0,01 | 216,9+0,3
microvinificatie)

Inocularea mustului (10 L) cu tulpini de levuri selectate a fost efectuata dupa limpezirea
acestuia la temperatura de 8-10 °C in decurs de 12 ore. Operatiunile tehnologice de preparare a
vinurilor albe seci din soiul Chardonnay (zdrobirea, scurgerea mustului, sulfitarea, limpezirea,
fermentatia mustului) au fost efectuate in conditiile sectiei de microvinificatie a ISPHTA [15].

A fost monitorizata activitatea fermentativa a tulpinilor si influenta lor asupra indicilor
fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe seci Chardonnay.

Dinamica procesului de fermentatie alcoolica a mustului este prezentata in fig. 4.1 - 4.8.
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Fig. 4.8. Dinamica fermentirii zaharurilor

in mustul de struguri Chardonnay cu utilizarea
tulpinii de levuri LittoLevure (a.r.2011)

Conform datelor redate in fig. 4.1.- 4.8. a fost stabilit, ca fermentatia decurge mai activ in

cazul utilizarii tulpinilor de levuri Nr.2 - Cricova-2 si Nr.8 - Cricova Chardonnay (3), care

consuma toate zaharurile din must dupa 10-11 zile de la inoculare, comparativ cu alte tulpini,

inclusiv martorul LittoLevure (Franta), care se caracterizeaza prin perioada mai lunga de adaptare

la mediu dat si fermentatie de mai lunga durata.

Astfel, in baza indicilor de fermentatie a mustului, de perspectiva pentru vinificatie pot fi

considerate tulpinile Nr.2 - Cricova-2 si Nr.8 - Cricova Chardonnay (3), care intr-o perioada de

timp mai scurtd comparativ cu alte tulpini fermenteza complet zaharurile prezente in must.
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4.1.2. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra indicilor fizico-chimici ai vinurilor albe
seci Chardonnay

Vinurile albe seci obtinute prin fermentatie cu diferite tulpini de levuri din centrul
vitivinicol 'Chisinau’, au fost supuse analizelor fizico —chimice, iar rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul 4.2.

Astfel, putem mentiona, ca vinurile albe seci fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri
Nr.2 - Cricova-2 si Nr.14 - 1 VT se caracterizeaza printr-o concentratie mai inalta a alcoolului etilic
de 11,5 si respectiv 11,4% vol. Utilizarea tulpinilor de levuri Nr.8 - Cricova Chardonnay(3), Nr.9
- Cricova Chardonnay(4), si LAU (LittoLevure, Franta) contribuie la obtinerea unor vinuri albe
seci cu un grad alcoolic mai scazut: 11,0-11,1% vol. (tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe seci obtinute cu diferite tulpini
de levuri (a. r. 2011)

. | Concentratia In masa a . Nota
Concentratia K . Zaharuri
No Tulpina lcoolici, % H Potentialul | . a1, | Organole-
: P alcoo T » 70 [ acizilor | acizilor P OR, mV e ptici,
vol. titrabili, | volatili, g/am puncte
g/dm3 g/dm3
Nr.29 - Rara —
1 Neagra 2 11,2+0,1 8,4+0,1 | 0,39+0,03 | 3,15+0,02 | 214,2+0,02 1,9 +0,1 7,9
(martor)
LAU
2 (LittoLevure, 11,1+0,1 8,2+0,2 | 0,52+0,03 | 3,15+0,03 | 214,5+0,03 3,0+0,1 7,9
(martor)
3 | Nr.2 - Cricova-2 11,5+0,1 8,2+0,1 | 0,48+0,03 | 3,15+0,02 | 214,2+0,02 1,1+0,1 8,0
g | Nr8-Cricova |4y 0.0 | 84101 | 033£004 | 3,15£0,01 | 214,5:0,04 | 1,7 0.1 7.9
Chardonnay(3)
5 | Nr9-Cricova | g 6.6 1 | 86401 | 0,62:0,03 | 313£0,02 | 215,240,05 | 3,0 £0.1 78
Chardonnay(4)
6 Nr.10 - 1S 11,2+0,1 8,4+0,2 | 0,59+0,04 | 3,14+0,02 | 214,8+0,04 1,9+0,1 7,9
7 Nr.14 - 1VT 11,4+0,1 8,5+0,1 | 0,39+0,04 | 3,15+0,05 | 214,0+0,01 2,3 0,1 8,0
8 Nr.16-3VT 11,3+0,1 8,6+0,1 | 0,73+0,02 | 3,12+0,02 | 215,7+0,05 1,9 +0,1 7,8

Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe seci obtinute in conditii de microvinificatie
variazd nesemnificativ si in dependentd de tulpina utilizatd variazi in limitele 8,2-8,6 g/dm?
(tabelul 4.2).

Variatia valorilor indicelui pH in probele de vinuri albe seci obtinute cu utilizarea diferitor
tulpini de levuri, se afla intr-un interval ingust si constituie 3,12-3,17 in dependenta de tulpina

utilizata.
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Cel mai mic potential de oxido-reducere a fost inregistrat in vinurile albe seci, fermentate cu
tulpinile de levuri Nr.2 - Cricova-2, Nr.14 - 1VT si Ne 29 - Rara-Neagra-2. Concomitent, aceste 3
tulpini de levuri sunt si mai rezistente la rece, comparativ cu altele. Respectarea stricta a procedeelor
tehnologice la prelucrarea strugurilor a permis de obtinut vinuri albe seci cu un potential oxido-
reductiv scazut, care variaza de la 214,0 pana la 215,7 mV (tabelul 4.2).

Concentratia in masa a acizilor volatili variaza in vinurile obtinute in intervalul 0,33-0,73
g/dm?3, ceea ce poate fi explicat prin decurgerea diferitor reactii enzimatice [45, 60, 85].

Valorile zahirului rezidual in vinurile albe seci nu depasesc limitele admisibile de 4 g/dm?
ce este caracteristic pentru aceasta categorie de vinuri (tabelul 4.2) [15].

Un component important al vinurilor albe seci este glicerolul, care participa la formarea
gustului vinului si 1i atribuie o senzatie dulce si moale [49]. Rezultatele ce tin de cantitatea de
glicerol in vinurile albe, obtniute cu utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol
'Chisinau’, sunt prezentate in figura 4.9. Astfel, toate vinurile cercetate contin circa 6 g/dm?®
glicerol, insi cantititi maximale 7,2- 7,3 mg/dm? au fost stabilite in cele fermentate cu tulpinile
Nr.2 - Cricova-2 si Nr.16 - 3VT. Cele mai mici cantitati de glicerol au fost inregistrate in vinurile
albe seci fermentate cu tulpinile Nr.8 - Cricova Chardonnay(3), Nr.9 - Cricova Chardonnay(4),
Nr.10 - 1S, Nr.14 - 1VT si Nr.29 - Rara-Neagra-2 (figura 4.9.).
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Fig. 4.9. Concentratia glicerolului in vinurile albe seci Chardonnay obtinute cu
utilizarea diferitor tulpini de levuri selectate

Astfel, putem mentiona influenta semnificativa a tulpinilor de levuri asupra continutului
de glicerol in vinurile albe seci obtinute. Aceste constatari subliniazd importanta alegerii corecte
a tulpinilor de levuri in procesul de producere a vinului, avand un impact direct asupra

caracteristicilor organoleptice ale produsului final.
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In scopul stabilirii unor arome specifice in vinurile albe seci, caracteristice fiecarei tulpini
de levuri selectate, a fost efectuata aprecierea organoleptica a vinurilor albe seci, obtinute prin
fermentatie cu diferite tulpini de levuri din centru vitivinicol ‘Chisindu’. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in figura 4.10.

CNMN-Y-26
5

CricovaChardonnay
3) =¢—Mar

== Citrus

LittoLevure

== Floral
CricovaChardonnay

== Fructuos
4)

Rara-Neagra 2
=== Condimente
== |_evuri

Erbaceu/vegetal

Fig. 4.10.  Aprecierea organolepticia a vinurilor Chardonnay obtinute cu diferite
tulpini de levuri selectate

Analiza rezultatelor obtinute indicd, ca in cazul utilizarii tulpinii de levuri Nr.2 -
Cricova-2 (CNMN-Y-26) vinul alb sec capata o aroma florala si fructuoasa, predomina arome
de fructe albe precum mar, oferind o senzatie de prospetime si vitalitate, iar in cazul utilizarii
tulpinii de levuri Ne14 - 1VT predomina arome citrice. Slabe nuante erbacee au fost evidentiate
in vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.16 - 3VT, iar in mostra de vin cu utilizarea
LAU au fost depistate nuante de drojdie. Celelalte vinuri albe seci au fost apreciate cu o aroma
curatd de soi.

In asa fel, cercetarile efectuate in conditii de microvinificatie in campania vinicold a. 2011
au demonstrat, ca utilizarea tulpinii de levuri selectate Nr.2 - Cricova-2 (CNMN-Y-26) la
fermentatia mustului din soiul de struguri Chardonnay permite obtinerea vinurilor albe seci de o
calitate inalta, atit dupa indicii fizico-chimici, cit si dupa nota organoleptica si nu cedeaza calitatii
vinului obtinut cu utilizarea LAU de import.

Rezultatele obtinute indica, ca componenta fizico-chimica si calitatea vinurilor albe seci

depinde in mare masura de tulpina de levuri utilizata in procesul de fermentatie a mustului.
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Pentru obtinerea unor vinuri albe seci de calitate inalta in procesul de fermentatie a mustului

a fost recomandata utilizarea in producere tulpina de levuri izolata din centru vitivinicol 'Chisinau’:

Nr.2 - Cricova-2 (CNMN-Y-26).

4.1.3. Determinarea continutului de substante volatile in vinurile albe seci obtinute cu

utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol "Chisinau’

In scopul studierii influentei tulpinilor de levuri selectate asupra potentialului aromatic al

vinurilor albe seci au fost determinate unele substante volatile, iar rezultatele obtinute sunt

prezentate in tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Continutul substantelor volatile in vinurile albe seci Chardonnay
fermentate cu diferite tulpini de levuri selectate, mg/dm?

Ne Tulpina de levuri
Denumirea Nr.2 - Nr.8 - Nr.9 - )
substantei | Cricova-2 | Cricova | Cricova | Nr.10-|Nr.14- | Nr.16- zgrz; L';\'/tljc;e
(CNMN-Y- |Chardonna|Chardonna| 1S 1vVT 3VT Neagri 2 | (LAU)
26) y(3) y(4)
|l ase 3.4+ 25+ 27+ | 34+ | 189+ | 21+ 15,6+
1 | Acetaldehida 07 05 0.2 03 | 09 | 27 05 17
N 24,0+ 234+ 204+ | 226+ | 198+ | 237+ | 258+ | 167+
21 1,7 0.9 15 | 13 | 26 3.1 14
Alcool metili
3 Cog/ d’;ﬁ"c’ <0,02 <0,02 <002 | <002 | <0,02 | <002 | <002 | <0,02
4 2-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
5 n-propanol 15,1+ 9,9+ 10,0+ 12,9+ | 10,1+ 7,4+ 6,0+ 10,1+
prop 1.4 0.9 11 17 08 17 0.9 12
o | oputmy 20,3+ 20,0+ 324+ | 313+ | 230+ | 304t | 309+ | 238+
21 15 2.4 2.9 18 | 29 27 15
7 | n-butanol <05 <05 <05 <05 | <05 | <05 <05 <05
o | homentangl | 1ALIE 171,90+ | 1556+ | 1711+ | 1480+ | 1692+ | 1670+ | 187.0+
P 3.9 22 35 77 | 39 | 48 5.4 3.4
. Aliggl'ﬁor 1775+ 2037+ | 1990+ | 2163+ | 182,1+ | 2080+ | 2049+ | 2210+
o 5.9 78 51 121 | 41 8,7 6.1 8.9
superiori

Din rezultatele prezentate in tabelul 4.3. se poate concluziona, ca continutul substantelor

volatile in vinurile albe seci variaza in dependenta de tulpina de levuri utilizata.

Concentratia acetaldehidei in vinurile albe seci studiate variaza semnificativ in limita 2,1-

18,9 mg/dm?3. Tulpina de levuri are o influenta mare asupra continutului de acetaldehida, ceea ce
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se explica prin faptul, ca fiecare tulpina de levuri formeaza diferite cantitati de aceasta substanta.
De exemplu, in cazul utilizarii tulpinii de levuri Nr.29 - Rara-Neagra-2 concentratia acetaldehidei
in vin este 2,1 mg/dm? (valoarea minimal), iar in cazul utilizirii tulpinii de levuri Nr.16 - 3VT
concentratia acetaldehidei in vin este 18,9 mg/dm? (valoarea maximals).

Un alt component important, care se formeaza in procesul de fermentatie alcoolica este
etilacetatul, care direct influenteaza asupra proprietatilor organoleptice a vinurilor obtinute.

Etilacetatul nemijlocit participa la formarea aromei vinurilor obtinute, iar in unele cazuri
afecteazi si gustul. In concentratii inalte, la nivel de perceptie olfactiva, etilacetatul redi o aroma
astringentd. In general, toate vinurile sinitoase contin etilacetat, care se formeaza in timpul
fermentatiei vinurilor, ajungind concentratia pini la 160 mg/dm?.

In vinurile cercetate valorile de etilacetat sunt cuprinse in intervalul de la 16,7 pini la
25,8 mg/dm?®, iar cea mai micid concentratia a fost depistatd in vinul cu utilizarea LAU
(LittoLevure) si cea mai mare in vinul cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.29 - Rara-Neagra-2
din CRMIO.

De asemenea, in baza analizei complexului volatil a vinurilor albe seci studiate se poate
de concluziona, ca continutul de alcoolul metilic este de circa 0,02 mg/dm3, ce dovedeste ca
tulpinile de levuri selectate nu influenteaza semnificativ asupra concentratiei alcoolului metilic.

O influenta mai putin semnificativa au avut-o levurile studiate asupra continutului de n-
butanol si 2-butanol in vinuri, unde au fost determinate valori mai mici de 0,5 mg/dm?..

Concentratia izobutanolului in vinurile albe seci variaza in limitele 20,3 - 32,4 mg/dm3 in
dependenta de tulpind. Concentratii maximale de izobutanol au fost stabilite in vinul fermentat cu
tulpina Ne 9 - Cricova Chardonnay (4) (tabelul 4.3.).

Variatia concentratiilor de n-propanol in vinurile albe seci se afld in limita intervalului
6,0-15,1 mg/dm?.

Cantitatea izopentanolului in vinurile albe seci studiate reprezinta circa 60% din suma
tuturor alcoolilor superiori, iar diferenta dintre valoarea cea mai mica si cea mai mare determinata
in vinurile cercetate constituie 45,9 mg/dm?3. Cea mai mare concentratia de izopentanol a fost
depistata in vinul obtinut cu LAU si constituie 187,0 mg/dm? (LittoLevure).

4.1.4. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra continutului acizilor organici in
vinurile albe seci

In scopul aprofundarii cercetarilor, a fost studiata influenta tulpinilor de levuri asupra

concentratiei acizilor organici in vinurile albe seci Chardonnay. In rezultatul metabolizarii
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glucidelor si compusilor de azot de catre tulpinile de levuri la fermentatia primara se formeaza
un sir de compusi, care participa la formarea gustului si aromei vinurilor finite, printre aceste
substante sunt si acizii organici [21].

In rezultatul cercetarilor efectuate asupra continutului acizilor organici a fost stabilit, ca
influenta tulpinii de levuri asupra diferitor acizi organici este destul de importantd. Acest fapt
confirmd postulatul, cd tulpina de levuri participd in toate transformadrile acizilor di- si
tricarboxilici din vinuri, detinand in sine intregul complex de sisteme enzimatice. Rezultatele
analizelor continutului acizilor organici in vinurile albe seci Chardonnay, a.r. 2011, obtinute cu
diferite tulpini de levuri sunt prezentate in tabelul 4.4.

Tabelul 4.4. Continutul acizilor organici in vinurile albe seci Chardonnay fermentate cu
diferite tulpini de levuri, g/dm?

N Denumirea Acidul Acidul Acidul Acidul Acidul Acizii
B tulpinii tartric malic lactic citric succinic titrabili
p | NM2-Rara— g o00 | 33200 | 020002 | 050001 | 0.4020.01 | 8.4%0.1
Neagra 2
LAU
2 (LittoLevure, 3,440,2 3,3+0,1 | 0,20+0,01 | 0,40+0,02 | 0,50+0,02 8,2+0,2
Franta)
Nr.2 - Cricova-2
+ + + + +
3 (CNMN-Y-26) 3,4+0,1 3,1+£0,2 0,20+0,03 | 0,50+0,01 | 0,40+0,02 8,2+0,1
Nr.8 - Cricova
4 3,7+0,2 3,1+0,1 0,30+0,01 | 0,40+0,04 | 0,40+0,05 8,4+0,1
Chardonnay(3) ’
Nr.9 - Cricova
5 3,2+0,1 3,2+0,3 | 0,40+0,01 | 0,40+0,04 | 0,50+0,01 8,6+0,1
Chardonnay(4) ’
6 Nr.10 - 1S 3,5+0,1 3,1£0,2 | 0,20+0,02 | 0,40+0,05 | 0,50+0,03 | 8,4+0,2
7 Nr.14 - 1VT 3,5+0,1 3,1+0,1 0,40+0,05 | 0,40+0,03 | 0,40+0,02 8,5+0,1
8 Nr.16-3VT 3,8+0,3 3,2+0,1 0,30+0,03 | 0,30+0,01 | 0,70+0,05 8,6+0,1

Astfel, vinurile albe seci fermentate cu Nr.8 - Cricova Chardonnay(3) si Nr.16-3VT
contin cantitati maximale de acid tartric 3,7 - 3,8 g/dm?. Continutul acidului tartric in vinurile
fermetate cu celelalte tulpini a fost mai mic si a variat la nivel de 3,2 - 3,5 g/dm?,

Este cunoscut, ci acidul malic in limitele concentratiilor de 2,2 - 3,0 g/dm?reda vinului o
senzatie placutd fructuoasa, dar in cantitdfi mari imprima vinului un gust de verdeata. Cea mai
mare concentratie de acid malic a fost determinata in vinurile albe seci obtinute cu utilizarea

tulpinilor Rara-Neagri-2 si LAU si constituie 3,3 g/dm?®.
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Un alt component important al vinurilor albe seci este acidul lactic. Variatia valorilor
acidului lactic in vinurile studiate este cuprins in intervalul 0,2-0,4 g/dm?. Din datele prezentate
in tabelul 4.4. se observa, ca tulpinile de levuri studiate au o influenta diferita asupra continutului
de acid lactic.

Un alt acid organic de origine levuriand important pentru vinurile albe seci este acidul
succinic, care intensifica procesul de formare a glicerolului. Analizand rezultatele prezentate, se
observa, ca concentratia acidului succinic in vinurile albe seci variaza in limita valorilor de la 0,4 pina
la 0,7 g/dm®. In baza rezultatelor prezentate, se poate concluziona, ci tulpinile de levuri studiate au
o influentd semnificativa asupra concentratiei acidului succinic in vinurile albe seci.

Este cunoscut faptul, ¢ acidul citric se giseste mai mult in struguri decit in vinuri. In
timpul fermentatiei alcoolice a fost constatat, ci se formeazi cca 100-200 mg/dm? prin
metabolizarea zaharurilor de catre levuri [5, 35]. Cea mai mica concentratie a acidului citric a
fost depistata in vinul alb sec fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.16-3VT, ceea ce poate
fi explicat prin consumul acestuia la formarea acidului succinic (ciclul Krebs).

In asa fel, rezultatele cercetarilor obtinute indici, ca tulpinile de levuri studiate in mare
masurd influenteaza asupra concentratiei unor acizi organici (acidul tartric, acidul malic, acidul
succinic), dar acizii titrabili in vinurile obtinute variaza in dependenta de tulpina utilizata mai
putin semnificativ (8,2-8,6 g/dm?).

Pentru aprecierea tehnologica a tulpinilor de levuri si utilizarea lor pe scarad industriala este
necesar de a cunoaste informatia despre formarea compusilor secundari ai fermentérii alcoolice,
care au o valoare extrem de importantd in procesul de formare a vinului. In rezultatul
metabolismului, levurile contribuie la sinteza unor compusi, care participa direct la formarea
indicilor fizico-chimici si organoleptici a vinurilor albe seci [304, 306].

4.2. Studiul influentei diferitor tulpini de levuri selectate din centrul vitivinicol "Purcari’
asupra calitatii vinurilor albe si rosii seci

4.2.1.Influenta diferitor tulpini de levuri asupra procesului de fermentatie a mustului si
mustuielii

Pentru aprecierea comparativa a tulpinilor de levuri: Nr.1 - FNFTP-1, Nr.3 - FNFTP-6, Nr.7 -
F-75-FTP-5, Nr.12 - Ch75P-31F pentru producerea vinurilor albe si Nr.21 - C-S-120-P-2, Nr.24 - R-
NNP-2, Nr.29 - R-N-120-P-4, Nr.30 - R-N-120-P-5 pentru producerea vinurilor rosii, selectate din

centrul vitivinicol "Purcari’, acestea au fost utilizate pentru fermentatia mustului de struguri din
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soiul Aligote si mustuielii din soiul Cabernet-Sauvignon, recoltate de pe plantatiile IM ”Vinaria
Purcari” SRL, comparativ cu tulpinile martori Oenoferm Freddo pentru vinuri albe seci si
Oenoferm Be-Red pentru vinuri rosii seci (Germania). Caracteristicile fizico-chimice initiale ale
mustului de struguri sunt prezantate in tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Caracteristicile fizico-chimice ale mustului de struguri utilizat pentru
aprecierea comparativa a diferitor tulpini de levuri (a. r. 2017)

. L Concentratia in .
Denumirea soiurilor de . Concentratia in .
Ne - ‘e masa a « o Potentialul
struguri si conditii de . masi a acizilor
’ zaharurilor, . S 3 pH OR, mV
utilizare 3 titrabili, g/dm
g/dm
Aligote
1 (in conditii de 210,0+0,5 6,8+0,1 3,09+0,02 216,9+0,3
microvinificatie)
Cabernet-Sauvignon
2 (in condifii de 225,0+0,5 7,8+0,1 3,2240,09 | 212,3+0,5
microvinificatie)

Operatiunile tehnologice de preparare a vinurilor albe seci din soiul Aligote (zdrobirea,
scurgerea mustului, sulfitarea, limpezirea, fermentatia mustului) si, respectiv, de preparare a
vinurilor rosii seci din soiul Cabernet-Sauvignon (zdrobirea, sulfitarea, macerarea-fermentarea
mustuielii, colectarea vinului pe fractii, postfermentatia vinului) au fost efectuate in conditiile
sectiei de microvinificatie a ISPHTA.

A fost monitorizata activitatea fermentativa a tulpinilor si infuenta lor asupra indicilor
fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe seci Aligote si vinurilor rosii seci Cabernet-
Sauvignon. Dinamica procesului de fermentatie alcoolica a mustului si mustuielii este prezentata
in fig. 4.11 - 4.20.
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Fig. 4.11. Dinamica fermentirii zaharurilor Fig. 4.12. Dinamica fermentarii zaharurilor in
in mustul de struguri Aligote cu utilizarea mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii
tulpinii de levuri Nel - FNFTP-1 (a.r.2017) de levuri Ne3 - FNFTP-6 (a.r.2017)
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Fig. 4.13. Dinamica fermentarii zaharurilor Fig. 4.14. Dinamica fermentarii zaharurilor in
in mustul de struguri Aligote cu utilizarea mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii
tulpinii de levuri Ne7 - F-75-FTP-5 de levuri Nel12 - Ch75P-3IF (a.r.2017)
(a.r.2017)
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Fig. 4.15. Dinamica fermentarii zaharurilor in mustul de struguri Aligote cu utilizarea LAU

Oenoferm Freddo (a.r.2017)
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Fig. 4.16. Dinamica fermentirii zaharurilor in
mustuiala soiului Cabernet-Sauvignon cu utilizarea
tulpinii de levuri Ne21 - C-S-120-P-2 (a.r.2017)

Fig. 4.17. Dinamica fermentarii zaharurilor in
mustuiala soiului Cabernet-Sauvignon cu utilizarea
tulpinii de levuri Ne24 - R-NNP-2 (a.r.2017)
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mustuiala soiului Cabernet-Sauvignon cu
utilizarea tulpinii de levuri Ne29 - R-N-120-P-

mustuielii in cazul utilizarii tulpinilor de levuri selectate nu difera de fermentatia mustului
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Fig. 4.18. Dinamica fermentirii zaharurilor in Fig. 4.19. Dinamica fermentarii zaharurilor in

mustuiala soiului Cabernet-Sauvignon cu
utilizarea tulpinii de levuri Ne30 - R-N-120-P-5

4 (a.r.2017) (a.r.2017)
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Fig. 4.20. Dinamica fermentarii zaharurilor in mustuiala soiului
Cabernet-Sauvignon cu utilizarea LAU Oenoferm Be-Red (a.r.2017)

Conform datelor redate in fig. 4.11 - 4.20 se poate observa, ca fermentatia mustului

s

sl

mustuielii in cazul utilizarii LAU (Oenoferm Freddo, Oenoferm Be-Red), consuméand practic

toate zaharurile din must dupa 13-14 zile de la inoculare. Aceasta sugereaza ca eficienta

fermentdrii si capacitatea de a metaboliza zaharurile sunt similare intre tulpinile de levuri

selectate si cele din LAU, ceea ce indica o performanta echivalenta in procesul de fermentatie al

mustului si mustuielii.
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4.2.2. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra indicilor fizico-chimici ai vinurilor albe

seci Aligote si rosii seci Cabernet-Sauvignon

Vinurile albe si rosii seci obtinute prin fermentatie cu diferite tulpini de levuri din centrul

vitivinicol "Purcari’, au fost supuse analizelor fizico-chimice, rezultatele carora sunt prezentate in

tabelele 4.6, 4.7.

Tabelul 4.6. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe seci Aligote obtinute cu diferite
tulpini de levuri selectate (a. r. 2017)

Concentratia in masa a ol i Nota
Ne | Tulpina |Concentratia | o |t | eaidale, | Organole
’ acizilor acizilor OR, mV /dm? >
% vol. titrabili, | volatili, J puncte
g/dm?® g/dm?®
Oenoferm
1| Freddo | 124+01 | 63:01 |039£004 | ¥ | 24 | 21201 | 795
(martor) ' '
Nr.1 - 3,15+ 204,2+
2 ENETP-1 12,4+0,1 6,2+0,1 0,39+0,03 0,02 11 2,3+0,1 7,90
Nr.3 - 3,15+ 2042+
3 ENFTP-6 12,3+0,1 6,3+0,1 0,36+0,04 0,02 17 1,5+0,1 8,00
Nr.7 - F-75- 3,13+ 205,2+
4 ETP-5 12,4+0,1 6,2+0,1 0,39£0,03 | 3,01 0.8 2,5+0,1 7,90
Nr.12 - 3,14+ 204,8+
5 | ch7sps3ip | 12:4+0.1 6,3+0,2 0,39£0,04 | 303 0.0 3,2+0,1 8,00
Tabelul 4.7. Indicii fizico-chimici ai vinurilor rosii seci Cabernet-Sauvignon
obtinute cu diferite tulpini de levuri selectate (a. r. 2017)
Concentratia in masa Nota
. a . Zaharuri
. Concentratia Potentialul . organole-
Ne Tulpina . - . pH reziduale, . o
alcoolica, | acizilor | acizilor OR, mV 1dm? ptica,
% vol. | titrabili, | volatili, g puncte
g/dm? g/dm?
y |OenofermBe-| o001 | 74202 | 046£0,03 | 2% | 2111411 | 32501 7,95
Red (martor) 0,09
Nr.21 - C-S- 3,28+
2 120-P-2 13,5+0,1 7,4+£0,1 | 0,52+0,02 0,11 211,1+0,9 3,1+0,1 7,80
Nr.24 - R- 3,25+
3 NNP-2 134£0.1 | 7,5+0.1 | 046+0.03 | “;'05” | 212,008 4,2+0,1 7,95
Nr.29 - R-N- 3,25+
4 120-P-4 13,5+0,1 7,4+£0,2 | 0,52+0,03 0,09 212,0+1,1 3,1+0,1 7,85
Nr.30 - R-N- 3,28+
5 120.po5 13501 | 74402 | 046£0,03 | ‘oo | 2111412 | 12401 8,00
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Astfel, putem mentiona, ca vinurile albe si rosii seci fermentate cu utilizarea tulpinilor de
levuri selectate, se caracterizeaza printr-o concentratie inalta a alcoolului etilic de 12,4% vol.
pentru vinurile albe seci si 13,5% vol. pentru vinurile rosii seci.

Concentratia acizilor titrabili in vinurile obtinute in conditii de microvinificatie variaza
nesemnificativ in limitele 6,2-6,3 g/dm?® pentru vinurile albe seci si, respectiv, 7,4-7,5
g/dm?3 pentru vinurile rosii seci (tabelul 4.6 si 4.7).

Concentratia in masa a acizilor volatili variaza in vinurile albe seci obtinute in intervalul 0,36-
0,39 g/dm?si in vinurile rosii seci obtinute in intervalul 0,46-0,52 g/dm®. Cea mai mici concentratia
in masa a acizilor volatili a fost determinata in vinul alb sec fermentat cu utilizarea tulpinii Nr.3 -
FNFTP-6, iar cea mai mare in vinul rosu sec fermentat cu utilizarea tulpinii Nr.21 - C-S-120-P-2.

Variatia valorii indicelui pH in vinurile albe seci cu utilizarea diferitor tulpini de levuri
se afld intr-un interval ingust si constituie 3,13-3,15, iar pentru vinurile rosii seci 3,25-3,28 in
dependenta de tulpina utilizata.

Respectarea strictd a procedeelor tehnologice la prelucrarea strugurilor a permis obtinerea
unor vinuri experimentale cu un potential oxido-reductiv jos, care variaza de la 204,8 pana la
205,2 mV in vinurile albe si de la 211,1 pand la 212,0 mV in vinurile rosii.

Valorile zaharurilor reziduale in vinurile seci nu depésesc limitele admisibile de 4 g/dm?,
ceea ce este caracteristic pentru aceasta categorie de vinuri, exceptie fiind vinul rosu fermentat
cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.24 - R-NNP-2, unde concentratia in masa a zaharurilor reziduale
este de 4,2 g/dm?®,

Rezultatele ce tin de cantitatea de glicerol in vinurile albe si rosii seci, obtinute cu
utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol "Purcari’, sunt prezentate in figura
4.21. Astfel, toate vinurile cercetate contin circa 7 g/dm?® glicerol, iar cele mai inalte valori au
fost determinate in probele fermentate de tulpinile Nr.1 - FNFTP-1, Nr.7 - F-75-FTP-5, Nr.12 -
Ch75P-31F si Nr.30 R-N-120-P-5, care variaza in limitele 8,0 - 8,3 g/dm®. Cele mai mici valori
a glicerolului au fost determinate in vinurile rosii seci, obtinute cu utilizarea tulpinilor de levuri
Nr.21 - C-S-120-P-2 si Nr.29 - R-N-120-P-4 (figura 4.21). Astfel, putem constata 0 influenta
mare a tulpinilor de levuri asupra continutului de glicerol in vinurile albe si rosii Seci obtinute.

Aceste rezultate subliniazd in mod evident influenta semnificativa a tulpinilor de levuri
asupra continutului de glicerol in vinurile albe si rosii seci, evidentiind astfel importanta selectiei

atente a tulpinilor in procesul de vinificatie pentru obtinerea caracteristicilor organoleptice dorite.
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Fig. 4.21. Concentratia in masi a glicerolului in vinurile albe si rosii seci obtinute cu
diferite tulpini de levuri selectate

In scopul stabilirii unor arome specifice in vinurile albe si rosii seci, caracteristice fiecarei

tulpini de levuri selectate din centrul vitivinicol "Purcari’, a fost efectuata aprecierea organoleptica

a vinurilor obtinute. Rezultatele sunt prezentate in figurile 4.22, 4.23.

Analiza rezultatelor obtinute indica, ca in cazul utilizérii tulpinilor de levuri Nr.1 -

FNFTP-1 si Nr.12 - Ch75P-31F vinurile albe seci capati o aroma floral si fructuoasi, un gust

proaspat, iar in cazul utilizarii levurilor Oenoferm Freddo predomina arome citrice. Nuante de

levuri au fost depistate in vinurile fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri Nr.3 - FNFTP-6 si

Nr.7 - F-75-FTP-5. Celelalte vinuri albe seci au fost apreciate cu o aroma curata si tipica de soi.

=0=—Nr.1
=@—=Nr.3
Nr.7
=>=Nr.12
=== 0enoferm Freddo

Fig. 4.22. Aprecierea organoleptici a vinurilor albe seci Aligote obtinute cu diferite

tulpini de levuri selectate
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Vinurile rosii seci experimentale au fost caracterizate cu arome bogate de fructe rosii,
precum murele si ciresele negre. Au fost evedintiate vinurile rosii seci fermentate cu utilizarea
tulpinilor de levuri Nr.24 - R-NNP-2, Nr.30 - R-N-120-P-5 si Oenoferm Be-Red. Analiza
organoleptica a vinurilor rosii Seci obtinute in conditi de microvinificatie a demonstrat, ca
calitatea mostrelor de vinuri este inaltd, iar vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.30

- R-N-120-P-5 a fost apreciat cu cea mai inalta nota de 8,0 puncte (din 10 max.).

Floral
5

=0—Nr.21
Fermentativa JFructuos ——Nr.24
Nr.29
=>=Nr.30
== Oenoferm Be-Red
Vegetala Condimente

Fig. 4.23. Aprecierea organoleptica a vinurilor rosii seci Cabernet-Sauvignon obtinute
cu diferite tulpini de levuri selectate

Astfel, cercetarile efectuate in conditiile de microvinificatie in campania vinicold a 8.2017
au demonstrat, ca utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol "Purcari’ Nr.1 -
FNFTP-1, Nr.24 - R-NNP-2 si Nr.30 - R-N-120-P-5 permite obtinerea vinurilor albe si rosii seci
de o calitate inalta, atat dupa indicii fizico-chimici, cat si dupa nota organoleptica si nu cedeaza
calitatii vinurilor obtinute cu utilizarea LAU de import.

4.2.3. Determinarea continutului de substante volatile in vinurile albe si rosii seci obtinute
cu utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol "Purcari’

In scopul studierii influentei tulpinilor de levuri selectate asupra potentialului aromatic al
vinurilor albe si rosii seci au fost determinate unele substante volatile, iar rezultatele obtinute
sunt prezentate in tabelele 4.8, 4.9.

Din rezultatele prezentate in tabelele 4.8 si 4.9 se poate concluziona, cd continutul
substantelor volatile in vinurile albe si rosii seci variazd in dependentda de tulpina de levuri

utilizata.
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Tabelul 4.8. Continutul substantelor volatile in vinurile albe seci Aligote fermentate
cu diferite tulpini de levuri selectate, mg/dm?3

Tulpina de levuri
Ne . Nr.3 - Nr.7 - F- Nr.12 - Oenoferm
Denumirea |Nr.1-FNFTP-1 -
substantei FNFTP-6 | 75-FTP-5 |Ch75P-3IF Freddo
1 Acetaldehida 10,4+1,1 13,8+2,1 | 12,7+1,3 | 12,54+2,2 13,4+1,7
2 Etilacetat 19,8+2,7 24,9+3,1 | 23,4+3,1 | 20,4+1,9 22,6+1,5
g [Alcool metilic,) 4 o) <0,02 <0,02 | <0,02 <0,02
g/dm
4 2-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
5 n-propanol 9,9+0,9 10,1+1,2 | 12,9+1,3 | 10,0+0,8 10,1+1,1
6 Izobutanol 20,7+1,3 20,3+2,1 | 31,3+3,3 | 22,4+2,1 23,0+2,3
7 n-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
8 Izopentanol 141,945,9 151,1+6,4 | 161,1+5,4 | 155,6+7,8 | 148,0+5,9
Suma
9 alcoolilor 173,7+8,7 182,5+7,8 | 206,3+9,8 {189,0+10,1| 182,1+8,5
superiori

Tabelul 4.9. Continutul substantelor volatile in vinurile rosii seci Cabernet-Sauvignon
fermentate cu diferite tulpini de levuri selectate, mg/dm?

Tulpina de levuri

Ne Denumirea Nr.21-C-S- | Nr.24-R- | Nr.29 - R- | Nr.30- R-| Oenoferm Be-

. 120-P-2 NNP-2 N-120-P-4 |N-120-P-5 Red

substantei
1 Acetaldehida 18,9+2,1 17,1+1,8 | 16,6+2,4 |16,2+2,3 16,1+0,9
2 Etilacetat 23,7£25 25,8429 | 26,7+43,1 | 22,2+1,4 215+1.1
g | Aleool metilic, | 5, <0,02 <0,02 | <0,02 <0,02
g/dm

4 2-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
5 n-propanol 9,4+0,9 10,0+0,8 | 10,1+0,9 |10,2+1,1 11,2+1,5
6 Izobutanol 30,4+2 4 30,9+28 | 23,8+2,0 | 22,8+2.8 21,9+2 3
7 n-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
8 Izopentanol 169,245,8 | 167,0+6,4 | 187,0+5,9 |159,3+5,7 160,3+8,6
9 S“rzﬁpa;fi%‘;:"or 210,0+10.7 | 207,9+9.8 [221,9+12,1/1193,3+9,3|  193,4+9,4
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Concentratia acetaldehidei in vinurile studiate variazi in limita 12,5 -18,9 mg/dm?3. Este
cunoscut, ca tulpina de levuri are o influenta semnificativa asupra continutului de acetaldehida,
ceea ce explica faptul, ca fiecare tulpina de levuri elimina cantitati relativ mari sau mici de aceasta
substantd. De exemplu, in cazul utilizarii tulpinii de levuri Nr.1 - FNFTP-1 concentratia
acetaldehidei in vin este de 10,4 mg/dm?® (valoarea minimal3), iar in cazul utilizirii tulpinii de
levuri Nr.21 - C-S-120-P-2 concentratia acetaldehidei in vin este 18,9 mg/dm® (valoarea
maximald).

Un alt component important, care se formeaza in procesul de fermentatie alcoolica este
etilacetatul, care direct influenteaza asupra proprietatilor organoleptice a vinurilor obtinute.

In vinurile cercetate valorile de etilacetat sunt cuprinse in intervalul de la 19,8 pina la 26,7
mg/dm?®, cea mai mici concentratie fiind depistatd in vinul obtinut cu utilizarea tulpinii Nr.1 -
FNFTP-1, iar cea mai mare, in vinul obtinut cu utilizarea tulpinii Nr.29 - R-N-120-P-4.

In baza analizei complexului volatil a vinurilor studiate se poate de concluziona, ci
continutul de alcoolul metilic este de circa 0,02 mg/dm?3, fapt ce dovedeste ci tulpinile de levuri
selectate nu influenteaza semnificativ asupra concentratiei alcoolului metilic.

O influenta mai putin semnificativa au avut-0 tulpinile studiate asupra continutului de n-
butanol si 2-butanol in vinuri, unde au fost determinate valori mai mici de 0,5 mg/dm®.

Concentratia izobutanolului in vinurile obtinute variazi de la 20,3 pini la 31,3 mg/dm? in
dependenta de tulpina utilizata pentru fermentatie. Concentratii maximale de izobutanol au fost
stabilite in proba de vin fermentata de tulpina Nr.7 - F-75-FTP-5.

Variatia concentratiilor de n-propanol in vinurile obtinute se afla in limita intervalului
9,4-11,2 mg/dm?.

Cantitatea izopentanolului in vinurile obtinute studiate reprezinta circa 60% din suma
tuturor alcoolilor superiori. Cea mai mare concentratie de izopentanol a fost depistatd in vinul
obtinut cu tulpina Nr.29 - R-N-120-P-4.

4.2.4. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra continutului acizilor organici in
vinurile albe si rosii seci

In scopul aprofundirii cercetirilor a fost studiatd influenta tulpinilor de levuri
selectate din centrul vitivinicol "Purcari’ asupra concentratiei acizilor organici in vinurile

albe si rosii seci.
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Rezultatele analizelor continutului acizilor organici in vinurile albe si rosii Seci obtinute

cu diferite tulpini de levuri sunt prezentate in tabelele 4.10, 4.11.

Tabelul 4.10. Continutul acizilor organici in vinurile albe seci Aligote fermentate
cu utilizarea diferitor tulpini de levuri selectate, g/dm?

N Denumirea Acidul Acidul Acidul Acidul Acidul Acizii
) tulpinii tartric malic lactic citric succinic | titrabili

g | OenofermFreddo |5 01 | 2,080, | 0,20:0,03 | 0.20£0,03 | 0,30£0,01 | 63:0,1

(martor)

2 Nr.1 -FNFTP-1 3,0+0,1 2,1+0,2 | 0,20+£0,02 | 0,20+0,03 | 0,50+0,05 | 6,2+0,1

3 Nr.3 -FNFTP-6 3,1+0,2 2,0+0,1 0,20+0,04 | 0,20+0,02 | 0,40+0,04 | 6,3+0,1

4 | Nr.7-F-75-FTP-5 3,1+0,2 2,1+0,2 | 0,20+0,02 | 0,20+0,04 | 0,40+0,04 | 6,2+0,1

5 | Nr.12 - Ch75P-3IF | 3,1+0,1 2,0+0,1 0,20+0,03 | 0,20+0,01 | 0,40+0,01 | 6,3+0,2

Tabelul 4.11. Continutul acizilor organici in vinurile rosii seci Cabernet-Sauvignon
fermentate cu utilizarea diferitor tulpini de levuri selectate, g/dm?

. .. Acidul Acidul Acidul Acidul Acidul Acizii
Ne | Denumirea tulpinii ) . ) o . . .
tartric malic lactic citric succinic | titrabili
y | OenofermBe-Red |50 1 | 23:01 | 0304005 | 0,300,02 | 0,70£0,05 | 74402
(martor) ’
2 | Nr.21-C-S5-120-P-2 3,2+0,2 2,8+0,4 0,30+0,04 | 0,30+0,03 | 0,50+0,04 | 7,4+0,1
3 Nr.24 - R-NNP-2 3,1+0,1 2,5+0,1 0,30+0,01 | 0,40+0,05 | 0,70+0,05 | 7,5+0,1
4 | Nr.29 - R-N-120-P-4 | 3,3+0,2 2,3+0,3 0,30+0,01 | 0,40+0,01 | 0,60+0,03 | 7,4+0,2
5 | Nr.30- R-N-120-P-5 3,2+0,2 2,3+0,2 0,30+0,02 | 0,20+0,01 | 0,90+0,05 | 7,4+0,2

Pe baza rezultatelor prezentate in tabelele 4.10 si 4.11, se observd ca atat utilizarea
tulpinilor de levuri destinate obtinerii vinurilor albe seci, cat si a celor destinate obtinerii vinurilor
rosii seci, influenteaza semnificativ continutul unor acizi organici, cum ar fi acidul citric si
succinic.

Cea mai mica concentratie a acidului citric s-a depistat in vinurile albe si In vinul rosu sec
fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.30- R-N-120-P-5 si constituie 0,2 g/dm?, iar cea mai
mare concentratie a fost determinata in vinurile fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri Nr.24

- R-NNP-2, Nr.29 - R-N-120-P-4 si constituie 0,4 g/dm3in ambele probe.
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Un acid organic important atat pentru vinurile albe, cat si pentru vinurile rosii Seci este
acidul succinic, care intensifica procesul de formare a glicerolului [21]. Analizand rezultatele
prezentate, se observa, ca concentratia acidului succinic in vinurile obtinute variaza in limita de
la 0,3 pini la 0,5 g/dm?in vinurile albe seci si, respectiv, de la 0,5 pini la 0,9 g/dm®in vinurile
rosii Seci.

Astfel, rezultatele cercetarilor obtinute indica, ca tulpinile de levuri studiate Tn mare
masura influenteaza asupra concentratiei UNOr acizi organici, insa acizii titrabili in vinurile
obtinute variaza in dependenta de tulpina utilizatd mai putin semnificativ.

4.2.5. Influenta tulpinilor de levuri selectate pentru producerea vinurilor rosii seci asupra
concentratiei substantelor fenolice si indicilor de culoare ale vinurilor

Un factor important la producerea vinurilor rosii seci il joaca tulpinile de levuri, care pot
influenta in mod direct asupra indicilor fizico-chimici ai vinului si pot contribui la ameliorarea
parametrilor de calitate, precum continutul de substante fenolice, antociani si nota organoleptica.
Levurile prin sistemul sdu enzimatic, deosebit de activ in timpul fermentdrii, catalizeaza
condensarea acestor compusi, ce ofera stabilitatea culorii vinului [46,152, 153, 155, 156, 158, 159].

Din aceste considerente a fost studiata influenta diferitor tulpini de levuri selectate asupra
substantelor fenolice si indicilor de culoare [218]. Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 4.12.

Analiza rezultatelor prezentate in tabelul 4.12. indica la faptul, ca tulpinile de levuri,
utilizate la fermentatia mustuielii au impact major asupra indicilor cromatici ai vinurilor rosii.

Intensitatea maximala a culorii a fost stabilita in vinul rosu sec fermentat cu tulpina martor
Oenoferm Be-Red (15,0), urmat de vinurile fermentate de tulpinile Nr.21 - C-S-120-P-2 si Nr.30
- R-N-120-P-5.

De asemenea, a fost stabilit, ca tulpina de levuri Nr.30 - R-N-120-P-5 a favorizat esential
extractia substantelor fenolice, iar continutul maximal de fenoli este de 1542 mg/dm? si antociani
298 mg/dm?.

Vinul rosu, obtinut cu utilizarea tulpinii de levuri Oenoferm Be-Red a obtinut de asemenea
un continut avansat de substante fenolice (1513 mg/dm?), Insd avand si cel mai scdzut continut
de antociani (266 mg/dm?®), deaorece levurile adsorb in cantitati semnificative in timpul
procesului de fermentare-macerare. Vinurile rosii seci obtinute cu tulpinile Nr.21 - C-S-120-P-
2, Nr.24 - R-NNP-2 si Nr.29 - R-N-120-P-4 au fost caracterizate cu cantitati mai mici de
substante fenolice (1385-1420 mg/dm?) si antociani (tabelul 4.12).
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Tabelul 4.12. Continutul substantelor fenolice si indicilor de culoare a vinurilor rosii seci
Cabernet-Sauvignon obtinute cu utilizarea diferitor tulpini de levuri (a. r. 2017)

Suma . .
. . Concentratia Intensitatea .
Tulpina de compusilor T " Nuanta culorii,
Ne levuri, Nr fenolici antocianilor, culorii, (Nc=Auonm/Aspnm)
: ’3 mg/dm?3 (Ic=Ausz0+As20+As20)
mg/ dm
1 Oenoferm 1513+7 2662 15,0:0,8 0,61+0,02
Be-Red (martor) T ’ ’
Nr.21 - C-S-
2 190.p2 1406+5 278+4 14,2405 0,50£0,02
Nr.24 - R-
3 NNP-2 1385+8 284+2 13,940,9 0,48+0,03
Nr.29 - R-N-
4 120-P-4 1420+4 276+1 13,7+0,5 0,54+0,02
Nr.30 - R-N-
5 120-P5 1542+3 29843 14,6+1,1 0,57+0,05

Pentru a stabili influenta tulpinii de levuri asupra continutului de substante fenolice si
antociani in vinurile rosii a fost calculat randamentul de extractie a acestor compusi comparativ
cu rezerva tehnologica din struguri, care constituie 2916 mg/dm? de compusi fenolici si 516
mg/dm? de antociani. Rezultatele determinirii randamentului de substante fenolice si antociani
din struguri in dependentd de tulpina de levuri utilizata la producerea vinurilor rosii seci sunt
prezentate in figura 4.24.

In baza rezultatelor obtinute, putem concluziona, ca tulpinile de levuri au o influenta
majord asupra continutului substantelor fenolice in vinuri. Randamentul de extractie a
substantelor fenolice in timpul procesului de fermentare-macerare a vinurilor rosii, a variat intre
47,5% (tulpina Nr.21 - C-S-120-P-2) si 52,9% (tulpina Nr.30 - R-N-120-P-5). Ranadamentul
maximal de extractie a antocianilor (n1=57,6 %) a fost stabilit in vinul rosu sec fermentat cu
tulpina Nr.30 - R-N-120-P-5. Antocianii sunt adsorbiti in cantitati semnificative pe peretii
celulari ai levurilor in timpul fermentarii-macerarii in functie de natura lor si structura peretelui

celular.
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Fig. 4.24. Randamentul de substante fenolice si antociani din struguri in
dependenta de tulpina de levuri utilizata la producerea vinurilor rosii seci (soiul
Cabernet-Sauvignon, a.r. 2017)

In asa fel, pentru producerea vinurilor rosii cu continut inalt de antociani este necesar de
a se selecta levuri cu capacitate scdzuta de adsorbtie a antocianilor, pentru a reduce la minimum
pierderea antocianilor din vinuri si evita compromiterea culorii vinului.
4.3. Studiul influentei diferitor tulpini de levuri selectate din centrul vitivinicol 'Trifesti’
asupra calitatii vinurilor albe si rosii seci
4.3.1. Influenta diferitor tulpini de levuri asupra procesului de fermentatie a mustului si
mustuielii

Pentru aprecierea comparativa a tulpinilor de levuri: Nr.1 - STr-1, Nr.10 - S75Tr-2, Nr.15
- S75Tr-4.4, Nr.19 - ATr-2, Nr.22 - ATr-2.3 destinate produceri vinurilor albe si tulpinilor de levuri
Nr.27 - MTr-4, Nr.32 - M100Tr-1, Nr.35 - M100Tr-4, Nr.41 - C-S60Tr-2, Nr.43 - C-S60Tr-4 pentru
producerea vinurilor rosii, Selectate din centrul vitivinicol 'Trifesti’, acestea au fost utilizate pentru
fermentatia mustului de struguri din soiul Aligote si mustuielii din soiul Cabernet-Sauvignon,
recoltate de pe plantatiile SRL ”Vierul-Vin”, comparativ cu tulpinile martori Oenoferm Freddo
pentru vinuri albe seci si Oenoferm Be-Red pentru vinuri rosii seci (Germania).
Caracteristicile fizico-chimice initiale ale mustului de struguri sunt prezentate in tabelul 4.13.

Operatiunile tehnologice de preparare a vinurilor albe seci din soiul Aligote (zdrobirea,
scurgerea mustului, sulfitarea, limpezirea, fermentatia mustului) si, respectiv, de preparare a
vinurilor rosii seci din soiul Cabernet-Sauvignon (zdrobirea, sulfitarea, macerarea-fermentarea
mustuielii, colectarea vinului pe fractii, postfermentatia vinului) au fost efectuate in conditiile

sectiei de microvinificatie a ISPHTA.
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Tabelul 4.13. Caracteristicile fizico-chimice ale mustului de struguri utilizat pentru
aprecierea comparativa a diferitor tulpini de levuri (a. r. 2018)

Ne . Concentratia in A
Denumirea . Concentratia in .
.. masa a < . . Potentialul
soiurilor de ; masai a acizilor
: zaharurilor, . . 3 pH OR, mV
struguri 3 titrabili, g/dm
g/dm
Aligote
1 (in conditii de 218,0+0,5 7,3+0,1 3,09+0,01 210,2+0,5
microvinificatie)
Cabernet-
o | Sauvignon 255,040,5 5,00, 1 3,22+0,01 | 2154+0,4
(in conditii de
microvinificatie)

A fost monitorizata activitatea fermentativa a tulpinilor si infuenta lor asupra indicilor
fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe seci Aligote si vinurilor rosii seci Cabernet-

Sauvignon.

Dinamica procesului de fermentatie alcoolica a mustului si mustuielii este prezentata in
fig. 4.25-4.36
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Fig. 4.25. Dinamica fermentirii zaharurilor in Fig. 4.26. Dinamica fermentirii zaharurilor in
mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii de mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii de
levuri Nr.1 - STr-1 (a.r.2018) levuri Nr.10 - S75Tr-2 (a.r.2018)
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Fig. 4.27. Dinamica fermentarii zaharurilor in Fig. 4.28. Dinamica fermentarii zaharurilor in
mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii de mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii de
levuri Nr.15 - S75Tr-4.4 (a.r.2018) levuri Nr.19 - ATr-2 (a.r.2018)
240 218314
' o 200 L. 0
é £ 180 S o 228
S, 160 2E1
& € 140 E % 160
£ = 120 & = 140
£ S 100 ﬁg 120
S5 80 £ 5 100
$5 60 5 80
S N 40 25;,3 60
20 S 40
0 20
12345678 9101112131415 0
Durata, zile 123456 7 8 9101112131415
Durata, zile
Fig. 4.29. Dinamica fermentarii zaharurilor Fig. 4.30. Dinamica fermentarii zaharurilor in
in mustul de struguri Aligote cu utilizarea mustul de struguri Aligote cu utilizarea tulpinii
tulpinii de levuri Nr.22 - ATr-2.3 (a.r.2018) de levuri Oenoferm Freddo (a.r.2018)
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Fig. 4.31. Dinamica fermentarii zaharurilor in

mustul de struguri Cabernet-Sauvignon cu

utilizarea tulpinii de levuri Nr.27 - MTr-4
(a.r.2018)
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Fig. 4.33. Dinamica fermentarii zaharurilor in
mustul de struguri Cabernet-Sauvignon cu
utilizarea tulpinii de levuri Nr.35 - M100Tr-4
(a.r.2018)
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Fig. 4.32. Dinamica fermentarii zaharurilor in

mustul de struguri Cabernet-Sauvignon cu utilizarea

tulpinii de levuri Nr.32 - M100Tr-1 (a.r.2018)
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Fig. 4.34. Dinamica fermentarii zaharurilor in
mustul de struguri Cabernet-Sauvignon cu
utilizarea tulpinii de levuri Nr.41 - C-S60Tr-2
(a.r.2018)
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Fig. 4.35. Dinamica fermentirii zaharurilor in Fig. 4.36. Dinamica fermentarii zaharurilor
mustul de struguri Cabernet-Sauvignon cu utilizarea  in mustul de struguri Cabernet-Sauvignon cu
tulpinii de levuri Nr.43 - C-S60Tr-4 (a.r.2018) utilizarea tulpinii de levuri Oenoferm Be-Red

(a.r.2018)

Conform datelor redate in fig. 4.25 - 4.36 se poate observa, cd fermentatia mustului si
mustuielii Tn cazul utilizarii tulpinilor de levuri selectate nu difera de fermentatia mustului si
mustuielii Tn cazul utilizarii LAU (Oenoferm Freddo, Oenoferm Be-Red), consumand practic
toate zaharurile din must dupd 14-15 zile de la inoculare. Aceasta sugereaza cad eficienta
fermentdrii si capacitatea de a metaboliza zaharurile sunt similare intre tulpinile de levuri
selectate si cele din LAU, ceea ce indica o performanta echivalenta in procesul de fermentatie al
mustului si mustuielii.

4.3.2. Influenta tulpinilor de levuriselectate asupra indicilor fizico-chimici ai vinurilor albe
seci Aligote si rosii seci Cabernet-Sauvignon

Dupa finalizarea fermentatiei alcoolice, vinurile albe si rosii seci, obtinute cu utilizarea
diferitor tulpini de levuri selectate din centrul vitivinicol 'Trifesti’ au fost supuse analizelor fizico-
chimice, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 4.14 - 4.15.

Astfel, putem mentiona, ca vinurile albe si rosii seci fermentate cu utilizarea tulpinilor de
levuri selectate, se caracterizeaza printr-o concentratie 1nalta a alcoolului etilic de 13,0% vol. pentru
vinurile albe seci si 15,0 % vol. pentru cele rosii.

Concentratia acizilor titrabili Tn vinurile obtinute in conditii de microvinificatie variaza
nesemnificativ in limitele 6,6-6,7 g/dm?® pentru vinurile albe seci si respectiv 5,4-5,5 g/dm? pentru

vinurile rosii seci.
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Concentratia in masa a acizilor volatili variaza in toate vinurile obtinute in intervalul 0,36-

0,52 g/dm®, valorile maxime, fiind caracteristice vinurilor rosii 0,46-0,52 g/dm?.

Tabelul 4.14. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe seci Aligote obtinute
cu utilizarea diferitor tulpini de levuri (a. r. 2018)

Concentratia in masa Zaharuri Nota
N | Tulpina Concent.r%pa a oH Potentialul reziduale, orgaEnE)Ie-
alcoolica, acizilor acizilor OR, mV gldm? ptica,
% vol. itrabili ili uncte
titrabili, | volatili, P
g/dm? g/dm?
Oenoferm
1 Freddo 12,9+0,1 6,7+0,1 | 0,39+0,04 | 3,15+0,05 | 211,9+0,8 2,1+0,1 8,0
(martor)
2 gl_ll‘_"l_]? 12,8+0,1 6,7+£0,1 | 0,39+0,03 | 3,15+0,04 | 211,1+1,1 2,3+0,1 7,9
Nr.10 -
3 12,9+0,1 6,7+£0,1 | 0,36+0,04 | 3,15+0,05 | 212,0+1,3 1,5+0,1 7,9
S75Tr-2
4 Nr.15- 13,0+0,1 6,6+0,1 | 0,39+0,03 | 3,13+0,03 | 212,0+0,8 1,5+0,1 8,0
S75Tr_4.4 1) b 7 9 1 9 ) 7 7 b ) 9 )
5 I\XTlrs-)Z- 12,9+0,1 6,7+£0,2 | 0,39+0,04 | 3,14+0,03 | 211,7+0,9 3,2+0,1 7,9
6 E.Ir_zg -3 12,9+0,1 6,7£0,2 | 0,39+0,04 | 3,14+0,04 | 211,1+1,2 2,2+0,1 8,0

Tabelul 4.15. Indicii fizico-chimici ai vinurilor rosii seci Cabernet-Sauvignon obtinute cu
utilizarea diferitor tulpini de levuri (a. r. 2018)

Concentratia in Zaharuri Nota
e Tulpina Concent.rilpa __masaa oH Potentialul reziduale, orge}ni)le-
alcoolica, acizilor acizilor OR, mV 1dm? ptica,
% vol. titrabili, | volatili, g puncte
g/dm? g/dm?®
Oenoferm
1| Be-Red 14,8+0,1 54202 | 046£0.03 | 598,003 | 2148106 | 3,5:0.1 8,0
(martor)
2 | Nr.27 MTr-4 14,8+0,1 5,4+0,1 0,52+0,02 | 3,28+0,02 | 214,0+0,2 3,0+0,1 8,0
Nr.32
3 M100Tr-1 15,0+0,1 5,5+0,1 0,46+0,03 | 3,25+0,03 | 214,0+0,4 2,2+0,1 8,0
Nr.35
4 M100Tr-4 14,9+0,1 5,4+0,2 | 0,52+0,03 | 3,25+0,04 | 215,2+0,8 2,5+0,1 79
5 | NralcC- 15,0£0,1 54202 | 0462003 | 398,004 | 214809 | 2,120, 8,1
S60Tr-2
Nr.43 C-
6 S60Tr-4 14,9+0,1 5,4+0,1 0,52+0,02 | 3,28+0,01 | 214,8+0,8 3,1+0,1 8,0
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Valorile pH-ului in probele de vinuri martori si cele obtinute cu utilizarea tulpinilor
selectate sunt practic identice si variaza intre 3,13-3,15 pentru cele albe si 3,25-3,28 pentru cele
rosii.

Respectarea riguroasa a procedeelor tehnologice in procesul de prelucrare a strugurilor a
condus la obtinerea vinurilor albe si rosii seci cu un potential oxido-reductiv scazut, situat in
intervalul de la 211,1 pana la 215,2 mV.

Valorile zaharului rezidual in vinurile albe si rosii Seci nu depasesc limitele admisibile de
4 g/dm? ce este caracteristic pentru aceasti categorie de vinuri.

Un component important al vinurilor seci este glicerolul, iar conform datelor prezentate
din figura 4.37, toate vinurile studiate au concentratia glicerolului mai mare de 7 g/dm?. Cele mai
inalte valori au fost determinate in probele in cazul utilizarii tulpinilor de levuri Nr.15 - S75Tr-
4.4, Nr.22 - ATr-2.3, Nr.32 - M100Tr-1 si Nr.41 - C-S60Tr-2 si variazi in limita 8,1- 8,3 g/dm?.
Cele mai mici valori ale glicerolului au fost determinate in vinurile albe seci obtinute cu utilizarea
tulpinilor de levuri Nr.1 - STr-1, Nr.19 - ATr-2 si in vinurile rosii seci obtinute cu utilizarea
tulpinilor de levuri Nr.27 - MTr-4 si Oenoferm Be-Red . Astfel, putem concluziona, ca influenta

tulpinilor de levuri selectate asupra formarii glicerolului in vinurile albe si rosii seci este

semnificativa.
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Fig. 4.37. Concentratia in masa a glicerolului in vinurile albe si rosii seci obtinute
cu utilizarea diferitor tulpini de levuri selectate
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In scopul stabilirii unor arome specifice in vinurile albe si rosii seci, caracteristice fiecirei
tulpini de levuri selectate din centrul vitivinicol "Trifesti’ a fost efectuata aprecierea organoleptica
a vinurilor obtinute, iar rezultatele sunt prezentate in figurile 4.38, 4.39.

Analiza organolepticd a demonstrat, cd in cazul utilizarii tulpinilor de levuri Nr.15 -
S75Tr-4.4 si Nr.22 - ATr-2.3 vinurile albe seci capata o aroma florala si fructuoasa, iar in cazul
utilizarii levurilor Oenoferm Freddo sunt prezente unele arome citrice. Nuante de levuri au fost
depistate in vinurile albe seci fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri Nr.10 - S75Tr-2 si

Nr.19 - ATr-2. Celelalte vinuri albe seci au fost apreciate cu o aroma curata si tipica de Soi.

Erbaceu/vegetal Floral NP1
= Nr.10
Nr.15
Levuri Citrus — T
e Nr.22

Oenoferm Freddo

Fig. 4.38. Aprecierea organoleptica a vinurilor Aligote obtinute cu utilizarea
diferitor tulpini de levuri selectate

Vinurile rosii seci au fost caracterizate cu arome bogate de fructe rosii, cum ar fi
coacazele, murele si ciresele negre. S-au evidintiat vinurile fermentate cu utilizarea tulpinilor de
levuri Nr.32 - M100Tr-1, Nr.41 - C-S60Tr-2 si Oenoferm Be-Red. Gustul a fost caracterizat de
fructe negre, inclusiv prune si capsuni negre, iar aromele de cacao, mirodenii si uneori ciocolata
neagra a contribuit la complexitatea vinurilor obtinute. Analiza organoleptica a vinurilor rosii
seci obtinute in conditii de microvinificatie, a demonstrat, ca calitatea mostrelor de vinuri este
inalta, iar vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.41 - C-S60Tr-2 a fost apreciat cu cea
mai Tnaltd nota de 8,1 puncte.

Astfel, cercetarile efectuate in conditiile de microvinificatie in campania vinicola a. 2018
au demonstrat, cd utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol "Trifesti’ Nr.15 -
S75Tr-4.4, Nr.22 - ATr-2.3 pentru vinurile albe si Nr.32 - M100Tr-1, Nr.41 - C-S60Tr-2 pentru

cele rosii, permite obtinerea vinurilor albe si rosii seci de o calitate inalta, atat dupa indicii fizico-
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chimici, cat si dupd nota organoleptica si nu cedeaza calitatii vinului obtinut cu utilizarea LAU

de import.

Floral
5

== Nr.27
Fructuos =fll=Nr.32
=== Nr.35
=>é=Nr.41
=4=Nr.43
=0-Oenoferm Be-Red

Fermentativa

Fig. 4.39. Aprecierea organoleptica a vinurilor Cabernet-Sauvignon obtinute
cu utilizarea diferitor tulpini de levuri selectate

Rezultatele obtinute indica, ca caracteristicile fizico-chimice si calitatea vinurilor albe si
rosii seci sunt in mod semnificativ influentate de tulpinile levuri selectate pentru fermentatia
mustului si mustuielii.

4.3.3. Determinarea continutului de substante volatile in vinurile albe si rosii seci obtinute
cu utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol "Trifesti’

In scopul studierii influentei tulpinilor de levuri selectate asupra potentialului aromatic al
vinurilor albe si rosii seci au fost determinate unele substante volatile, iar rezultatele obtinute
sunt prezentate in tabelele 4.16, 4.17.

Din rezultatele prezentate in tabelele 4.16 si 4.17 se poate concluziona, ca continutul
substantelor volatile in vinurile albe si rosii seci variaza in dependenta de tulpina de levuri
utilizata [240].

Concentratia acetaldehidei in vinurile studiate variaza in limita 10,5 - 19,9 mg/dm3.
Astfel, in cazul utilizarii tulpinii de levuri Nr.15 - S75Tr-4.4 concentratia acetaldehidei in vin
este 10,5 mg/dm? (valoarea minimali), iar in cazul utilizirii tulpinii de levuri Nr.27 - MTr-4

concentratia acetaldehidei in vin este 19,9 mg/dm? (valoarea maximals).
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Tabelul 4.16. Continutul substantelor volatile in vinurile albe seci Aligote fermentate
cu diferite tulpini de levuri selectate, mg/dm?

Tulpina de levuri

Denumirea

substantei Nr.1- STr-1 Nr.10 - Nr.15 - Nr.19 - Nr.22 - Oenoferm

S75Tr-2 | S75Tr-44 | ATr-2 ATr-2.3 Freddo

1 | Acetaldehida 15,4+1,2 13,8+2,4 10,5+1,9 | 12,7¢2,1 | 11,3+1,2 13,5+0,9

2 Etilacetat 22,2424 24,9432 | 20,4422 | 234431 | 19,9422 | 22,6+1,5

3 Alcool | 502 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
metilic, g/dm

4 2-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

5 | n-propanol 10,6+2,5 10,140,9 | 10,041,1 | 12,9+2,1 | 9,9+1,0 | 10,4+0,8

6 | Izobutanol 22,4+1,9 225417 | 20,7409 | 31,7+1,4 | 20,7+0,9 | 23,0+1,8

7 n-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

8 Izopentanol 155,6+5,9 151,1+8,7 | 145,5+5,7 | 161,1+4,9 | 141,9+6,4 | 148,0+6,7

Suma
9 Alcoolilor 189,6+4,7 | 184,7+10,1 | 176,8+5,8 | 206,3+9,9 | 173,5+8,2 | 182,4+9,8
superiori

Un alt component important, care se formeaza dupa procesul de fermentatie alcoolica este
etilacetatul, care direct influenteaza asupra proprietatilor organoleptice a vinurilor obtinute.

In vinurile cercetate valorile de etilacetat sunt cuprinse in intervalul de la 19,9 pina la 27,7
mg/dm?, cea mai mici concentratia fiind depistati in vinul obtinut cu utilizarea tulpinii Nr.27 -
MTr-4, iar cea mai mare, in vinul cu utilizarea tulpinii Nr.43 - C-S60Tr-4.

Analiza complexului volatil a vinurilor studiate a demonstrat, ca continutul de alcoolul
metilic este de circa 0,02 mg/dm3, fapt ce dovedeste ci tulpinile de levuri selectate nu
influenteaza semnificativ asupra concentratiei alcoolului metilic.

O influenta mai putin semnificativa au avut-0 tulpinile studiate asupra continutului de n-
butanol si 2-butanol in vinuri, unde au fost determinate valorile mai mici de 0,5 mg/ dm?®.

Concentratia izobutanolului in vinurile obtinute variazi de la 20,7 pini la 31,7 mg/dm?® in
dependentd de tulpina de levuri utilizatd. Concentratiile maximale de izobutanol au fost

determinate in cazul utilizarii tulpinii de levuri Nr.19 - ATr-2.
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Variatia concentratiilor de n-propanol in vinurile obtinute se afld in limita intervalului
9,6-11,3 mg/dm?,

Tabelul 4.17. Continutul substantelor volatile in vinurile rosii seci Cabernet-Sauvignon
fermentate cu diferite tulpini de levuri selectate, mg/dm?

Tulpina de levuri

Denumirea Nr.27 - Nr.32 - I\/ll\llrog?l'r Nr.41-C- | Nr.43-C- | Oenoferm
Ne | substantei MTr-4 M100Tr-1 4 S60Tr-2 S60Tr-4 Be-Red

1 | Acetaldehida | 19,9+1,9 16,6+0,9 17,5+1,2 16,2+1,4 17,1+0,8 16,1+1,1

2 Etilacetat 23,7£2,1 21,2+1,1 25,8+2,8 22,2+1,7 27,7£3,1 21,5+1.4

Alcool

metilic, g/dm® <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02

4 2-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

5 n-propanol 9,6+0,8 10,0+1,0 10,1+0,9 10,2+1,1 10,8+1,1 11,3+0,8

6 Izobutanol 30,4+2,9 22,6+1,8 23,8+2,1 | 22,8+2,8 30,9+3,2 21,9+0,8

7 n-butanol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

8 | lzopentanol | 169,2+45,7 | 165,4+7,8 | 167,0+4,9 | 159,3+5,8 | 187,0+8,9 160,3+5,4

Suma
9 Alcoolilor 210,0+9,7 | 199,0+10,1 | 193,3+9,9 | 193,3+9,7 | 229,741,27 | 194,4+9,8
superiori

Cantitatea izopentanolului in vinurile obtinute studiate reprezinta circa 60% din suma
tuturor alcoolilor superiori. Cea mai mare concentratie de izopentanol a fost determinata in
vinul obtinut cu tulpina Nr.43 - C-S60Tr-4.

4.3.4. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra continutului acizilor organici in
vinurile albe si rosii seci

In scopul aprofundairii cercetirilor a fost studiati influenta tulpinilor de levuri
selectate din centrul vitivinicol 'Trifesti’ asupra concentratiei acizilor organici in vinurile
albe si rosii seci.

Rezultatele analizelor continutului acizilor organici in vinurile albe si rosii seci obtinute
cu diferite tulpini de levuri sunt prezentate in tabelele 4.18, 4.19.

In baza rezultatelor prezentate in tabelele 4.18 si 4.19 se observa, ca atat utilizarea

tulpinilor de levuri destinate obtinerii vinurilor albe seci, cat si tulpinilor de levuri destinate

obtinerii vinurilor rosii seci nu influenteaza semnificativ asupra concentratiei acidului tartric .
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Cea mai mare concentratie de acid malic a fost determinata in vinul obtinut cu utilizarea
tulpinii Nr.19 - ATr-2 si constituie 2,3 g/dm?®,

Un alt component important al vinurilor albe si rosii seci este acidul lactic. Concentratia
acidului lactic este cuprinsi in intervalul 0,2-0,3 g/dm?in vinurile albe seci si in vinurile rosii

seci. Cele mai mari valori au fost determinate 1n vinurile albe si rosii seci fermentate cu utilizarea

tulpinilor de levuri Oenoferm Be-Red, Nr.19 - ATr-2 si Nr.35 - M100Tr-4.

Tabelul 4.18. Continutul acizilor organici in vinurile albe seci Aligote fermentate
cu diferite tulpini de levuri selectate, g/dm?
N Denumirea Acidul Acidul Acidul Acidul Acidul Acizii
B tulpinii tartric malic lactic citric succinic titrabili
y | OenofermFreddo | 55,05 | 22101 | 030£0,05 | 0,30£0,04 | 040:0,03 | 6,740,1
(martor)
2 Nr.1-STr-1 3,240,1 | 2,240,2 | 0,20+0,02 | 0,30+0,05 0,50+0,04 6,7+0,1
3 Nr.10 - S75Tr-2 3,3+0,2 | 2,1+0,1 | 0,20+0,01 | 0,20+0,03 0,70+0,05 6,7+0,1
4 | Nrl5-S75Tr-44 3,3+0,2 | 2,240,1 | 0,20+0,02 | 0,20+0,02 0,60+0,03 6,6+0,1
5 Nr.19 - ATr-2 3,240,1 | 2,3+0,3 | 0,30+0,01 | 0,30+0,01 0,40+0,02 6,7+0,2
6 Nr.22 - ATr-2.3 3,240,1 | 2,1+0,1 | 0,20+0,03 | 0,30+0,02 0,50+0,02 6,7+0,2
Tabelul 4.19. Continutul acizilor organici in vinurile albe seci Cabernet-Sauvignon
fermentate cu diferite tulpini de levuri selectate, g/dm?
Denumirea Acidul Acidul Acidul Acidul Acidul Acizii
tulpinii tartric malic lactic citric succinic titrabili
p | OenofermBe-Red | 501 | 19202 | 030£0,05 | 030:0,05 | 040004 | 54£0,2
(martor)
2 Nr.27 - MTr-4 2,4+0,2 1,8+0,1 | 0,20+0,03 0,30+0,05 0,50+0,05 5,440,1
3 Nr.32 - M100Tr-1 2,540,2 1,9+0,2 | 0,20+0,03 0,20+0,04 0,60+0,05 5,540,1
4 Nr.35 - M100Tr-4 2,440,1 1,6+£0,1 | 0,30+0,04 | 0,30+0,05 0,50+0,04 5,4+0,2
5,4+0,2
5 | Nr.41- C-S60Tr-2 2,440,1 1,8+0,2 | 0,20+0,02 0,30+0,05 0,50+0,03
6 | Nr.43-C-S60Tr-4 | 2,5+0,2 | 1,8+0,1 | 0,20+0,02 | 0,30+0,04 0,50+0,03 5,440,1

Cea mai mica concentratie a acidului citric s-a depistat in vinurile albe seci fermentate cu

utilizarea tulpinilor de levuri Nr.10 - S75Tr-2, Nr.15 - S75Tr-4.4 si in vinul rosu sec fermentat cu
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utilizarea tulpinii de levuri Nr.32 - M100Tr-1, ceea ce poate fi explicat prin consumul acestuia la
formarea acidului succinic.

Analizand rezultatele prezentate, se observa, ca concentratia acidului succinic in vinurile
albe seci variazi in limita valorilor de la 0,4 pina la 0,7 g/dm®in vinurile albe si respectiv de la
0,4 pini la 0,6 g/dm?®in vinurile rosii. Acidul succinic, desi prezent in cantititi mai mici, adaugi
o dimensiune semnificativa la complexitatea si caracterul vinului.

In asa fel, rezultatele cercetarilor obtinute indici, ca tulpinile de levuri studiate in mare
masura influenteaza asupra concentratiei Unor acizi organici, dar suma acizilor titrabili in vinurile
obtinute variaza in dependenta de tulpina utilizatd mai putin semnificativ.

4.3.5. Influenta tulpinilor de levuri selectate pentru producerea vinurilor rosii seci asupra
concentratiei substantelor fenolice si indicilor de culoare ale vinurilor

Un factor important la producerea vinurilor rosii seci il joaca tulpinile de levuri, ce afecteaza
in mod direct asupra indicilor fizico-chimice al vinului si pot contribui la ameliorarea parametrilor
de calitate, precum continutul de substante fenolice, antociani si nota organoleptica [36].

Din aceste considerente a fost studiata influenta diferitor tulpini de levuri selectate asupra
substantelor fenolice si indicilor de culoare. Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 4.20.

Analiza rezultatelor prezentate in tabelul 4.20. demonstreaza, ca tulpinile de levuri,
utilizate la fermentatia mustuielii au impact major asupra indicilor cromatici ai vinurilor rosii.

Intensitatea maximala a culorii a fost determinata in vinul rosu sec fermentat cu utilizarea
tulpinii de levuri Nr.41 - C-S60Tr-2 (15,4), urmat de vinul fermentat de tulpina martor Oenoferm
Be-Red. Cele mai mici valori fiind inregistrate in vinurile fermentate cu utilizarea tulpinilor Nr.27
- MTr-4 si Nr.35 - M100Tr-4.

De asemenea, a fost stabilit ca tulpina de levuri Nr.41 - C-S60Tr-2 a favorizat esential
extractia substantelor fenolice, iar continutul maximal de fenoli este de 1520 mg/dm? si antociani
302 mg/dm?*. Vinul rosu, obtinut cu utilizarea tulpinii de levuri Oenoferm Be-Red a obtinut de
asemenea un continut avansat de substante fenolice (1496 mg/dm?), insd avand si cel mai scazut
continut de antociani (275 mg/dm?®), deoarece levurile adsorb cantitati semnificative in timpul
fermentarii-macerarii.

Vinurile rosii seci obtinute cu utilizarea tulpinilor de levuri Nr.27 - MTr-4, Nr.32
M100Tr-1, Nr.35 - M100Tr-4 si Nr.43 - C-S60Tr-4 au un continut mai scazut de substante

fenolice (1436-1466 mg/dm?) si un continut moderat de antociani.
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Tabelul 4.20. Continutul substantelor fenolice si indicilor de culoare a vinurilor
rosii seci Cabernet-Sauvignon obtinute cu utilizarea diferitor tulpini de levuri (a. r. 2018)

. . Suma compusilor | Concentratia Intensitatea ..
Tulpina de levuri, Lt . . Nuanta culorii,
Ne Nr fenolici, antocianilor, culorii, (Nc=Asonm/Asnm)
mg/ dm? mg/dm3 (|C=A420+A520+A520) 0 520
1 Oenoferm 149625 27542 14,8£0,5 0,600,05
Be-Red (martor) T ’ ’
2 Nr.27 - MTr-4 1439+4 287+3 13,6+0,4 0,47+0,03
3 Nr.32 - M100Tr-1 1442+5 292+2 13,8+0,4 0,48+0,03
4 Nr.35 - M100Tr-4 1436+2 284+4 13,3+0,3 0,45+0,04
5 | Nr.41-C-S60Tr-2 1520+7 302+7 15,4+0,6 0,62+0,05
6 | Nr.43-C-S60Tr-4 1466+5 310+8 13,9+0,4 0,55+0,02

Pentru a stabili influenta tulpinii de levuri asupra continutului de substante fenolice si

antociani in vinurile rosii a fost calculat randamentul de extractie a acestor compusi comparativ

cu rezerva tehnologica din struguri, care constituie 2988 mg/dm? de compusi fenolici si 532

mg/dm? de antociani . Rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 4.40.
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Rezerva Nr.27 Nr.32 Nr.35 Nr.41 Nr.43  Oenoferm Be-
tehnologica Red
din struguri Tulpina de levuri
B Suma compusilor fenolici Concentratia antocianilor
Fig. 4.40. Randamentul de substante fenolice si antociani din struguri in

dependenta de tulpina de levuri utilizata la producerea vinurilor rosii seci (soiul
Cabernet-Sauvignon, a.r. 2018)

In baza rezultatelor obtinute, putem concluziona, ci tulpinile de levuri selectate au o
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influentd majora asupra continutului substantelor fenolice in vinuri. Randamentul de extractie a
substantelor fenolice in timpul procesului de fermentare-macerare a vinurilor rosii, a variat intre
48,1% (tulpina de levuri Nr.35 - M100Tr-4) si 50,9% ( tulpina de levuri Nr.41 - C-S60Tr-2).
Randamentul maximal de extrdactie a antocianilor (n=58,3 %) a fost stabilit in vinul rosu sec
fermentat cu tulpina Nr.43 - C-S60Tr-4.

Concentratia avansata de antociani este parametrul principal, care este responsabil de
culoarea vinului si prin urmare raportul (antociani/substante fenolice) este cel mai inalt.

4.4. Sinteza problematicii tratate si a rezultatelor obtinute in capitolul 4

A fost stabilit, ca utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrele vitivinicole
'Chisindu’ Nr.2 - Cricova-2, 'Purcari’ Nr.1 - FNFTP-1, Nr.12 - Ch75P-31F, Nr.30 - R-N-120-P-5
si 'Trifesti’ Nr.15 - S75Tr-4.4, Nr.22 - Atr-2.3, Nr.32 - M100Tr-1, Nr.41 - C-S60Tr-2 permite
obtinerea vinurilor albe si rosii seci de o calitate inaltd, atat dupa indicii fizico-chimici, cat si
dupa nota organoleptica si nu cedeaza calitatii vinurilor obtinute cu utilizarea LAU de import.

A fost demonstrat, ca dinamica fermentarii mustului si mustuielii in cazul utilizarii
tulpinilor de levuri selectate nu difera esential de dinamica fermentarii mustului si mustuielii in
cazul utilizarii LAU, consumand toate zaharurile din must in 14-15 zile de la inoculare.

A fost stabilit stiintific, cd componenta fizico-chimica si calitatea vinurilor albe si rosii
seci depinde in mare masura de tulpina de levuri utilizata in procesul de fermentatie a mustului
sau mustuielii.

A fost stabilit, ca alcoolii superiori, esterii, aldehidele, acizii volatili si alte substante
volatile formate in timpul fermentarii mustului contribuie la formarea unor arome complexe, iar
tulpinile de levuri selectate au o influenta pozitiva asupra indicilor fizico-chimici si notei
organoleptice a vinurilor albe si rosii seci.

A fost demonstrat, ca toate vinurile experimentale au concentratii inalte de glicerol (mai
mare de 6 g/dmq), iar cele mai inalte valori au fost determinate in mostrele de vinuri in cazul
utilizarii tulpinilor de levuri Nr.2-Cricova-2 (centrul vitivinicol 'Chisinau’), Nr.1-FNFTP-1,
Nr.12-Ch75P-31F si Nr.30-R-N-120-P-5 (centrul vitivinicol 'Purcari’), Nr.15-S75Tr-4.4, Nr.22-
Atr-2.3, Nr.32-M100Tr-1 si Nr.41-C-S60Tr-2 (centrul vitivinicol 'Trifesti’). Astfel, se poate
concluziona, ca influenta tulpinilor de levuri asupra formarii in vinurile albe si rosii seci a
glicerolului este semnificativa.

A fost stabilit, ca tulpinile de levuri selectate influenteaza semnificativ asupra

concentratiei unor acizi organici, in special asupra continutului de acid citric si succinic. Cele
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mai mici concentratii a acidului citric au fost depistate in vinurile albi seci fermentate cu
utilizarea tulpinilor de levuri Nr.16-3VT (centrul vitivinicol 'Chisinau’), Nr.30-R-N-120-P-5
(centrul vitivinicol "Purcari’) si Nr.10 - S75Tr-2, ceea ce poate fi explicat prin consumul acestuia
la formarea acidului succinic.

A fost stabilit, ca tulpinile de levuri influenteaza asupra continutului de substante fenolice
si antociani in vinurile rosii. Tulpinile de levuri Nr.30 - R-N-120-P-5 (centrul vitivinicol 'Purcari’)
si Nr.41 - C-S60Tr-2 (centrul vitivinicol 'Trifesti’) au favorizat esential extractia substantelor
fenolice.

Tulpinile de levuri autohtone selectate au fost depozitate in CNMN a IMB, care le-a
atribuit urmatorul cifrul Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26, Nr.1-FNFTP-1-
S.cerevisiae CNMN-Y-32 , Nr.12-Ch75P-3{F - S.cerevisiae CNMN-Y-33, Nr.30-R-N-120-P-5
- S.cerevisiae CNMN-Y-31, Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34, Nr.22-Atr-2.3 -
S.cerevisiae CNMN-Y-35, Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36, Nr.41-C-S60Tr-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-37.

Au fost obtinute adeverinte de depozitare si pasaportul pentru fiecare tulpina de levuri cu
cifrul atribuit de catre Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a IMB. (Anexa 1 a-h,
Anexa 2 a-h)

Tulpinile de levuri selectate au fost inregistrate in baza de date mondiala NCBI (National
Center for Biotechnology Information, USA, Maryland). (Anexa 3)

In baza rezultatelor stiintifice obtinute au fost recomandate pentru implementare in
conditii de producere la SA ,,Cricova” tulpina de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-
26 pentru producerea vinurilor albe seci, la IM ,,Vinaria 'Purcari” SRL tulpinile de levuri Nr.1-
FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32, Nr.12-Ch75P-3/F - S.cerevisiae CNMN-Y-33 pentru
producerea vinurilor albe seci si tulpina de levuri Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31
pentru producerea vinurilor rosii seci, la ,,Vierul-Vin” SRL tulpinile de levuri Nr.15-S75Tr-4.4 -
S.cerevisiae CNMN-Y-34, Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35 pentru producerea vinurilor
albe seci si tulpinile de levuri Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36, Nr.41-C-S60Tr-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-37 pentru producerea vinurilor rosii seci in scopul obtinerii loturilor

industriale de vinuri.
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V. IMPLEMENTAREA TULPINILOR DE LEVURI SELECTATE IN CONDITII
DE PRODUCERE

5.1. Testarea si implementarea tulpinilor de levuri izolate si selectate din centrul vitivinicol
'Chisinau’ in conditii de producere

5.1.1. Determinarea indicilor fizico-chimici ai vinurilor albe seci obtinute in conditii de
producere.

In baza cercetarilor efectuate si a rezultatelor obtinute in conditiile de laborator si
microvinificatie a ISPHTA a fost selectatd tulpina de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae
CNMN-Y-26, pentru producerea vinurilor albe seci in scopul obtinerii loturilor industriale de vin.
(Anexa 5)

Studiul comparativ al procesului de fermentatic a mustului din soiul de struguri
Chardonnay, recoltati de pe plantatiile centrului vitivinicol 'Chisinau’ (a.r. 2011), in scopul
obtinerii vinurilor albe seci cu utilizarea tulpinii de levuri autohtone Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-26, a fost efectuat in conditiile de producere la S.A. ”’Cricova”.

In calitate de martor la fermentatia alcoolicd a mustului au fost utilizate LAU industriale
(Zymaflore yeasts, Franta). Caracteristicile fizico-chimice initiale a mustului de struguri

Chardonnay sunt redate in tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Indicii fizico-chimici a mustului de struguri Chardonnay utilizat pentru
aprecierea comparativi a tulpinilor de levuri autohtone (a. r. 2011)
. | Concentratia
. Concentratia | <
Denumirea n < in masa a .
T Volumul, in masa a . Potentialul
Ne soiurilor de . acizilor pH
. dal zaharurilor, - - OR, mV
struguri dm? titrabili,
g g/dm?3
p | Chardonnay 4000 204,009 71201 | 3,2040,02 | 214,3+0.3
(martor) 2 b b b 1 b 1 b
2 Chardonnay 4000 191,0+0,5 7,0+0,1 3,17+0,01 | 214,5+0,2

Inocularea mediului cu levuri a fost efectuata dupa sulfitarea si limpezirea mustului
la temperatura 8-10°C in decurs a 12 ore.

Tulpinile de levuri studiate au fost supuse cercetarii in scopul determinarii activitatii
fermentative si influentei lor asupra indicilor fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe

Seci.
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Dupa finalizarea fermentatiei alcoolice, vinurile albe seci, obtinute cu utilizarea tulpinii
de levuri selectate si tulpinii martor au fost supuse analizelor fizico-chimice si organoleptice, iar
rezultatele obtinute sunt redate in tabelele 5.2 si 5.3.

Vinul alb sec fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae
CNMN-Y-26 se caracterizeaza printr-o concentratie a alcoolului etilic de 11,7 % vol., iar
utilizarea tulpinii de levuri LAU (Zymaflore yeast) contribuie la obtinerea unui vin cu gradul
alcoolic de 12,2 % vol. (tabelul 5.2), ceea ce poate fi explicat prin deosebirile indicilor de zaharuri
initiale Tn must.

Tabelul 5.2. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe seci Chardonnay obtinute cu diferite
tulpini de levuri in conditii de producere (a.r. 2011)

Indicii fizico-chimici
Concentratia in masa a:
N Soiul de Tulpina de Concen- )
i struguri levuri tratia alcool,| zaharului | acizilor | acizilor | €Xtractulu
%vol. | rezidual, | titrabili, | volatili, ¢ pH
g/dm? gldm? gldm? nereducator,
g/dm?
Nr.2-Cricova- 3154
1 | Chardonnay |2 - S.cerevisiae| 11,7+0,1 2,9+0,2 | 6,7+0,1 [0,52+0,03| 21,6+0,6 0 02
CNMN-Y-26 '
o | Chardonnay | Zymaflore | 5,01 | 53102 | 6,6£02 |046£0,03| 208203 | 317
(martor) yeast 0,01

Datele din tabelul 5.2 indicd, ca vinul alb sec fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri
Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 si LAU (Zymaflore yeasts) se caracterizeaza prin
fermentatia completa a zaharurilor.

Concentratia in masa a zaharurilor reziduale in vinurile albe seci nu depaseste limita
admisibila de 4 g/dm?® pentru aceasti categorie de vinuri.

Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe seci experimentale nu variaza semnificativ
si constituie 6,6-6,7 g/dm?® pentru vinul fermentat cu tulpina selectati autohtoni si tulpina martor
respectiv.

Concentratia in masa a acizilor volatili difera putin, ceea ce se explica prin decurgerea
diferitor reactii enzimatice si prin concentratia initiala a anhidridei sulfuroase inalta, care direct
influenteaza asupra continutului de acid acetic.

Utilizarea tulpinii de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 contribuie la

obtinerea vinurilor albe cu un continut mai nalt a extractului sec nereducator si constituie 21,6
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g/dm?3. Conform Regulamentului privind organizarea pietei vitivinicole concentratia in masi a
extractului sec nereducator, exprimatd in grame pe decimetru cub, trebuie sa fie de cel putin 15
g/dm?3 pentru vinurile albe.

Valoarea indicelui pH in probele de vinuri experimentale cu utilizarea diferitor tulpini de
levuri variaza intr-un interval Ingust si constituie 3,15-3,17 in dependenta de tulpina utilizata.

Tabelul 5.3. Aprecierea organoleptica a vinurilor albe seci cu utilizarea diferitor
tulpini de levuri

Indicii organoleptici
. . . Nota

Denumirea Tulpina de levuri o

vinului 5 organoleptica,

Aromi Gust puncte (max. 10)
Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae CNMN- | Curata, florala, Armonios, plin,
Chardonnay . _ 8,1
Y-26 de soi proaspat

Chardonnay Zymaflore yeast Curata, florala, Armonios, plin, 81

(martor) de soi tipic ’

In asa fel, tulpinile de levuri cercetate contribuie la formarea unor vinuri albe seci
Chardonnay cu aroma curata, fina, gustul fiind plin, corpolent, armonios si tipic (tabelul 5.3).
(Anexa 4)

5.1.2. Determinarea continutului de substante volatile in vinul alb sec obtinut cu utilizarea
tulpinii de levuri selectate din centrul vitivinicol "Chisinidu’ in conditii de producere

In scopul studierii influentei tulpinii de levuri selectate si tulpinii martor (LAU)
asupra potentialui aromatic al vinurilor albe seci, obtinute in conditii de producere, au fost
determinate unele substante volatile: alcoolii superiori, acizii grasi, esterii, aldehidele, etc.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 5.4.

Din rezultatele prezentate in tabelul 5.4 se poate concluziona, ca continutul substantelor
volatile in vinurile albe seci studiate variaza in dependenta de tulpina de levuri utilizata la
fermentatia mustului.

Conform Rapp si Versini [186], concentratia sumara a alcoolilor superiori mai joasa de
300 mg/dm?® cu siguranti contribuie la o aromi complexa a vinului. Majorarea concentratiei
sumare a acestor substante pani la 400 mg/dm?, influienteazi negativ asupra calitatii vinului.

In ambele mostre de vinuri albe seci Chardonnay studiate suma alcoolilor superiori nu

depiseste limita admisibila si constituie 236,9 mg/dm?® in vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de
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levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26, si 268,4 mg/dm? in vinul fermentat cu utilizarea

tulpinii de levuri Zymaflore yeasts.

Izopentanolul (alcoolul izoamilic) este un alcool superior specific, care reprezinta mai

mult de 50% din suma totala a alcoolilor superiori si predomini in componenta vinurilor [35]. In

ambele mostre de vinuri albe seci concentratia izopentanolului este destul de joasa, insa

concentratia acestui alcool este cu 8,4 mg/dm? mai inalti in vinul fermentat cu utilizarea tulpinii

de levuri Zymaflore yeasts (tabelul 5.4).

Tabelul 5.4. Continutul substantelor volatile in vinurile albe seci Chardonnay, (mg/dm?)

Tulpina de levuri
Ne Denumirea Nr.2-_C_ricova—2 - Zymaflore yeasts
- substantei S.cerevisiae CNMN-
Y-26 (martor)
Alcooli superiori
1 | Propanol-1 18,2+0,9 27,4+1,1
2 | Hexanol 0,85+0,06 1,06+0,05
3 | lzobutanol 21,4+1,0 31,5+1,09
4 | Fenil-2-etanol 50,48+2,1 54,08+2,4
5 | lzopentanol 146,0+3,7 154,4+5,8
6 | > Alcoolilor superiori 236,9+5,9 268,4+6,1
Acizi grasi
7 | Acidul butiric 0,67+0,03 0,71+0,02
8 | Acidul izovalerianic 0,65+0,02 0,63+0,02
9 | Acidul caproic 4,27+0,09 4,80+0,08
10 | Acidul caprilic 2,48+0,07 2,52+0,05
11 | Acidul capric 0,050+0,004 0,09+0,007
12 | > Acizilor grasi 8,12+0,21 8,75+0,32
Esteri

13 | Acetatul de etil 25,7+1,2 47,8+2.6
14 | Acetatul de izobutil 0,010+0,001 0,010+0,001
15 | Acetatul de izoamil 1,66+0,05 1,82+0,04
16 | Acetatul de hexil 0,030+0,001 0,040+0,001
17 | Acetatul de feniletil 0,48+0,03 0,52+0,04
18 | Butiratul de etil 0,144+0,02 0,12+0,01
19 | Caprilatul de etil 0,32+0,02 0,26+0,01
20 | Caproatul de etil 0,44+0,03 0,48+0,04
21 | Capratul de etil 0,020+0,001 0,020+0,001
22 | Y Esterilor volatili 28,8+1.3 51,14+2.8

Concentratiile izobutanolului si fenil-2-etanolului in vinurile fermentate indica ca tulpina

de levuri Zymaflore yeasts are un potential mai inalt de producere a acestor alcooli in rezultatul

fermentarii alcoolice a mustului.
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Concentratia hexanolului in vinurile albe poate varia de la 0,3 pana la 12 mg/dm?® [35]. In
cercetarile realizate, vinul alb sec Chardonnay obtinut cu utilizrea tulpinii de levuri autohtone
selectate contine 0,86 mg/dm? de hexanol, iar vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri
Zymaflore yeasts contine 1,06 mg/dm?®, ce reprezinti un factor pozitiv asupra calititii vinului.

Propanol-1 nu a fost depistat in cantitati mari in vinurile obtinute, dar continutul este
destul de considerabil si constituie 27,4 mg/dm? in vinul alb sec fermentat cu utilizarea tulpinii
de levuri Zymaflore yeasts, ceea ce este cu 9,2 mg/dm® mai mult decat in vinul fermentat cu
utilizarea tulpinii de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26.

Conform Gavazza si Grando [94] tulpinile de levuri produc in vinuri concentratii diferite
de acizi grasi, in special acid butiric, izovalerianic, caproic, caprilic si capric. Suma acizilor grasi
in mostrele de vinuri analizate nu diferad esential. Cu toate acestea, sinteza acizilor grasi de catre
levuri este extrem de variabild, iar schimbarile care au loc pe parcursul fermentatiei alcoolice
(pH, temperatura, prezenta substantelor nutritive), precum si rata de crestere a levurilor poate
afecta continutul componentelor individual.

Acetatii alcoolilor superiori si esterii etilici ai acizilor grasi sunt compusil cei mai
preferabili in vinurile albe [144].

O diferenta semnificativa se observa in concentratia acetatului de etil, care influenteaza
asupra proprietitilor organoleptice, oferindu-le vinurilor o aromi de mar proaspat. in cazul
utilizarii tulpinii de levuri autohtone Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 concetratia
acetatului de etil este mai joasa decit in vinul alb sec care a fost fermentat cu utilizarea LAU.
Dar, e necesar de mentionat, concentratiile Tnalte de acetat de etil influenteaza negativ asupra
calitatilor organoleptice ale vinurilor albe seci.

Analiza datelor prezentate in tabelul 5.4 referitor la influenta tulpinilor de levuri asupra
continutului unor substante volatile in vinurile albe seci releva diferente semnificative intre doua
tipuri de levuri utilizate in procesul de fermentatie. Concentratiile de alcooli superiori,
izopentanol, izobutanol, fenil-2-etanol, hexanol si propanol-1, precum si acizii grasi si esterii
etilici ai acizilor grasi, variaza in functie de tulpina de levuri utilizata. Rezultatele obtinute indica,
ca ambele mostre de vinuri albe seci se incadreaza in limitele recomondate ale concentratiilor de
alcooli superiori. Astfel, tulpinile de levuri influenteazd in mod semnificativ profilul aromatic si
compozitia finala a vinului alb sec, contribuind la obtinerea unui produs cu caracteristici

organoleptici dorite.
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5.1.3. Studiul capacitatii tulpinilor de levuri selectate de a forma compusi cu sulf in
procesul de fermentatie in vinurile albe seci Chardonnay

Aroma este unul din principalii factori, care contribuie la calitatea vinurilor albe seci.
Aroma vinului este un amestec complicat format din un numar foarte mare de compusi volatili,
care contine: alcooli, esteri, aldehide, cetone, acizi grasi, terpene, compusi cu sulf, etc.
Contributia fiecarui compus in intreaga aroma a vinurilor poate fi estimata atat pozitiv, cat si
negativ.

Compusii cu sulf (tioli, sulfide, etc.) au un rol important in formarea aromei vinurilor,
deoarece au un prag de perceptie foarte mic si ca de obicei afecteaza calitatea organoleptica
a vinului. Prezenta lor in vinuri se datoreaza activitatii levurilor, care sunt capabile sa
metabolizeze sulfitii si sulfatii adaugati in must, cu formarea de compusi sulfurosi volatili,
responsabili de multe defecte olfactive a vinurilor [35, 110, 126, 127, 255, 263].

in scopul evaluirii impactulului tulpinilor de levuri selectate asupra continutului
compusilor cu sulf, acestia au fost determinati in vinurile experimentale. Prin analiza
detaliatd a influentei tulpinilor de levuri selectate asupra compusilor cu sulf, se urmareste
intelegerea modului in care acestia influenteaza calitatea organolepticd a vinului. Aceste
cercetdri vizeaza, de asemenea, identificarea si evaluarea pozitivd sau negativa a influentei
tulpinilor de levuri selectate asupra fiecarui compus volatil din aroma vinului, cu accent
deosebit asupra compusilor sulfurosi volatili rezultati in procesul de fermentatie.

Rezultatele obtinute pot oferi informatii pretioase pentru imbunatatirea proceselor de
producere vinicola si pentru optimizarea calitatii vinurilor albe seci.

In tabelul 5.5. sunt redate rezultatele determindrii unor compusi cu sulf in vinurile albe seci
Chardonnay obtinute in conditii de producere in a.2011 la S.A. ,,Cricova”.

Rezultatele obtinute indica, ca concentratiile tuturor compusilor determinati in vinul alb
sec Chardonnay experimental nu difera semnificativ, comparativ cu vinul-martor, fermentat cu
LAU si nici un compus cu sulf nu depaseste valorile pragului de perceptie, insa vinul fermentat
cu utilizarea levurilor Zymaflore yeasts prezintd concentratii mai mari pentru unii compusi, cum
ar fi etantiol, disulfura de dimetil si disulfura de dietil. Aceste diferente pot influenta
caracteristicile olfactive ale vinurilor produse cu aceasta tulpind. Metantiolul prezintd urme in
ambele vinuri experimentale, iar concentratiile lui se situeaza sub pragul de perceptie. Acest

aspect poate fi considerat benefic pentru evitarea unor arome neplacute asociate cu acest compus.
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Tabelul 5.5. Analiza comparativa a continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci

Chardonnay, pg/L

Nr.2- Pragul de

. Cricova-2 - Zymaflore Aroma perceptie
Ne | Compusi cu sulf . yeasts eps < .
S.cerevisiae (martor) specifica organoleptica

CNMN-Y-26 [126,127]

. Ceapa, varza
1 Metantiol urme urme fiarti 0,3 ng/L
2 Etantiol 0,48+0,02 0,64+0,02 Ceapa, cauciuc 1,1 pg/L

Porumb, varza

3 | Sulfura de dimetil 3,15+0,01 3,21+0,05 fiartd.Zmeura- 27 ng/L

concentratii mici
Legume fierte,

4 | Sulfura de dietil 0,41+0,01 0,46+0,08 . . 15-18 pg/L
ceapa, usturol
5 | Dsulfurade 470£0,08 | 523:0,09 | YamAfard loaq 5 op
dimetil ceapa
6 | Disulfura de dietil | 1.80+0.05 | 2112005 | JSUOLCUC o540 01

Astfel, tulpina de levuri autohtona Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 contribuie
la formarea concentratiilor mai scazute a compusilor cu sulf, ameliorand calitatea organoleptica
a vinului alb sec Chardonnay.
5.1.3.1. Prelucrarea matematicé a rezultatelor obtinute

Prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute s-a realizat pe baza programului MS
EXCEL, programa STATGRAPHICS 5.0. si metoda ANOVA.

Scopul prelucrarii matematice a rezultatelor obtinute a fost evidentierea si cuantificarea
influentei tulpinilor de levuri asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci
Chardonnay. Analiza unifactoriala a dispersiei, prezentatd in tabelul 5.6, a avut ca obiectiv
identificarea corelatiei statistice intre variabila independentd (tulpina de levuri) si continutul
compusilor cu sulf.

Rezultatul analizei unifactoriale este prezentat in tabelul 5.6.

Din considerente, ca valoarea - P este mai micd de 0,05, rezulta ca existd o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. In rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 5.6) a fost stabilita influenta semnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
utilizatd si combinatiile lor, asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci

Chardonnay: in toate cazuri Ffacto > Ftabelar.
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Tabelul 5.6. Analiza dispersionala unifactoriala a influentei levurilor asupra
continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Chardonnay

Sursa variatiei Suma G_rade de| Media Raportul dispersiei (F)
pitratelor | libertate | patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,0294 1 0,0294 126,00 | 0,0004 7,71
Reziduala 0,0009 4 0,0002
Totalad 0,0303 5
DLo,05=0,0346
Sulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0081 1 0,0081 22,0 | 0,0094 7,71
Reziduald 0,0015 4 0,0004
Totalad 0,0095 5
DLo,05=0,0434
Sulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0067 1 0,0067 11,76 | 0,0265 7,71
Reziduald 0,0023 4 0,0006
Totala 0,00089 &)
DLo,05=0,0540
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,4267 1 0,4267 70,91 | 0,0011 7,71
Reziduald 0,0241 4 0,0060
Totala 0,4507 5
DLo05=0,1758
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,1442 1 0,1442 70,89 | 0,0011 7,71
Reziduald 0,0081 4 0,0020
Totala 0,1523 5

DLo,0s=1,01161

5.1.4. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra procesului de formare a aminelor
biogene

Aminele biogene, cum ar fi etanolamina, feniletilamina, metilamina, agmatina, histamina,
putriscina, cadaverina si tiramina, sunt baze organice cu greutate moleculard micd, regasite in
vin, care sunt formate in principal prin decarboxilarea microbiand a aminoacidului respectiv.
Acesti compusi afecteaza negativ starea igienica a vinului [164, 167, 227, 259, 260].

Aminele biogene sunt compusi ai metabolismului azotat si pot provoca efecte toxice in
functie de concentratie si sensibilitatea individuala. Ele sunt o adevaratd problemd pentru
persoanele sensibile la histamina. In general aminele biogene, provoaci dureri de cap si alte

efecte adverse. Mai mult, etanolul prezent in vin consolideaza efectele toxice ale aminelor
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biogene. Levurile participa activ la generarea aminelor biogene, deoarece sunt capabile sa
produca histamind, o amina cunoscuta pentru nivelul sau semnificativ de toxicitate[78, 97].
Deoarece obtinerea vinurilor este un proces biotehnologic complicat, legat de activitatea
levurilor, a fost necesar de a determina continutul aminelor biogene, care este strict limitat de
documentele normative a UE. Rezultatele analizelor efectuate sunt prezentate in tabelul 5.7.

Tabelul 5.7. Continutul de amine biogene in vinurile albe seci obtinute cu diferite tulpini
de levuri selectate in conditiile de producere la SA ”Cricova”, (mg/dm?)

Ne Der_lumlr_ea Tulpma'de Putriscina | Cadaverina | Histamina | Tiramina | Etanolamina
vinului levuri
1 Chardonnay | Zymaflore | Sub limita | Sub limita de <05 Sub limita | Sub limita de
(martor) yeasts de detectie detectie ’ de detectie detectie
Nr.2-
Cricova-2 - . o . -
2 | Chardonnay | S.cerevisiae Subllml'ga Subllmlt_a de <05 Subllml'ga Subllmlt_a de
de detectie detectie de detectie detectie
CNMN-Y- ; ° ’ ’
26

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 5.7 se observa, ca utilizarea tulpinii de levuri
autohtone la fermentatie alcoolica nu a contribuit la cresterea continutului de amine biogene in
vinurile albe seci. In probele de vinuri analizate au fost depistate doar urme de histamina, care
nu influenteaza asupra calitatii vinurilor obtinute.

5.2. Testarea si implementarea tulpinilor de levuri izolate si selectate din centrul vitivinicol
'Purcari’ in conditii de producere

5.2.1. Determinarea indicilor fizico-chimici ai vinurilor albe si rosii seci obtinute in conditii
de producere

In baza cercetirilor efectuate si a rezultatelor obtinute in conditiile de laborator si
microvinificatie a ISPHTA a fost selectata tulpina de levuri Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-
Y-32 pentru producerea vinurilor albe seci si tulpina de levuri Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae
CNMN-Y-31 pentru producerea vinurilor rosii seci in scopul obtinerii loturilor industriale de vin.
(Anexa 5)

Studiul comparativ al procesului de fermentatiec a mustului din soiul de struguri
Chardonnay, Pinot gris si a mustuielii din soiul de struguri Malbec, recoltati de pe plantatiile
centrului vitivinicol "Purcari’ (a.r. 2017), in scopul obtinerii vinurilor albe si rosii Seci cu
utilizarea tulpinilor de levuri autohtone Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 si Nr.30-R-N-
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120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31, a fost efectuat in conditiile de producere la IM ,,Viniria
Purcari” SRL.

In calitate de martori la fermentatia alcoolici a mustului si mustuielii au fost utilizate LAU
industriale (Anchor Alchemy I, Anchor NT 202, Africa de Sud). Caracteristicile fizico-chimice
initiale a mustului de struguri Chardonnay, Pinot gris si Malbec sunt redate in tabelul 5.8.

Tabelul 5.8. Indicii fizico-chimici a mustului de struguri utilizat pentru aprecierea
comparativa a tulpinilor de levuri autohtone (a. r. 2017)

. Concentratia | Concentratia
Denumirea N . A <
I Volumul, in masi a in masi a .

Ne | soiurilor dal h | il pH Potentialul

de struguri a Zaharurilor, | acizilor OR, mV

g/dm3 titrabili, g/dm? ’

1 | Chardonnay 1000 218,0+0,5 6,8+0,1 3,20+0,03 214,0+0,1
2 | Pinot gris 1000 210,0+0,5 6,1+0,1 3,20+0,01 214,0+0,2
3 Malbec 2000 191,0+0,5 8,7+0,1 3,15+0,04 214,5+0,2

Inocularea mediului cu levuri a fost efectuata dupa sulfitarea si limpezirea mustului
alb la temperatura de 8-10°C in decurs a 12 ore.

Inocularea mustuielii cu levurile s-a efectuat dupa sulfitarea.

Tulpinile de levuri studiate au fost supuse cercetarii in scopul determinarii activitatii
fermentative si influentei lor asupra indicilor fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe
si rosii Seci.

Dupa finalizarea fermentatiei alcoolice, vinurile albe si rosii Seci, obtinute cu utilizarea
tulpinilor de levuri selectate, au fost supuse analizelor fizico-chimice si organoleptice, iar
rezultatele apricierii sunt redate in tabelele 5.9 - 5.12.

Vinurile albe seci Chardonnay fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri Nr.1-FNFTP-
1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 si LAU Anchor Alchemy | se caracterizeaza printr-o concentratia
identica a alcoolului etilic, precum si vinurile albe seci Pinot gris, fermentate cu utilizarea
tulpinilor de levuri Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 si LAU Anchor Alchemy I.

Datele din tabelul 5.9 indica, ca vinurile albe seci, fermentate cu utilizarea tulpinilor de
levuri autohtone Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 se caracterizeaza prin fermenatre
completd a zaharurilor din vin.

Concentratia Tn masa a zaharurilor reziduale in vinurile albe seci nu depaseste limita

admisibild de 4 g/dm?® pentru aceasti categorie de vinuri.
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Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe seci nu variazi si constituie 6,1 g/dm?®pentru

vinul fermentat cu tulpina expeimentala si tulpina martor.

Tabelul 5.9. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe seci obtinute cu diferite tulpini de

levuri selectate in conditii de producere (a.r. 2017)

Indicii fizico-chimici

Concentratia in masi a:

No| Soiulde Tulpina de C&r;r;?:- sl
~ | struguri levuri alcool 9 | Zaharului | acizilor acizilor | ¥ rggcu U pH
vol’ rezidual, | titrabili, volatili, nereducitor
' 3 3 3 ’
g/dm g/dm g/dm g/dm?
Chardonnay Anchor 3,15+
1 (martor) Alchemy | 12,9+0,1 2,0+0,2 6,1+0,1 0,42+0,03 19,5+0,3 0,02
Nr.1-
2 | Chardonnay | JNFTP-L- 1436001 | 12202 | 61201 | 039£0,03 | 19803 | L
S.cerevisiae 0,03
CNMN-Y-32
Pinot gris Anchor 3,16+
3 | (marton) Alchemy | | 124201 | 18502 | 5601 | 042:003 | 20103 | 7o)
Nr.1-
. . FNFTP-1- 3,16+
4 | Pinot gris S cerevisiae 12,4+0,1 2,0=0,2 5,5+0,1 0,42+0,03 20,0+0,3 0,02
CNMN-Y-32

Concentratia in masa a acizilor volatili difera nesemnificativ si constituie 0,39-0,42

g/dm3, fenomen explicat prin diversitatea reactiilor enzimatice si nivelul initial al anhidridei

sulfuroase, care afecteaza direct continutul de acid acetic.

Concentratia extractului sec nereducator nu variaza semnificativ si se afla in limita valorilor

19,5 — 19,8 g/dm? pentru vinurile Chardonnay si 20,0 — 20,1 g/dm?® pentru vinurile Pinot gris.

Valoarea indicelui pH 1n probele de vinuri experimentale albe seci cu utilizarea diferitor

tulpini de levuri se afla intr-un interval ingust si constituie 3,15-3,17 in dependentd de tulpina

utilizata.

Concentratia alcoolului etilic in vinurile rosii seci Malbec fermentate cu utilizarea

tulpinilor de levuri Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31 este identicd cu concentratia

alcoolului etilic in vinurile rosii seci Malbec, fermentate cu utilizarea LAU Anchor NT 202

(tab.5.8).

Datele din tabelul 5.10 indica, ca vinurile rosii seci, fermentate cu utilizarea tulpinilor de

levuri autohtone Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31 se caracterizeaza prin fermenatre

completa a zaharurilor.
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Concentratia in masa a zaharurilor reziduale in vinurile rosii seci nu depaseste limita
admisibild de 4 g/dm?® pentru aceasti categorie de vinuri.

Concentratia acizilor titrabili in vinurile rosii Seci nu variaza semnificativ si constituie 8,0
g/dm? pentru vinul fermentat cu tulpina expeimentali si tulpina martor.

Concentratia in masi a acizilor volatili nu difer si constituie 0,52 g/dm?3, pentru vinul
fermentat cu tulpina expeimentala si tulpina martor .

Pe masura ce levurile consuma zaharurile din must si produc alcool si dioxid de carbon,
ele pot, de asemenea, sa extraga substante solide si compusi din pielita si samburii boabelor.
Concentrata in masa a extractului sec nereducator 1n vinurile rosii seci nu variazd semnificativ si
constituie 21,3 g/dm?® pentru vinul fermentat cu utilizarea LAU Anchor NT 202, iar pentru vinul
fermentat cu utilizarea Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31 concentratia constituie
21,6 g/dm?. Conform Regulamentului privind organizarea pietei vitivinicole concentratia in masi
a extractului sec nereducator, exprimata in grame pe decimetru cub, trebuie sa fie de cel putin 18

g/dm?3 pentru vinurile rosii seci.

Tabelul 5.10. Indicii fizico-chimici ai vinurilor rosii seci obtinute cu tulpinile de levuri
selectate in conditii de producere (a.r. 2017)
Indicii fizico-chimici
Concentratia in masa a:
Ne Soiulde | Tulpinade Concen- tractului
" | struguri levuri |tratia alcool,| zaharului | acizilor | acizilor | & rggcu Ul pH
% vol. rezidual, | titrabili, | volatili, .
g/dm? gldm? g/dm? nereducator,
g/dm?
1 | Malbec | hor NT202| 114401 | 19402 | 8001 | 052£003 | 213+03 | 315
(martor) 0,03
Nr.30-R-N-120-
2 | Malbec P-5- 113:0,1 | 1,5:02 | 80£0,1 |052£0,03 | 21,6:03 | SX*
S.cerevisiae 0,02
CNMN-Y-31

Valoarea indicelui pH in probele de vinuri experimentale cu utilizarea diferitor tulpini de

levuri nu difera si constituie 3,15.

Analiza comparativa indica faptul cd, mostrele de vinuri obtinute au indici fizico-chimici

similari, cu variatii nesemnificative Intre soiuri si tulpinile de levuri.

Tulpina de levuri selectata Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 contribuie la

formarea unor vinuri albe seci Chardonnay cu aroma curata, fina, gustul fiind plin, corpolent,

armonios. Vinul alb sec obtinut din soiul de struguri Pinot gris cu utilizaraea tulpinii Nr.1-
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FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 se caracterizeaza cu un gust curat, armonios, plin, moale,

echilibrat, aroma florala, cum ar fi iasomia si florile de salcAm. Aceste arome contribuie la

obtinerea unui caracter parfumat al vinului (tabelul 5.11).

Tabelul 5.11. Aprecierea organoleptica a vinurilor albe seci obtinute cu utilizarea diferitor

tulpini de levuri selectate

_ _ Indicii organoleptici Nota
Denumirea Tulpina de organoleptica,
vinului levuri aromi gust puncte
(max.10)
Chardonnay Anchor curata, florala, de | curat, armonios, plin,
: e 8,1
(martor) Alchemy | soi tipic
NrI-FNFTP-1-1  rata, florala, de | curat, armonios, plin
Chardonnay S.cerevisiae ’soi ’ ' moale » PN, 8,1
CNMN-Y-32
. . Anchor curata, complexa, | curat, armonios, plin,
Pinot gris (martor) Alchemy | florala, de soi extractiv, tipic 81
Nr.1-FNFTP-1- - - . .
. : . curata, complexd, | curat, armonios, plin,
Pinot gris S.cerevisiae florala, de soi moale, echilibrat 81
CNMN-Y-32 ’ '

Tabelul 5.12. Aprecierea organoleptica a vinurilor rosii seci obtinute cu utilizarea diferitor

tulpini de levuri selectate

_ _ Indicii organoleptici Nota
Denumirea Tulpina de organoleptica,
vinului levuri aromi gust puncte
(max.10)
complexa, curata, . o
Anchor NT .. armonios, plin, tipic,
Malbec (martor) 202 de fruct',seo€0§11, de extractiv 8,1
Nr-30-RN- complexa, curata
Malbec 120-P_-5_- de fructe rosii, de armonios, plin, taninos, 8.1
S.cerevisiae oi moale
CNMN-Y-31

Tulpina de levuri selectata Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31 contribuie la

formarea unor vinuri rosii seci Malbec cu aroma curata, arome de cirese si prune, gustul fiind

plin, corpolent, taninos, armonios (tabelul 5.12).

Analiza rezultatelor obtinute a demonstrat, ca atat in cazul utilizarii tulpinilor de levuri

autohtone, cat si in cazul utilizarii LAU, in vinuri Studiate predominad arome curate, complexe

si tipice. (Anexa 4)
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5.2.2. Determinarea continutului de substante volatile in vinurile albe si rosii seci obtinute
cu utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol 'Purcari’ in conditii de
producere

In scopul studierii influentei tulpinilor de levuri selectate asupra potentialui aromatic al
vinurilor albe si rosii seci, obtinute in conditii de producere, au fost determinate unele substante
volatile: alcoolii superiori, acizii grasi, esterii, aldehidele, etc. Rezultatele continutului
substantelor volatile sunt prezentate in tabelul 5.13.

Din rezultatele prezentate in tabelul 5.13. se poate concluziona, ca continutul substantelor
volatile 1n vinurile albe si rosii seci variaza in dependentd de tulpina de levuri utilizatd la
fermentatia mustului sau mustuielii.

In toate mostrele de vinuri studiate suma alcoolilor superiori nu depiseste limita
admisibili de 300 mg/dm?.,

Concentratia izopentanolului este destul de joasa, dar concentratia acestui alcool este mai
inalti in vinurile fermentate cu utilizarea LAU si constituie 163,2-166,2 mg/dm?.

Concentratiile izobutanolului si fenil-2-etanolului in vinurile fermentate indica ca LAU
au un potential mai inalt de producere a acestor alcooli n rezultatul fermentarii alcoolice a
mustului sau mustuielii.

Conform cercetarilor realizate, vinurile albe si rosii seci obtinute in baza tulpinilor de
levuri autohtone contin concentratii mai scazute de hexanol in comparatie cu vinurile fermentate
cu utilizarea LAU industriale.

Propanol-1 nu a fost depistat in cantitati mari in vinurile obtinute, dar continutul lui este
destul de considerabil si constituie 25,4 mg/dm® in vinul alb sec Chardonnay fermentat cu
utilizarea tulpinii de levuri Anchor Alchemy I, ceea ce este cu 7,3 mg/dm? mai mult decit in vinul
fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32. In vinul alb
Pinot gris concentratia acestuia constituie 28,9 mg/dm3, ceea ce este cu 10,2 mg/dm3 mai mult
decit in vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-
32. Concentratia in vinul rosu Malbec a constituit 28,7 mg/dm?, ceea ce este cu 9,5 mg/dm?® mai
mult decit in vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae

CNMN-Y-31.
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Tabelul 5.13. Continutul substantelor volatile in vinurile albe si rosii seci, (mg/dm?)

Chardonnay | Pinot gris | Malbec
Tulpina de levuri
Denumirea Nr.1- Nr.30-R-N-
M | cubstantei | FENFTP-1- | Anchor  ENFRI-ENETP=1 = Anchor 120-P-5- | Anchor NT
- Alchemy | | 1- S.cerevisiae | Alchemy I L
S.cerevisiae (martor) CNMN-Y-32 (martor) S.cerevisiae | 202 (martor)
CNMN-Y-32 CNMN-Y-31
Alcooli superiori
1 Propanol-1 18,120,9 25,421 18,7+0,8 28,9+2,7 19,20,5 28,7+1.9
2 Hexanol 0,75+0,04 0.86+0.09 0.83+0.03 0,99+0.09 0,89+0,07 1.12+0.05
3 Izobutanol 22,4+1,3 30,5+1,8 21,9+0,9 32,4+1,6 22,140,9 23,1+0,7
4 | Fenil-2-etanol | 51,48+3,21 | 53,08+2,53 | 52,12+1,15 56,094327 | 49,80+151 | 52,10+2,12
5 Izopentanol 156,0+5,2 164,4+6,1 151,2+4,9 163,2+3,1 161,1+54 166,2+6,3
6 Zsﬁ:)ce??élrlior 248,7+8,9 | 274,275 244,7+8,7 281,5+8,1 253,149,7 | 271,249.9
Acizi grasi
7 Acidul butiric 0,57+0,05 0,61+0,03 0,55+0,03 0,59+0,06 0,61+0,05 0,59+0,03
g | Al 1 055004 | 053:003 | 0476003 | 051004 | 057004 | 0,61003
izovalerianic
9 | Acidul caproic 4,37+0,12 4,71+0,15 4,55+0,17 4,98+0,20 4,99+0,20 5,05+0,19
10 | Acidul caprilic 2,52+0,09 2,76+0,08 2,49+0,08 2,75+0,07 2,63+0,09 2,73+0,08
11 | Acidul capric | 0,040+0,005 | 0,050+0,004 | 0,040+0,007 | 0,050+0,008 | 0,050+0,006 | 0,050+0,007
2| > 3?531“ 8,05:004 | 866+0,09 | 8,10+0,07 8,88+0,08 | 885:0,07 | 9,03:0,09
Esteri

13 | Acetatul de etil 48,8+1,8 55,8+2,1 31,54+0,9 49,5+1,8 65,1+2,8 69,5+2,5
14 A?;é%tl‘jt'”de 0,010+0,001 | 0,010+0,001 | 0,010+0,001 | 0,010+0,001 | 0,020+0,002 | 0,020+0,002
15 A‘i:f(t;tr‘jq'”de 1764005 | 1,72+0,06 1,05+0,09 1,85+0,06 1094009 | 1,89+0,08
16 Acit:)t(‘ijl' de | 0,03040,001 | 0,040+0002 | 003040001 | 0,040+0,002 | 0,04040,001 | 0,040+0,001
17 A?S,ﬁ?.“e;‘t',.d ¢ 0,58+0,05 0,62+0,07 0,55+0,04 0,60+0,03 0,620,04 0,65+0,05
18 | Butiratul de etil | 0,15+0,03 0,13+0,02 0,14+0,01 0,13+0,02 0,17+0,03 0,19+0,02
19 Caprgfﬁul de 0,42+0,05 0,46+0,06 0,56+0,06 0,62+0,03 0,66:+0,02 0,69+0,05
20 Capré’ﬁ?“' % | 0542003 | 058002 0,55+0,03 0,62+0,02 0,72+0,04 0,82+0,04
21 | Capratul de etil | 0,060+0,001 | 0,060+0,001 | 0,060+0,001 | 0,070+0,002 | 0,090+0,003 | 0,100+0,003
22 Z\];:cjlt;tr.lllf) ' 52,318 59,2421 35,3+0,9 53,4:2,2 69,4+3,2 73,9437

Suma acizilor grasi in mostrele de vinuri analizate nu difera esential. Cu toate acestea,

sinteza acizilor grasi de catre levuri este extrem de variabila, iar schimbarile care au loc pe

parcursul fermentatiei alcoolice (pH, temperatura, prezenta substantelor nutritive), precum si rata

de crestere a levurilor poate afecta continutul componentelor individuale.

O diferenta semnificativa se observa in concentratia acetatului de etil, care influenteaza

asupra proprietatilor organoleptice, oferindu-le vinurilor o aroma de mir proaspit. In cazul
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utilizarii tulpinilor de levuri autohtone Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 si Nr.30-R-N-
120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31 concetratia acetatului de etil este mai joasa decit in vinurile
albe si rosii seci, care au fost fermentate cu utilizarea LAU. Concomitent, concentratiile inalte de
acetatul de etil influenteaza negativ asupra calitatilor organoleptice a vinurilor albe si rosii Seci.

Analiza substantelor volatile n vinurile albe si rosii seci obtinute cu tulpinile de levuri
selectate din centrul vitivinicol 'Purcari' indica variatii semnificative in continutul acestor
componente.

Alcooli superiori, cum ar fi propanol-1, hexanol, izobutanol, fenil-2-etanol si izopentanol,
prezinta diferente semnificative intre vinurile albe si rosii seci obtinute si tulpinile de levuri
utilizate. Concentratiile acestor alcooli sunt, in general, mai mari in vinurile fermentate cu LAU
Anchor Alchemy I.

Acizii grasi, inclusiv acidul butiric, izovalerianic, caproic, caprilic si capric, indica la 0
relativa uniformitate in concentratie intre mostrele analizate, axand o sinteza consistenta a acestor
componente in toate vinurile analizate.

Esterii volatili, cum ar fi acetatul de etil, izobutil, izoamil, hexil, feniletil, butiratul de etil,
capritlatul de etil, caproatul de etil si capratul de etil, prezinta variatii semnificative intre vinurile
obtinute cu utilizarea tulpinilor selectate. Concentratiile de acetat de etil sunt mai mari in vinurile
fermentate cu LAU Anchor Alchemy 1.

Concluziile generale arata, cd alcoolii superiori si acizii grasi sunt in limitele admisibile,
1ar concentratiile acetatului de etil influenteaza notabil calitatile organoleptice ale vinurilor, fiind
mai scazute in cazul utilizarii tulpinilor autohtone.

In asa fel, alegerea tulpinilor de levuri joacd un rol esential in dezvoltarea profilului
aromatic al vinurilor, evidentiind variatii semnificative in continutul de substante volatile si
influentind caracteristicile organoleptice ale acestora.

5.2.3. Studiul capacitatii tulpinilor de levuri selectate de a forma compusi cu sulf in procesul
de fermentatie in vinurile albe si rosii seci

Determinarea compusilor cu sulf in vinuri are citeva scopuri cheie: controlul calitatii
organoleptice, monitorizarea activitdtii levurilor, prevenirea defectelor olfactive si asigurarea
conformitatii cu standardele de producere. Compusii cu sulf, cum ar fi tiolii si sulfidele, au un prag
de perceptie foarte mic si pot afecta calitatea organoleptica a vinului. Pragul lor mic de perceptie
inseamnd, ca chiar si concentratii mici pot influenta calitatea vinului. Prezenta acestor compusi in

vinuri se datoreaza activitatii levurilor, care poate metaboliza sulfitii si sulfatii addugati in
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must, formand compusi sulfurosi volatili. Determinarea concentratiilor acestor compusi este

esentiald pentru a preveni sau minimiza potentialele defecte olfactive si pentru a asigura o

producere de vinuri de calitate superioara. Aceastd analizd oferd informatii despre modul in

care levurile influenteaza profilul aromatic al vinurilor si ajuta la luarea deciziilor in procesul
de producere [35,150].

In tabelele 5.14 si 5.15 sunt redate rezultatele determindrii unor compusi cu sulf in vinurile

albe si rosii seci obtinute in conditii de producere in a.2017 la IM ,,Viniria Purcari” SRL.

Tabelul 5.14. Analiza comparativa a continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci
Chardonnay si Pinot gris, pg/L

Chardonnay Pinot gris Pragul de
. - - perceptie
No Compusi (er (AnChOr (er (Anchor Aroma 0rgan0|ep
cu sulf FNFTP-1- FNFTP-1- specifica . o
. Alchemy I) . Alchemy I) tici
S.cerevisiae martor S.cerevisiae martor
CNMN-Y-32) CNMN-Y-32) [126,127]
. Ceapa, varza
1 | Metantiol urme urme urme urme fiarta 0,3 ng/L
. Ceapa,
2 Etantiol 0,47+0,02 0,42+0,02 0,45+0,02 0,48+0,05 - 1,1 png/L
cauciuc
Porumb,
Sulfura de varza fiarta.
3 dimetil 3,134+0,01 3,20+0,03 2,95+0,02 3,10+0,01 Zmeura- 27 ug/L
concentratii
mici
Legume
g |Sulfurade | o001 | 045:006 | 0388007 | 040:0,03 | fierte, ceapd, | L0 L8
dietil . ng/L
usturoi
5 | Disulfura | 20008 | 456£003 | 4108003 | 4104008 | Yarzafiard, | 30-45
de dimetil ceapa ng/L
Disulfura Usturoi 25-40
6 . . 1,81+0,05 2,12+0,05 2,13+0,04 2,18+0,03 . ' ug/L
de dietil cauciuc ars

Rezultatele obtinute indicd, cd concentratiile tuturor compusilor determinati nu diferd

semnificativ, comparativ cu vinurile-martori fermentate cu LAU si nici un compus cu sulf nu

depaseste valorile pragului de perceptie.
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Tabelul 5.15.  Analiza comparativa a continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci

Malbec, pg/L
Malbec Malbec
(Nr.30-R-N-120-P-5 Aroma Pragul e
Compusi cu sulf r.oU-R-N-120-F-9 - e« perceptie
S.cerevisiae CNMN- (Anchor NT specifica [126,127]
202) martor ’
Y-31)
Metantiol urme urme Ceapa, varza fiarta | 0,3 ug/L
Etantiol 0,64+0,06 0,66+0,02 Ceapa, cauciuc 1,1 pg/L
Porumb, varza
. fiarta.
Sulfura de dimetil 3,21+0,03 3,25+0,03 . . | 27 ng/L
Zmeura-concentratii
mici

Sulfura de dietil 0,50+0,05 0,46+0,05 Legume fierte, 15-18

ceapa, usturoi ug/L

Disulfura de 30-45

L 5,35+0,07 5,23+0,08 Varza fiarta, ceapa ng/L

dimetil
Disulfura de . : 25-40
dietil 2,15+0,05 2,11+0,01 Usturoi, cauciuc ars ug/L

Astfel, tulpinile de levuri selectate autohtone Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32
si Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31 contribuie la formarea concentratiilor scazute
a compusilor cu sulf, astfel ameliorand calitatea organoleptica a vinulurilor albe si rosii Seci.
5.2.3.1.Prelucrarea matematici a rezultatelor obtinute

Prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute a fost realizata pe baza programului MS
EXCEL, programa STATGRAPHICS 5.0. si metoda ANOVA.

Scopul prelucrarii matematice a rezultatelor obtinute a fost evidentierea si cuantificarea
influentei tulpinilor de levuri asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci
Chardonnay, Pinit gris si in vinurile rosii seci Malbec. Analiza unifactoriala a dispersiei,
prezentata in tabelele 5.16, 5.17 si 5.18 a avut ca obiectiv identificarea corelatiei statistice intre
variabila independenta (tulpina de levuri) si continutul compusilor cu sulf.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri) are un efect direct

asupra continutului compusilor cu sulfin vinurile albe si rosii Seci.
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Tabelul 5.16. Analiza dispersionala unifactoriala a influentei levurilor asupra
continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Chardonnay

Sursa variatiei Suma G_rade de| Media Raportul dispersiei (F)
pitratelor | libertate | patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,0067 1 0,0067 21,05 | 0,0101 7,71
Rezidualad 0,0013 4 0,0003
Totala 0,0079 5
DLo,05=0,0403
Sulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0054 1 0,0054 10,80 | 0,033 7,71
Reziduala 0,0020 4 0,0005
Totala 0,0074 5
DLo,05=0,0507
Sulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0024 1 0,0024 1,73 | 0,2582 7,71
Reziduala 0,0055 4 0,0014
Totala 0,0079 5
DLo,0s=0,0843
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,06 1 0,06 40,0 | 0,0032 7,71
Reziduala 0,006 4 0,0015
Totala 0,066 5
DLo,05=0,0878
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,1601 1 0,1601 78,72 | 0,0009 7,71
Reziduala 0,0081 4 0,0020
Totala 0,1682 5

DLo,05=0,1022

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezultd ca exista o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. In rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 5.16.) a fost stabilita influenta semnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
utilizata, asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Chardonnay: in toate cazuri
Fracto > Fravelar, exceptia fiind influenta nesemnificativa asupra continutului sulfurii de dietil.

La fel a fost efectuata prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute in cazul utilizarii
tulpinilor de levuri pentru obtinerea vinurilor albe seci din soiul de struguri Pinot gris.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri) are un efect direct
asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Pinot gris.

Rezultatul analizei unifactoriale este prezentat in tabelul 5.17.
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Tabelul 5.17. Analiza dispersionali unifactoriala a influentei levurilor asupra
continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Pinot gris

Sursa variatiei Suma G_rade de| Media Raportul dispersiei (F)
pitratelor | libertate | patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,0038 1 0,0038 6,82 | 0,0593 7,71
Reziduala 0,0022 4 0,0006
Totala 0,0060 5
DLo,05=0,0531
Sulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0294 1 0,0294 294,00 | 0,0001 7,71
Reziduala 0,0004 4 0,0001
Totala 0,0298 5
DLo,05=0,0227
Sulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0003 1 0,0003 0,17 | 0,6981 7,71
Reziduald 0,0061 4 0,0015
Totala 0,0064 5
DLo,5=0,0888
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0000 1 0,00002 0,01 | 0,9158 7,71
Reziduald 0,0053 4 0,0013
Totala 0,0053 5
DLo,05=0,0823
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0028 1 0,0028 8,89 | 0,0406 7,71
Reziduald 0,0013 4 0,0003
Totala 0,0041 5

DLo,05=0,1022

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezultd ca exista o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. In rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 5.17.) a fost stabilita influenta nesemnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
utilizata, asupra continutului unor compusi cu sulf (etantiol, sulfura de dietil, disulfura de dimetil)
in vinurile albe seci Pinot gris, exceptie fiind influenta Semnificativa asupra continutului sulfurii
de dimetil si disulfurii de dietil unde Fracto > Frabelar.

La fel a fost efectuata prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute in cazul utilizarii
tulpinilor de levuri la obtnerea vinurilor rosii seci din soiul de struguri Malbec.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri) nu are efect direct
asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci Malbec.

Rezultatul analizei unifactoriale este prezentat in tabelul 5.18.
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Tabelul 5.18. Analiza dispersionala unifactoriala a influentei levurilor asupra
continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci Malbec

Sursa variatiei Suma G_rade de| Media Raportul dispersiei (F)
pitratelor | libertate | patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,0002 1 0,0002 0,09 | 0,7843 7,71
Reziduala 0,007 4 0,0018
Totala 0,0072 5
DLo,5=0,0948
Sulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0020 1 0,0020 2,63 | 0,1802 7,71
Reziduala 0,0031 4 0,0008
Totala 0,0051 5
DL,05=0,0628
Sulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0054 1 0,0054 3,38 | 0,1401 7,71
Reziduald 0,0064 4 0,0016
Totala 0,0118 5
DLo,5=0,0907
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0020 1 0,0020 1,36 | 0,03084 7,71
Reziduald 0,0059 4 0,0015
Totala 0,0080 5
DLo,5=0,0873
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0014 1 0,0014 1,04 | 0,3658 7,71
Reziduald 0,0052 4 0,0013
Totala 0,0066 5

DLo05=0,0817

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezultd ca exista o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. In rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 5.18.) a fost stabilita influenta nesemnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
utilizata, asupra continutului unor compusi cu sulf in vinurile rosii seci Malbec: in toate cazurile
Ftacto < Ftabelar.

5.2.4. Influenta tulpinilor de levuri selectate asupra procesului de formare a aminelor
biogene

Deoarece obtinerea vinurilor este un proces complicat biologic, legat de activitatea
levurilor, a fost necesar sa se determine conginutul aminelor biogene, care este strict limitat de

documentele normative ale UE. Rezultatele analizelor efectuate sunt prezentate in tabelul 5.19.
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Tabelul 5.19. Continutul de amine biogene in vinurile albe si rosii seci obtinute cu diferite
tulpini de levuri selectate in conditiile de producere la IM ”Vinaria Purcari”, (mg/L)

Ne Der]umlr_ea Tulpma_ Putriscina | Cadaverina | Histamina | Tiramina Etanolamina
vinului de levuri
. limit limit limit
1 Chardonnay Anchor Sub limita SUZ ;mlt.a de <05 juz :mlt.a Suz :mlt.a de
(martor) Alchemy | | de detectic ctectie : ¢ detectie ctectie
Sub limita | Sub limita de Sub limita Sub limita de
2 Chardonnay | FNFTP-1 | de detectie detectie <0,5 de detectie detectie
. . Sub limita | Sub limita de Sub limita Sub limita de
3 Pinot gris Anchor de d . d . <05 de d . d .
(martor) Alchemy | e detectie etectie ) e detectie etectie
Sub limita | Sub limita de Sub limita Sub limita de
4 Pinot gris FNFTP-1 | de detectie detectie <0,5 de detectie detectie
Sub limita | Sub limita de Sub limita Sub limita de
5 Malbec Anchor NT dudl It ud; It <05 dudl I. ud: It
(martor) 202 e detectie etectie ) e detectie etectie
R-N-120- Sub limita | Sub limita de Sub limita Sub limita de
6 Malbec P_5 de detectie detectie <0,5 de detectie detectie

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 5.19 a fost stabilit, ca utilizarea diferitor tulpini
de levuri pentru fermentatie nu a contribuit la cresterea continutului de amine biogene in vinurile
albe si rosii seci. In probele analizate de vinuri au fost depistate urme de histamin, care nu
influenteaza asupra calitatii vinurilor obtinute.

5.3. Testarea si implementarea tulpinilor de levuri izolate si selectate din centrul vitivinicol
'Trifesti’ in conditii de producere

5.3.1. Determinarea indicilor fizico-chimici ai vinurilor albe si rosii seci obtinute in conditii
de producere

In baza cercetirilor efectuate si a rezultatelor obtinute in conditiile de laborator si
microvinificatie a ISPHTA, au fost selectate tulpinile de levuri Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae
CNMN-Y-34 si Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, pentru vinuri albe seci si Nr.32-
M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-37, pentru
vinuri rosii seci in scopul obtinerii loturilor industriale de vinuri. (Anexa 5)

Studiul comparativ al procesului de fermentatie a mustului din soiurile de struguri
Chardonnay, Muscat Ottonel si a mustuielii din soiurile de struguri Merlot, Cabernet-Sauvignon,
recoltati de pe plantatiile centrului vitivinicol "Trifesti’ (a.r. 2019) in scopul obtinerii vinurilor

albe si rosii seci cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae
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CNMN-Y-34, Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-
Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-37, a fost efectuat in conditiile de producere la
SRL ,,Vierul-Vin”.
In calitate de martori la fermentatia alcoolica a mustului si mustuielii au fost utilizate

LAU industriale (I0C B-2000, IOC R-9008).

Caracteristicile fizico-chimice initiale a mustului de struguri Chardonnay, Muscat Ottonel,
Merlot si Cabernet-Sauvignon sunt redate in tabelul 5.20.

Tabelul 5.20. Indicii fizico-chimici a mustului de struguri utilizat pentru aprecierea

comparativa a tulpinilor de levuri autohtone (a. r. 2019)

. Concentratia
. Concentratia X .
Denumirea Volumul in masi 2; in masa a
Ne soiurilor de ' . acizilor pH | Potentialul
. dal zaharurilor, 3 o
struguri 3 titrabili, OR, mV
g/dm 3
g/dm
3,15+
1 Chardonnay 2000 215,0+1,0 7,2+0,1 0.01 213,2+0,5
2 | Muscat Ottonel 2000 220,041.0 6,4+0,1 30’2011i 215 640,4
3,20+
3 Merlot 2000 235,0+1,0 7,0+0,1 0.01 210,5+0,4
4 Cabernet- 2000 230,041,0 73201 | 3185 | 9106403
Sauvignon 0,01

Inocularea mediului cu levuri a fost efectuat dupa sulfitarea si limpezirea mustului alb la
temperatura de 8-10°C in decurs a 12 ore.

Inocularea mustuielii cu levurile a fost efectuat dupa procesul de sulfitare.

Tulpinile de levuri studiate au fost supuse cercetarii in scopul determinarii activitatii
fermentative si influentei lor asupra indicilor fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe si
rosii seci.

Dupa finalizarea fermentatiei alcoolice, vinurile albe si rosii seci, obtinute cu utilizarea
tulpinilor de levuri selectate, au fost supuse analizelor fizico-chimice si organoleptice, iar rezultatele
obtinute sunt redate in tabelele 5.21 — 5.24.

Vinurile albe seci Chardonnay fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri Nr.15-S75Tr-4.4 -
S.cerevisiae CNMN-Y-34 si LAU 10C B-2000 se caracterizeaza printr-o concentratia identica a
alcoolului etilic, precum si vinurile albe seci Muscat Ottonel, fermentate cu utilizarea tulpinilor de

levuri Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35 si LAU 10C B-2000.
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Datele din tabele 5.21 indic, ca vinurile albe seci, fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri
autohtone Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34 si Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35
se caracterizeaza prin fermenatrea completa a zaharurilor din vin.

Concentratia in masa a zaharurilor reziduale in vinurile albe nu depaseste limita admisibila
de 4 g/dm? pentru aceasti categorie de vinuri.

Tabelul 5.21. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe obtinute cu diferite tulpini de levuri
selectate in conditii de producere (a.r. 2019)

Indicii fizico-chimici
) ) Concentratia in masi a:
Ne Soiul de Tulpina de Concen-
© | struguri levuri tratia alcool,| zaharurilor| acizilor acizilor extractului sec pH
% vol. | reziduale, | titrabili, | volatili, nereduciitor,
g/dm? g/dm? g/dm? g/ dm3
Chardonnay 3,19+
(martor) 10C B-2000 12,6+0,1 2,1+£0,2 6,7+0,1 0,39+0,03 19,6+0,3 0,02
Nr.15-S75Tr-
4.4 - 3,20+
Chardonnay S cerevisiae 12,5+0,1 2,0+0,2 6,8+0,1 0,39+0,03 19,7+0,3 0,01
CNMN-Y-34
Muscat 321+
Ottonel 10C B-2000 12,9+0,1 4,0+0,2 5,9+0,1 0,49+0,03 19,1+0,3 O‘ 01
(martor) '
Nr.22-Atr-2.3
('\)"t‘t‘;ﬁ:: -S.cerevisiae | 12,9401 | 3,7402 | 5,8+0,1 | 0,49+0,03 18,8+0,3 36109;
CNMN-Y-35 !

Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe seci Chardonnay si Muscat Ottonel nu
variaza semnificativ si se afli in intervalul 6,7-6,8 g/dm? si respectiv 5,8-5,9 g/dm?.

Concentratia in masa a acizilor volatili nu difera pentru vinurile albe seci Chardonnay si
respectiv Muscat Ottonel.

Concentratia extractului sec nereducator nu variazd semnificativ si se afld in limita
valorilor 19,6 — 19,7 g/dm? pentru vinurile Chardonnay si 18,8 — 19,1 g/dm? pentru vinurile
Muscat Ottonel.

Valoarea indicelui pH in mostrele de vinuri experimentale cu utilizarea diferitor tulpini
de levuri se afla intr-un interval ingust si constituie 3,19-3,21 in dependenta de tulpina utilizata.

Concentratia alcoolului etilic in vinurile rosii seci Merlot fermentate cu utilizarea
tulpinilor de levuri Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 este identica cu concentratia

alcoolului etilic in vinurile rosii seci Merlot, fermentate cu utilizarea LAU I0OC R-9008, precum
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si pentru vinurile rosii seci Cabernet Sauvignon fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri
Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-37 si LAU 10C R-9008.

Datele din tabelul 5.22 indica, ca vinurile rosii seci, fermentate cu utilizarea tulpinilor de
levuri autohtone Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae

CNMN-Y-37 se caracterizeaza prin fermenatre completd a zaharurilor din vin.

Concentratia In masa a zaharurilor reziduale in vinurile rosii seci nu depaseste limita
admisibild de 4 g/dm?® pentru aceasti categorie de vinuri.

Concentratia acizilor titrabili in vinurile rosii seci nu variaza semnificativ si se afla in
limita valorilor 6,6-6,9 g/dm?.
Concentratia in masa a acizilor volatili nu difera semnificativ si se afla in intervalul de la
0,45 g/dm?® pini la 0,52 g/dm?.

Tabelul 5.22. Indicii fizico-chimici ai vinurilor rosii seci obtinute cu diferite tulpini de

levuri in conditii de producere (a.r. 2019)
Indicii fizico-chimici
Concentratia in masa a:
N Soiul de Tulpinade | Concen- _
i struguri levuri |tratia alcool,| Zaparurilor | acizilor | acizilor | &Xtractului pH
%vol. | reziduale, |titrabili,| volatili, ¢
gldm? o/ dm? ol dm? nereducitor,
g/ dm?
Merlot
1 IOC R-9008 | 13,8+0,1 1,9+0,2 6,7£0,1 | 0,49+0,03 20,7+0,2 3,27+0,03
(martor)
Nr.32-
M100Tr-1-
2 Merlot S cerevisiae 13,7+0,1 2,5+0,2 6,6+0,1 | 0,45+0,03 20,5+0,4 3,27+0,02
CNMN-Y-36
Cabernet
3 Sauvignon | IOC R-9008 | 13,5+0,1 2,9+0,2 6,7+0,1 | 0,56+0,03 20,1+0,3 | 3,31+0,03
(martor)
Nr.41-C-
Cabernet- S60Tr-2 -
4 Sauvignon | S.cerevisiae 13,540,1 2,5+0,2 6,9+0,1 | 0,53+0,03 20,6+0,2 3,31+0,01
CNMN-Y-37
Concentrata in masa

a extractului sec nereducator in vinurile rosii seci nu variaza
semnificativ si variazi in limita valorilor 20,1-20,7 g/dm?.

Valoarea indicelui pH in probele de vinuri experimentale cu utilizarea diferitor tulpini de

levuri nu difera esential si constituie 3,27 pentru vinurile rosii seci Merlot si 3,31 pentru vinurile
rosii seci Cabernet Sauvignon.
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Analiza rezultatelor obtinute a demonstrat, ca in cazul utilizarii atit a tulpinilor de levuri
autohtone, cit si in cazul utilizarii LAU 1in vinurile albe seci predomina arome curate, complexe,
tipice, florale.

Tulpinile de levuri selectate Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34 contribuie la
obtinerea unor vinuri albe seci Chardonnay cu aroma curata, fina, gustul fiind plin, corpolent,
armonios. Vinul alb sec obtinut din soiul de struguri Muscat Ottonel cu utilizaraea tulpinii Nr.22-
Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35 se caracterizeaza cu un gust curat, armonios, plin, moale,
echilibrat, aroma florald, la fel se prezintd note fructate, precum piersica, lamaie si grapefruit.
Aceste arome contribuie la complexitatea si prospetimea generald a vinului (tabelul 5.23).

Tabelul 5.23. Aprecierea organoleptici a vinurilor albe seci cu utilizarea diferitor tulpini

de levuri
_ _ Indicii organoleptici Nota
Denumirea Tulpina de organoleptica,
vinului levuri Aromi Gust puncte
(max.10)
Chardonnay 10C B-2000 Curata, ﬂ(_)rala, de | Curat, armonios, plin, 8.1
(martor) soi tipic
Nr.15-S75Tr-
Chardonnay 4.4_— _ Curata, ﬂgrala, de Curat, armonios, plin, 8.1
S.cerevisiae soi moale
CNMN-Y-34
Muscat Ottonel Curata, complexa, Curat, armonios, plin,
(martor) 10C B-2000 florala, de soi moale, echilibrat 8.2
Nr22-Atr-2.3 | o oa, complexa, | Curat, armonios, plin
Muscat Ottonel | - S.cerevisiae a rajlv d piexa, mo1a|e echilit;rzt ' 8,2
CNMN-Y-35 orata, e 5ot ’

Vinurile rosii seci au fost caracterizate cu arome bogate de fructe rosii, cum ar fi
coacazele, murele si ciresele negre. Gustul a fost caracterizat de fructe negre, inclusiv prune si
capsuni negre, iar aromele de cacao, mirodenii si uneori ciocolatd neagrd a contribuit la
complexitatea vinurilor obtinute. Analiza organolepticd a vinurilor rosii seci obtinute in conditii
de producere, a demonstrat, ca calitatea vinurilor este inalta, iar vinurile fermentate cu utilizarea
tulpinilor de levuri Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae
CNMN-Y-37 au fost apreciate la acelasi nivel cu nota de 8,1 puncte (tabelul 5.24).
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Tabelul 5.24. Aprecierea organoleptica a vinurilor rosii seci cu utilizarea diferitor tulpini

de levuri
Denumirea Tulpina de Indicii organoleptici Nota
vinului levuri < organoleptica,
Aroma Gust puncte (max)
Curat, de fructe Armonios, plin, taninos
Merlot (martor) I0OC R-9008 rosii, de soi, rﬁgale' ' 8,1
complex
Nr.32-
M100Tr-1- Cura't', de frupte Armonios, plin, taninos,
Merlot .. rosii, de soi, 8,1
S.cerevisiae | moale
CNMN-Y-36 complex
'Cabernet Curat, de fructe Armonios. olin. taninos
Sauvignon’ I0OC R-9008 rosii, de soi, PN, ' 8,1
’ moale
(martor) complex
Nr.41-C-
Cabernet- S60Tr-2 - Cura't', de frupte Armonios, plin, taninos,
. < rosii, de soi, 8,1
Sauvignon S.cerevisiae éom lex moale
CNMN-Y-37 P

Tulpinile de levuri cercetate contribuie la formarea unor vinuri cu aroma curata, fina,
gustul fiind plin, corpolent, armonios. (Anexa 4)

5.3.2. Determinarea continutului de substante volatile in vinurile albe si rosii seci obtinute
cu utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrul vitivinicol 'Trifesti’ in conditii de
producere

In scopul studierii influentei tulpinilor de levuri selectate asupra potentialui aromatic al
vinurilor albe si rosii seci, obtinute in conditii de producere, au fost determinate unele substante
volatile: alcoolii superiori, acizii grasi, esterii, aldehidele, etc. Rezultatele continutului
substantelor volatile sunt prezentate in tabelul 5.25.

Din rezultatele prezentate in tabelul 5.25 se poate concluziona, cd continutul substantelor
volatile In vinurile albe si rosii seci variaza in dependentd de tulpina de levuri utilizatd la
fermentatia mustului sau mustuielii.

In toate mostrele de vinuri studiate, suma alcoolilor superiori nu depaseste limita
admisibili de 300 mg/dm?.

Concentratia izopentanolului este destul de joasa, dar concentratia acestui alcool este mai
inalta in vinuri fermentate cu utilizarea LAU si constituie 169,2-174,4 mg/dm? (tab.5.25).

Concentratiile izobutanolului si fenil-2-etanolului in vinurile fermentate indica, cd LAU
au un potential mai inalt de producere a acestor alcooli in rezultatul fermentarii alcoolice a
mustului sau mustuielii, exceptia fiind vinul alb sec Muscat Ottonel fermentat cu tulpina de levuri
autohtond Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35 unde concentratia acestor compusi este mai

avansata decit in mostra martor.
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Tabelul 5.25. Continutul substantelor volatile in vinurile albe si rosii seci, (mg/dm?)

Cabernet-
Chardonnay Muscat Ottonel Merlot Sauvignon
Tulpina de levuri
Nr.41-
o | Denumirea | Nr.is- NI.22-Atr- NF.32- 6o
substantei 275Tr-_4._4 - 10C B- 23- jocB- | M10Tr-1- | |5~ . 5. 10C
.cerevisiae 2000 S.cerevisiae 2000 S.cerevisiae 9008 S.cerev | R-9008
CNMN-Y- CNMN-Y- CNMN-Y- isiae
34 35 36
CNMN
-Y-37
Alcooli superiori
27,3+ 28,5+ 18,7+ 18,5+ 19,2+
1 Propanol-1 21,1+0,8 12 20,7+0,8 14 18,2+0,5 04 0.6 0.9
0,96+ 0,95+ 1,05+ 0,99+ 1,07+
2 Hexanol 0,85+0,05 0.06 0,93+0,04 0.05 0,83+0,03 0.06 0.03 0.06
25,5+ 26,6+ 29,1+ 24,2+ 30,1+
3 Izobutanol 21,8+0,9 11 29,9+1,9 12 23,1+1,1 14 13 22
Fenil-2- 52,08+ 54,19+ 53,12+ 54,21+ | 53,19+
4 etanol 56,32+2,1 22 57,21+2,8 21 51,61+2,1 25 32 29
174,4+ 169,2+ 171,2+ 159,3+ | 173,4+
5 | lzopentanol 166,0+5,4 6.1 159,2+4,9 76 160,145,8 6.8 44 8.6
. 257,20 | 276,96
g | 2 Alcoolilor | hee 07199 | 280.24% | a7 94159 | 27944 | opagpig7 | 27313F | T +
superiori 7,8 9,8 7,8 74 8.2
Acizi grasi
7 | Acidul 0502002 | 0,63:003 | 0sesocz | 082 | oposoon | 0L | 0L | GO
butiric ' ' ' ' ! ! 0,03 ! ! 0,02 0,02 !
8 izoﬁgigg!ﬁni 0,54+0,02 | 055:0,03 | 057:0,02 | 2°% | oe7:004 | O71F | 0655 | 072+
c ’ ’ ' ' : : 0,04 ' ' 0,04 0,03 0,04
Acidul 4,68+ 5,15+ 5,05+ 5,12+
9 caproic 4,25+0,08 | 4,61+0,09 | 4,35+0,12 0,11 5,03+0,17 0,09 0,11 0,14
Acidul 2,76+ 2,83+ 2,69+ 2,78+
10 caprilic 2,62+0,09 2,78+0,10 2,59+0,08 0.11 2,73+0,10 012 0.10 0,09
Acidul 0,050+ 0,050+ 0,070+ 0,060+ | 0,070+
11 capric 0,050+0,003 0,005 0,040+0,002 0,005 0,060+0,006 0,006 0,004 0,005
> Acizilor 8,70+ 9,37+ 9,060, | 9,31+
12 grasi 8,05+0,12 8,62+0,21 8,14+0,17 021 9,09+0,32 027 21 017
Esteri
13 | Acetaulde | og5i15 | 358407 | 315411 | 395414 | 651:27 | 69528 | O35 | 616
Acetatul de 0,040+ 0,030+ 0,090+ 0,100+ | 0,100+
14 izobutil 0,030+0,001 0,002 0,020+0,001 0,001 0,090+0,003 0,003 0.005 0,005
Acetatul de 1,95+ 1,69+ 1,72+ 1,75+
15 iz0amil 1,56+0,09 1,62+0,08 1,85+0,08 0,08 1,69+0,07 0,09 0,06 0,09
Acetatul de 0,040+ 0,040+ 0,040+ 0,040+ | 0,050+
16 hexil 0,030+0,001 0,002 0,030+0,001 0,002 0,040+0,003 0,001 0,002 0,003
Acetatul de 0,61+ 0,66+ 0,65+ 0,67+
17 feniletil 0,58+0,07 0,55+0,06 0,65+0,05 0,04 0,64+0,08 0,07 0,06 0,07
Butiratul de 0,130+ 0,170+ 0,190+ 0,210+ | 0,190+
18 til 0,130+0,01 0.01 0,150+0,02 0.02 0,190+0,03 0.03 0.02 0.02
Caprilatul 0,72+ 0,89+ 0,83+ 0,89+
19 de etil 0,62+0,09 | 0,66+0,05 0,76+0,07 0,07 0,86+0,09 0,08 0,06 0,04
Caproatul 0,72+ 0,89+ 0,85+ 0,90+
20 de etil 0,74+0,09 0,78+0,07 0,75+0,08 0,05 0,82+0,06 0,05 0,05 0.06
Capratul de 0,160+ 0,170+ 0,190+ 0,180+ | 0,210+
21 il 0,100+0,001 0,002 0,160+0,002 0,001 0,190+0,003 0,003 0,002 0,004
> Esterilor 70,5+ 72,4+
22 volatili 32,3+1,2 39,8+2,1 35,9+1,8 43,9+2,6 69,6+2,1 74,1+£2.8 31 35
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In cercetarile realizate, vinurile albe si rosii seci, obtinute in baza utilizarii tulpinilor de
levuri autohtone contin concentratii mai scazute de hexanol in comparatie cu vinurile fermentate
cu utilizarea LAU industriale.

Propanol-1 nu a fost depistat in cantitati mari in vinurile obtinute, dar continutul lui este
destul de considerabil si constituie 27,3 mg/dm® in vinul alb sec Chardonnay fermentat cu
utilizarea tulpinii de levuri 10C B-2000, ceea ce este cu 6,2 mg/dm?® mai mult decit in vinul
fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34. In vinul alb
Muscat Ottonel concentratia acestuia constituie 28,5 mg/dm?3, ceea ce este cu 7,8 mg/dm?® mai
mult decit in vinul fermentat cu utilizarea tulpinii de levuri Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-
Y-35. Concentratiile acestui compus in vinurile rosii nu se difera semnificativ si constituie 18,2-
19,2 mg/dm?,

Suma acizilor grasi in mostrele de vinuri analizate nu difera esential. Cu toate acestea,
sinteza acizilor grasi de catre levuri este extrem de variabila.

O diferenta semnificativa se observa in concentratia acetatului de etil, care influenteaza
asupra proprietatilor organoleptice, oferindu-le vinurilor o aroma de mir proaspat. in cazul
utilizarii tulpinilor de levuri autohtone Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34, Nr.22-Atr-
2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2
- S.cerevisiae CNMN-Y-37 concentratia acetatului de etil este mai joasa decit in vinurile care au
fost fermentate cu utilizarea LAU. Concomitent, concentratiile inalte de acetatul de etil
influenteaza negativ asupra calitatilor organoleptice a vinurilor albe si rosii seci.

5.3.3.Studiul capacitatii tulpinilor de levuri de a forma compusi cu sulf in procesul de
fermentatie

Determinarea compusilor cu sulf in vinuri indeplineste multiple obiective cu relevanta
stiintifica si practicd in industria vinicold. Acest proces serveste ca instrument esential pentru
controlul si asigurarea calitdtii organoleptice a vinului, monitorizarea activitdtii levurilor,
prevenirea defectelor olfactive si garantarea conformitatii cu riguroasele standarde de producere.

Compusii cu sulf, inclusiv tiolii si sulfidele, prezintd un prag de perceptie extrem de redus,
avand capacitatea de a influenta substantial calitatea organolepticd a vinului chiar si in
concentratii minime. Pragul lor mic de perceptie subliniaza sensibilitatea inaltd a degustatorilor
la acesti compusi, impunand necesitatea unei analize atente si precise.

Originea acestor compusi 1n vinuri este legata de activitatea levurilor, care pot metaboliza

sulfitii si sulfatii adaugati in must, generand compusi sulfurosi volatili. Prin determinarea
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concentratiilor acestor compusi, se poate preveni sau minimiza potentialele defecte olfactive,

consolidand, astfel, asigurarea calitatii si integritatii gustative a vinului.

Aceasta analiza furnizeaza informatii stiintifice esentiale privind modul in care levurile

influenteaza profilul aromatic al vinurilor. Mai mult decat atat, rezultatele obtinute, contribuie la

argumentarea deciziilor in procesul de producere, optimizand controlul si manipularea factorilor

implicati in formarea compusilor cu sulf.

In tabelele 5.26 si 5.27 sunt redate rezultatele determindrii unor compusi cu sulf in

vinurile albe si rosii seci obtinute in conditii de producere in a.2019 la ”Vierul - Vin” SRL.

Tabelul 5.26. Analiza comparativa a continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci
Chardonnay si Muscat Ottonel, pg/L

Concentratia compusilor cu sulf

Chardonnay Muscat Ottonel Pragul de
. Compusi cu Nr.15-S75Tr- Aroma perceptie
Ne sulf (Nr. 44 - (10C B-2000) [(Nr.22-Atr-2.3 -| (I0C B-2000) specifici organoleptic
o martor S.cerevisiae martor 1 [126,127]
S.cerevisiae CNMN-Y-35) '
CNMN-Y-34)
. Ceapa, varza
Metantiol urme urme urme urme fiarti 0,3 ng/L
Etantiol 0,37+0,02 0,37+0,02 0,55+0,01 0,58+0,03 Ceapa, cauciuc 1,1 pg/L
Porumb, varza
Sulfura de 4,23+0,01 4,55+0,03 4,95+0,02 4,10+0,02 fiarta. 27 pg/L
dimetil Zmeura-
concentratii Mici
Sulfura de dietil | 0,720,01 0,75+0,02 0,78+0,01 0,8020,05 | “equme fierte, | 4o o o
ceapa, usturol
Disulfura de 5,110,08 5,32+0,08 5,10+0,06 5,0520,05 | varrafiard | gn 45 o
dimetil ceapa
DISL:ini;l::;i de 2.1140,07 2.2240.05 2.3340.05 2.5840,06 Usturo;,r;:aucmc 25-40 pg/L

Rezultatele obtinute indica la faptul, cd concentratiile tuturor compusilor determinati nu

difera semnificativ comparativ cu vinurile-martori fermentate cu LAU si nici un compus cu sulf

nu depdseste valorile pragului de perceptie.
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Tabelul 5.27. Analiza comparativa a continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci
Merlot si Cabernet- Sauvignon, pg/L

Concentratia compusilor cu sulf
Merlot Cabernet- Sauvignhon
Pragul de
N Compusi cu M(ll\(gl(‘).'cl)"z-l (10C R- (Nr.41-C- Aroma perceptie
sulf S Cerevig;aé 9008) S60Tr-2 - (IOC R- Speclﬁca Ojganolep“c
CNMNLY- martor S.cerevisiae 9008) a [126,127]
CNMN-Y-37) martor
36)
1 Metantiol urme urme urme urme Cea?a’ varza 0,3 png/L
1arta
2 Etantiol 0,61+0,02 0,62+0,01 0,65+0,02 0,68+0,02 Ceapa, 1,1 ug/L
cauciuc
Porumb, varza
Sulfura de fiarta.
3 dimetil 5,1340,01 5,2140,04 5,2540,01 5,3120,01 Zmeuri- 27 ng/L
concentratii
mici
4 Sulfura de 0,48+0,04 | 0,51+0,02 0,48+0,02 0,50£0,04 | Legumefierte, | o o oL
dietil ceapd, usturoi
5 | Disulfurade | 55007 | 5.95:0,08 5.62+0,05 585£0,05 | YAFAMard | an 45 o
dimetil ceapa
6 Disulfurade | 5,009 | 2.78+0,00 2,25+0,07 2,81+0,07 Usturol, 25-40 pg/L
dietil cauciuc ars

in asa fel, tulpinile de levuri selectate autohtone Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-

Y-34, Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si
Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-37 destinate pentru obtinerea vinurilor albe si rosii seci
contribuie la formarea concentratiilor scazute a compusilor cu sulf, astfel ameliorind calitatea
organoleptica a vinurilor albe si rosii seci.
5.3.3.1. Prelucrarea matematici a rezultatelor obtinute

Prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute a fost realizata pe baza programului MS
EXCEL, programa STATGRAPHICS 5.0. si metoda ANOVA.

Scopul prelucrarii matematice a rezultatelor obtinute a fost evidentierea si cuantificarea
influentei tulpinilor de levuri asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci
Chardonnay, Muscat Ottonel si in vinurile rosii seci Merlot si Cabernte-Sauvignon. Analiza

unifactoriald a dispersiei, prezentata in tabelele 5.28, 5.29, 5.30 si 5.31 a avut ca obiectiv
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identificarea corelatiei statistice intre variabila independentd (tulpina de levuri) si continutul
compusilor cu sulf.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri) are un efect direct
asupra continutului compusilor cu sulf 1n vinurile albe si rosii seci.

Tabelul 5.28. Analiza dispersionala unifactoriali a influentei levurilor asupra
continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Chardonnay

Sursa variatiei HSuma ngde VMe dia Raportul dispersiei (F)
patratelor libertate patratelor | de facto | P-value | tabelar
Sulfurd de dimetil
Tulpina de levuri 0,1568 1 0,1568 276,74 | 0,0001 7,71
Reziduala 0,0023 4 0,0006
Totala 0,1591 5
DLo,05=0,0540
Sulfurda de dietil
Tulpina de levuri 0,0011 1 0,0011 4,92 0,0907 7,71
Reziduala 0,0009 4 0,0002
Totala 0,0019 5
DLos=0,0334
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0641 1 0,0641 13,88 0,0204 7,71
Reziduala 0,0185 4 0,0046
Totala 0,0825 5
DLo05=0,1540
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0182 1 0,0182 4,91 0,0911 7,71
Reziduala 0,0148 4 0,0037
Totala 0,0330 5

DLo,05=0,1379

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezultd ca exista o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. In rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 5.28) a fost stabilita influenta semnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
utilizata, asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Chardonnay: in toate cazuri
Fracto > Fravelar, €xceptia fiind influenta nesemnificativa asupra continutului sulfurii de dietil si
disulfurii de dietil.

La fel a fost efectuata prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute in cazul utilizarii
tulpinilor de levuri la obtnerea vinurilor albe seci din soiul de struguri Muscat Ottonel.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri) are un efect direct

asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Muscat Ottonel.
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Rezultatul analizei unifactoriale este prezentat in tabelul 5.29.
Tabelul 5.29. Analiza dispersionala unifactoriali a influentei levurilor asupra

continutului compusilor cu sulf in vinurile albe seci Muscat Ottonel

Sursa variatiei Suma Qrade de| Media Raportul dispersiei (F)
pitratelor | libertate | patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,0014 1 0,0014 2,70 | 0,1757 7,71
Rezidualad 0,0020 4 0,0005
Totald 0,0035 5
DLo,05=0,0510
Sulfura de dimetil
Tulpina de levuri 1,0838 1 1,0838 | 10837,5 | 0,0000 7,71
Reziduala 0,0004 4 0,0001
Totala 1,0842 5
DLo,0s=0,0227
Sulfurda de dietil
Tulpina de levuri 0,0024 1 0,0024 6,00 | 0,0705 7,71
Reziduala 0,0016 4 0,0004
Totala 0,004 5
DLo,05=0,0453
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0002 1 0,0002 0,06 | 0,8168 7,71
Reziduala 0,0098 4 0,0025
Totala 0,0100 5
DLo,5=0,1122
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,1176 1 0,1176 59,29 | 0,0015 7,71
Reziduala 0,0079 4 0,0020
Totala 0,1255 5

DLo,05=0,1010

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezultd ca exista o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. in rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 5.29) a fost stabilita influenta nesemnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
utilizata, asupra continutului unor compusi cu sulf (etantiol, sulfura de dietil, disulfura de dimetil)
in vinurile albe seci Muscat Ottonel, exceptia fiind influenta semnificativa asupra continutului
sulfurii de dimetil si disulfurii de dietil unde Fracto > Frabelar.

La fel a fost efectuata prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute in cazul utilizarii
tulpinilor de levuri la obtnerea vinurilor rosii seci din soiul de struguri Merlot si Cabernet -

Sauvignon.
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Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri) are efect direct
asupra continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci Merlot si Cabernet - Sauvignon.
Rezultatul analizei unifactoriale sunt prezentate in tabelele 5.30 si 5.31.

Tabelul 5.30. Analiza dispersionali unifactoriald a influentei levurilor asupra

continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci Merlot

Sursa variatiei Suma G_rade de| Media Raportul dispersiei (F)
pitratelor | libertate | patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,00002 1 0,00002 0,07 | 0,8025 7,71
Reziduala 0,00093 4 0,00023
Totala 0,00095 5
DLo,05=0,0346
Sulfurd de dimetil
Tulpina de levuri 0,0113 1 0,0113 42,25 | 0,0029 7,71
Reziduala 0,0010 4 0,0003
Totala 0,0123 5
DLo,05=0,0,0370
Sulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0003 1 0,0003 0,52 | 0,5122 7,71
Reziduala 0,0020 4 0,0005
Totala 0,0023 5
DLo,0s=0,0515
Disulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0193 1 0,0193 11,80 | 0,0264 7,71
Reziduald 0,0065 4 0,0016
Totala 0,0258 5
DLo,0s=0,0916
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0864 1 0,0864 38,69 | 0,0034 7,71
Reziduald 0,0089 4 0,0022
Totala 0,0953 5
DLo,0s=0,1071

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezulta ca exista o corelatie
statistica intre variabila si continutului compusilor cu sulf. In rezultatul analizei dispersionale a
fost stabilita influenta semnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri utilizata, asupra
continutului compusilor cu sulf in vinurile rosii seci Merlot si Cabernet-Sauvignon: in toate
cazuri Fracto > Frabelar, exceptia fiind influenta nesemnificativa asupra continutului etantiolului si

sulfurii de dietil.
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Tabelul 5.31. Analiza dispersionala unifactoriala a influentei levurilor asupra continutului

compusilor cu sulf in vinurile rosii seci Cabernet-Sauvignon

Sursa variatiel vSuma Gzl?ade ,Me dia Raportul dispersiei (F)
patratelor libertate patratelor | de facto | P-value | tabelar
Etaniol
Tulpina de levuri 0,0017 1 0,0017 5,26 0,0835 7,71
Reziduala 0,0013 4 0,0003
Totala 0,0300 5
DLo,05=0,0403
Sulfura de dimetil
Tulpina de levuri 0,0054 1 0,0054 54,00 0,0018 7,71
Reziduala 0,0004 4 0,0001
Totala 0,0058 5
DLo,05=0,0227
Sulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,0006 1 0,0006 1,50 0,2879 7,71
Reziduala 0,0016 4 0,0004
Totala 0,0022 5

DLo,05=0,0453

Disulfura de dimetil

Tulpina de levuri 0,0864 1 0,0864 45,17 0,0025 7,71
Reziduala 0,0076 4 0,0019
Totala 0,0940 5
DL,05=0,0988
Disulfura de dietil
Tulpina de levuri 0,3953 1 0,3953 102,22 0,0005 7,71
Reziduala 0,0155 4 0,0039
Totala 0,4107 5

DLo,05=0,1410

5.3.4. Influenta tulpinilor de levuri asupra procesului de formare a aminelor biogene

Scopul determindrii aminelor biogene in vinuri constd in monitorizarea si evaluarea
continutului acestor compusi pentru a asigura calitatea si siguranta produsului. Aminele biogene
sunt substante organice nitrogenate, precum tiramina, histamina si putrescina, care pot aparea in
vinuri ca rezultat al activitatii microbiene sau a altor procese de fermentatie. Deoarece obtinerea
vinurilor este un proces complicat biologic, legat de activitatea levurilor, a fost necesar de a
determina continutul aminelor biogene, care este strict limitat de documentele normative a UE.
Rezultatele analizelor efectuate sunt prezentate in tabelul 5.32.

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 5.32 a fost stabilit, ca utilizarea diferitor tulpini

de levuri pentru fermentatie nu a contribuit la cresterea continutului de amine biogene in vinurile
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albe si rosii seci. In probele analizate au fost depistate urme de histamina, care nu influenteaza

asupra calitatii vinurilor obtinute.

Tabelul 5.32. Continutul de amine biogene in vinurile albe si rosii seci obtinute cu
utilizarea diferitor tulpini de levuri selectate in conditiile de producere la ”Vierul-

Vin” SRL, (mg/L)

Denumirea

Tulpina de

Ne . . - Putriscina | Cadaverina | Histamina Tiramina Etanolamina
vinului levuri
Nr.15- | sublimita de Sub limitade | Sub limita de
1 | Chardonnay ST5Tr-44- | Sub I|m|t.a detectie <0,5 detectie detectie
S.cerevisiae | de detectie ; ' ; ;
CNMN-Y-34
Chard Sub limita | Sub limita de Sub limita de Sub limita de
2 (iar(;gp)ay IOC B-2000 | de detectie detectie <0,5 detectic detectie
NF.22-Att- 1 gup limita | Sub limita de Sub limitade | Sub limita de
3 Muscat 2.3~ de detectie detectie <0,5 detectie detectie
Ottonel S.cerevisiae d ; ' ; ;
CNMN-Y-35
Muscat Sub limita | Sub limita de Sub limita de Sub limita de
4 Ottonel I0C B-2000 | de detectie detectie <0,5 detectie detectie
(martor)
Nr.32- Sub limita | Sub limita de Sub limitade | Sub limita de
5 Merlot MlOOT.r-.l- de detectie detectie <0,5 detectie detectie
S.cerevisiae ; ; ' ; ;
CNMN-Y-36
Merlot Sub limita | Sub limita de Sub limita de Sub limita de
6 (m:rrtc?r) IOC R-9008 | de detectie detectie <0,5 detectie detectie
NrA1-C- | sup limita | Sub limita de Sub limitade | Sub limita de
7 Cabernet- S60Tr-2 - de detectie detectie <0,5 detectie detectie
Sauvignon S.cerevisiae ; ; ' ; ;
CNMN-Y-37
Cabernet- Sub limita | Sub limita de Sub limita de Sub limita de
8 Sauvignon IOC R-9008 | de detectie detectie <0,5 detectie detectie
(martor)

5.4. Perfectionarea regimurilor tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu

utilizarea levurilor autohtone selectate

In baza studiilor efectuate pe parcursul aa. 2009-2019 tulpinile de levuri autohtone izolate

si selectate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si "Trifesti’ cu proprietati tehnologice

avansate au fost testate in conditiile de producere la S.A. ,,Cricova”, IM Vinaria Purcari” SRL

si ”Vierul-Vin” SRL unde au fost obtinute loturi experimentale de vinuri albe si rosii seci.

Incercarile pe scara industrial a tulpinilor de levuri autohtone selectate la fermentatia

alcoolica a mustului si mustuielii pentru producerea vinurilor albe si rosii seci au demonstrat

influenta lor pozitiva asupra procesului de fermentatie si calitatii produsului finit.
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Comisiile formate din specialistii S.A. ,,Cricova”, IM "Viniria Purcari” SRL si ”Vierul-

Vin” SRL si ISPHTA au recomandat tulpinile de levuri autohtone, obtinute din diferite centre

vitivinicole, pentru utilizare la producerea vinurilor albe si rosii seci.

In baza rezultatelor obtinute in conditii industriale, au fost perfectionate regimurile

tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu utilizarea levurilor autohtone. Operatiile

tehnologice si succesiunea lor in tehnologia de producere a acestor vinuri sunt prezentate in
figurile 5.1, 5.2,

Schema tehnologica perfectionata de producere a vinurilor albe seci include urmatoarele

operatii:

Culesul strugurilor se efectueaza la maturarea tehnologica la continutul in zaharuri de cel putin
180 g/L (maximum 250 g/L).

Transportul strugurilor se realizeazda 1n autovehicule sau remorci basculante special
amenajate.

Receptia strugurilor cuprinde doud elemente principale: cantitativa si calitativa. Receptia
cantitativa se efectueaza prin cintdrirea unitatii de transport la bascula-pod situata la intrarea
pe teritoriul Intreprinderii, iar receptia calitativd cuprinde determinarea zaharului in struguri,
efectuata la o proba medie de materie prima prelevata din unitatea de transport. Totodata, la
receptia strugurilor obligatoriu este inregistrarea fiecarei unitati de transport in registrele de
receptie.

Descarcatul strugurilor se realizeaza cu ajutorul troliului electric sau prin bascularea benei
mijlocului de transport. Strugurii descércati sunt colectati in buncare special amenajate pentru
dozarea uniforma a lor in zdrobitor.

Sulfitarea strugurilor in buncarele de receptie este facultativd si se realizeaza in cazurile
protejarii mustului de oxidare in procesul de zdrobire.

Zdrobitul strugurilor se face la zdrobitoare cu valturi, iar desciorchinatul este obligatoriu.
Ciorchinii rezultati sunt evacuati cu ajutorul transportorului din sectia de prelucrare.
Sulfitarea mustuielii se face in doze de 50-75 mg/L SO total, cind strugurii sunt sanatosi si
de 120-150 mg/L SO total daca au fost atacati de putregaiul cenusiu. In cazul cind au fost
sulfitati strugurii in buncarul de alimentare, sulfitarea mustuielii se face cu jumatate din dozele
sus mentionate.

Vehicularea mustuielii se realizeazd cu ajutorul pompei pentru mustuiald prin conducte

prevazute pentru transportul acesteia.
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Separarea mustului ravac se efectueaza la scurgatoare sau prese orizontale pneumatice si este
colectat aparte de mustul de fractii.

Presarea bostinei se realizeaza cu prese orizontale pneumatice, precum si la prese continui cu
snec. Tescovina rezultata la presarea bostinei este evacuata din sectia de prelucrare cu ajutorul
transportorului.

Colectarea mustului obtinut la presarea bostinei se face pe fractii.

Asamblarea mustului consta in amestecarea mustului ravac cu cel rezultat de la presarea I, 11
st I1l. Pentru producerea vinurilor albe seci de calitate se utilizeaza mustul ravac de la prima
presare, cantitatea totala fiind de cel mult 60 dal/tond struguri. Asamblajul constituit din
mustul ravac si fractiile de presa rezultate de la presele orizontale pneumatice poate fi folosit
la obtinerea vinurilor de consum curent. In cazul obtinerii unor musturi cu turbiditate avansata,
rezultate de la presa continua se recomanda efectuarea unor tratari si fermentarii separate a
acestora, ulterior fiind folosite la producere vinurilor de consum curent sau in alte scopuri.
Mustul supus asamblarii este racit la temperatura de 8-10 °C la instalatii frigorifice cu
utilizarea frigului artificial;

Deburbarea mustului se realizeaza, de regula, prin sedimentare-decantare timp de 10-12 ore
cu asigurarea in prealabil a unui continut de 20-25 mg/L SO liber.

Corectia de compozitie se practica numai in anii cu conditii nefavorabile.

Fermentatia mustului se realizeaza la temperatura 16-18 °C (minimum 13 °C). Inainte de
declansarea fermentatiei in must se introduce maia de levuri autohtone in volum de 2-3 %.
Dioxidul de carbon ce apare in urma fermentatiei alcoolice este evacuat din Incaperile in care
se realizeaza procesul prin sistemul de ventilatie.

Postfermentatia si limpezirea vinului se face dupd finalizarea fazei tumultoase. Vasele
tehnologice se umplu si se mentin pina la limpezirea vinului.

Tragerea vinului de pe drojdie se face imediat dupa terminarea fermentatiei alcoolice, in cazul
cind acesta provine din recolte avariate sau la 30-50 zile cind este obtinut din recolte
sanatoase. Decantarea este insotita de sulfitare in doze de 20-25 mg/L SO liber si egalizare
in partide omogene mari pe soiuri.

Depozitarea vinului are loc in vase mari care sunt menginute permanent pline. Temperatura

optima de pastrare este de 10-12 °C, periodic se asigura plinul si se corecteaza continutul in
SOz la nivelul de 20-25 SO liber.
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Schema tehnologicd perfectionata de producere a vinurilor rosii seci include urmadtoarele

operatii:

Culesul strugurilor se efectueaza la atingerea maturarii tehnologice la continutul in zaharuri
cel putin 200 g/L (maximum 260 g/L).

Transportul, receptia, descarcatul, desciorchinatul si zdrobitul strugurilor negri se face in
acelasi mod ca si la prelucrarea 1n alb.

Sulfitarea mustuielii se face in doze 40-60 mg/L SO: total in cazul folosirii strugurilor sanatosi
si 120-150 mg/L SOz total la prelucrarea celor afectati de mucegai.

Vehicularea mustuielii de la zdrobitorul-desciorchinator se face cu ajutorul pompei speciale.
Administrarea de maia de levuri autohtone in volum de 3-5 % din cantitatea de mustuiala
contribuie la declansarea mai rapida a fermentatiei alcoolice si desavirsirea ei in termeni
restrinsi.

Macerarea-fermentarea mustului pe bostina se realizeaza in cazi din lemn deschise (varianta
clasica), cuve termofermentatoare sau instalatii moderne. La incarcarea vaselor se va tine cont
de golul de fermentatie care constituie circa 20% din capacitatea vasului. Temperatura optima
a procesului constituie 28-30 °C, iar scufundarea caciulii se face de 3-5 ori pe zi.

Durata macerarii-fermentarii variaza in functie de sistemul de fermentatie, tipul de vin dorit,
temperatura procesului, soi si calitatea recoltei si variaza intre 3 si 6 zile. Se recomanda ca
procesul de macerare-fermentare sa decurga pina la acumularea a 6-8 % vol. alcool in mediul
fermentativ, densitatea mustului avind valori de 1,006-1,010.

Separarea vinului ravac de bostina se realizeaza prin scurgerea libera in scurgatoare sau prese
orizontale pneumatice.

Presarea bostinei se face cu prese orizontale pneumatice sau cu actiune continua.
Asamblarea vinurilor constd in amestecarea celui ravac cu cel obtinut de la prima presare sau
I si I in cantitate de 60 dal/tona struguri si se utilizeaza la producerea vinurilor de calitate.
Pentru vinurile de consum curent se asambleaza vinul ravac cu toate fractiile rezultat de la
presare.

Postfermentatia si limpezirea vinului are ca scop desavirsirea fermentatiei alcoolice a vinului
separat de bostind si se petrece in vase metalice unde este controlata si dirijata temperatura.
Realizarea fermentatiei malolactice are loc imediat dupa terminarea fermentatiei alcoolice.
Pentru declansarea si petrecerea fermentatiei malolactice este necesar de creat conditii
optimale.

Tragerea vinului de pe drojdie, sulfitarea, egalizarea si depozitarea lui se face in acelagi mod
ca si la prelucrarea in alb.

In cazul desfasurarii fermentatiei malolactice se recurge la sistarea activitatii bacteriene
imediat dupd degradarea acidului malic prin sulfitare moderata ca concentratia SO liber sa
fie de minimum 20 mg/L.
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5.5. Sinteza problematicii tratate si a rezultatelor obtinute in capitolul 5

A fost stabilit, ca dinamica fermentarii cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone Nr.2-
Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26, Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32, Nr.30-R-N-
120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31, Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34, Nr.22-Atr-
2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-
2 - S.cerevisiae CNMN-Y-37 este sporita si procesul de fermentatie alcoolica a mustului si
mustuielii decurge complet.

Tulpinile de levuri autohtone selectate Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26, Nr.1-
FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32, Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34 si Nr.22-Atr-
2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, contribuie la obtinerea unor vinuri albe seci cu aroma curata,
fina, gustul plin, corpolent, armonios. Tulpinile de levuri autohtone selectate Nr.30-R-N-120-P-
5 - S.cerevisiae CNMN-Y-31, Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2
- S.cerevisiae CNMN-Y-37 31 contribuie la formarea unor vinuri rosii seci cu aroma curata,
arome de fructe rosii, gustul fiind plin, corpolent, taninos, armonios.

Analiza comparativa a influentei tulpinilor de levuri selectate asupra indicilor fizico-
chimici ai vinurilor albe si rosii seci a demonstrat o influenta pozitiva asupra calitatii vinurilor
obtinute in conditii de producere la S.A. ”Cricova”, IM ”Vinaria Purcari” SRL si ”Vierul-Vin”
SRL.

Analiza comparativa a tulpinilor de levuri autohtone asupra continutului de substante
volatile a demonstrat o influenta pozitiva asupra proprietatilor organoleptice a vinurilor albe si
rosii seci. Concentratiile de alcooli superiori, izopentanol, izobutanol, fenil-2-etanol, hexanol si
propanol-1, precum si acizii grasi si esterii etilici ai acizilor grasi, variaza in functie de tulpina
de levuri utilizata. Rezultatele indica ca vinurile albe si rosii seci se incadreaza in limitele
acceptabile ale concentratiilor de alcooli superiori, cu mentinerea unei calitdti organoleptice
pozitive. Astfel, tulpinile de levuri pot influenta in mod semnificativ profilul aromatic si
compozitia finala a vinului alb sec, contribuind la obtinerea unui produs cu caracteristici dorite.

Examinarea capacitatii tulpinilor de levuri autohtone de a forma compusi cu sulf in
procesul de fermentatie a demonstrat, cé ele formeaza cantitati minore de aceste substante si nici
un compus cu sulf nu depaseste valorile pragului de perceptie.

Utilizarea tulpinilor de levuri autohtone la fermentatia alcoolica nu contribuie la cresterea
continutului de amine biogene in vinurile albe si rosii seci. In toate probele analizate s-au depistat

urme de histamini (<0,05 mg/dmq), care nu influenteazi asupra calititii vinurilor obtinute.
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In baza studiilor efectuate pe parcursul aa. 2009-2019 tulpinile de levuri autohtone cu
proprietati tehnologice avansate, izolate si selectate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’
si ‘Trifesti’ au fost testate in conditii de producere la SA ”Crocova”, IM. ,,Vinaria Purcari” si
”Vierul-Vin” SRL, unde au fost obtinute loturile experimentale de vinuri albe seci in volum total
de 100000 L si rosii seci in volum total de 60000 L.

Au fost perfectionate regimurile tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu
utilizarea levurilor autohtone. Tehnologiile perfectionate au fost optimizate pe baza urmatoarelor
criterii: temperatura joasa de fermentatie in conditii industriale (minimum 13 °C pentru vinurile
albe); sulfitarea mustului si mustuielii cu cantitati mai scazuti (pentru vinuri albe: 50-75 mg/L
SO total, cand strugurii sunt sanatosi si de 120-150 mg/L SO> total dacad au fost atacati de
putregaiul cenusiu; pentru vinuri rosii: 40-60 mg/L SO- total in cazul folosirii strugurilor sanatosi
si 120-150 mg/L SO total daca au fost atacati de putregaiul cenusiu).

Au fost obtinute 8 brevete de inventii pentru tulpinile de levuri izolate si selectate din

centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’, "Trifesti’.
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VI. INFLUENTA LEVURILOR NON-SACCHAROMYCES ASUPRA CALITATII
VINURILOR ALBE SECI

In ultimii ani, utilizarea levurilor non-Saccharomyces la fermentatia mustului si formarea
vinururilor albe seci, preocupa tot mai des interesele vinificatorilor atat din tarile cu traditie in
vinificatie (Franta, Spania, Italia, Portugalia, Grecia) cat si mai novice (Australia, Chili,
Argentina, Africa de Sud) [74, 107, 112, 241, 269].

Unii cercetatori considera, ca impactul levurilor non-Saccharomyces asupra calitatii
vinurilor albe seci este negativ, altii descopera unele capacitati tehnologice si organoleptice
favorabile acestui grup de levuri. Capacitatea lor de a reda complexitate produsului final, de a
produce arome varietale fructuoase, de exercitare a unei activitati enzimatice de un potential
interes este relatat in numeroase publicatii stiintifice [1, 68, 74, 112, 134, 241, 269].

6.1. Studiul influentei tulpinilor de levuri non-Saccharomyces asupra procesului de
fermentatie a mustului

Pentru aprecierea comparativa a influientei tulpinilor de levuri non-Saccharomyces
Torulaspora delbrueckii (Enartis FERM, Italia) asupra indicilor fizico-chimici si
organoleptici ai vinurilor albe, a fost studiat procesul de fermentatie in conditii de laborator.

Tulpinile de levuri non-Saccharomyces pot contribui la dezvoltarea unui spectru mai
amplu de compusi aromatici in vinuri. Torulaspora delbrueckii, in particular, este cunoscuta
pentru capacitatea sa de a produce enzime care pot influenta pozitiv profilul aromatic al
vinului. Aceasta poate duce la obtinerea unor vinuri cu arome mai complexe si mai variate.
In calitate de materie prima a fost utilizat mustul de struguri din soiul Aligote cu concentratia
in masi initiald a zaharurilor de 218 g/dm?®. Fermentatia mustului (cite 3 L) a fost realizati la
temperatura 18+2°C si monitorizati timp de 23 zile. In calitate de cultura martor a fost utilizata
in cercetare tulpina de levuri autohtona Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26.

Au fost utilizate doua scheme de fermentatie: co-inoculare, unde levurile non-
Saccharomyces (10° CFU/mL) si Saccharomyces (10° CFU/mL) au fost inoculate simultan, si
fermentatie succesivi, cu inocularea levurilor non-Saccharomyces (10° CFU/mL) si levurilor
Saccharomyces (10® CFU/mL) dupi atingerea unei concentratii de alcool de 3% vol. In procesul
de studiu a fost determinata activitatea fermentativa a procedeelor mixte-combinate si mixte-
succesive de fermentatie a mustului in conditii de laborator. Rezultatele obtinute sunt prezentate

in figura 6.1.

187



o
=
=
=
o
[
=
<
N
<
B ——TD
s £
ET
=2 g ~#—CNMN-Y-26
% 60 TD+CNMN-Y-26
o
e 40 —34=TD+CNMN-Y-26
2 20 (peste 4 zile)
=]
@) 0
0 5 10 15 20 25

Durata fermentarii, zile

Fig. 6.1. Dinamica fermentirii zaharurilor in mustul de struguri
Aligote cu utilizarea tulpinilor de levuri Torulaspora delbrueckii si Nr.2-Cricova-2 -

S.cerevisiae CNMN-Y-26
Conform rezultatelor obtinute a fost stabilit, ca culturile si combinatiile lor au o dinamica
de fermentatie sporita, exceptie fiind tulpina purd non-Saccharomyces. Aceasta se explica prin
faptul c4, tulpina de levuri Torulaspora delbrueckii, fiind o cultura slab rezistenta la concentratii
inalte de alcool demonstreaza abilitate redusa de fermentatie a glucidelor.

Conform rezultatelor obtinute, care sunt redate in figura 6.1., se observa o fermentatie
mai activa in cazul utilizarii tulpinii de levuri autohtone Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-
Y-26, care consuma toate zaharurile din must in decurs de 20 zile de la inoculare, comparativ cu
tulpina de levuri non-Saccharomyces studiata.

In cazul procesului de fermentatie mixte-combinate (inocularea levurilor non-
Saccharomyces si levurilor autohtone concomintent), precum si in cazul fermentarii mixte-
succesive (inocularea levurilor non-Saccharomyces si levurilor autohtone secvential la
concentratia alcoolica in mediu 3% vol.) se observad o scadere constantd si completd a
continutului de zaharuri (figura 6.1). Prin inocularea tulpinilor non-Saccharomyces Torulaspora
delbrueckii, se obtine o dinamica mai buna a fermentatiei, prevenind potentiala contaminare cu
microorganisme nedorite. Tulpinile de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26, care

au capacitatea de a fermenta mustul complet, au preluat procesul si la-u dus la finalizare.
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6.2. Studiul influentei tulpinilor de levuri non-Saccharomyces asupra indicilor fizico-
chimici ai vinurilor albe seci

Dupa finalizarea procesului de fermentatie alcoolica, vinurile albe seci obtinute cu
utilizarea diferitor scheme de fermentatie au fost supuse analizelor fizico-chimice, iar rezultatele
obtinute sunt prezentate in tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Indicii fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe seci Aligote, obtinute
dupa diferite scheme de fermentatie (ISPHTA, a.r.2016)

Concentratia in masa a:
Tulplna Concentl‘ai,ii o . Zaharurllor NOta )
L A a alcoolica, | acizilor acizilor reziduale pH organolepti-
enumirea %vol. | titrabili, | volatili . ¢, puncte
g/dm? g/dm? g/dm
Nr.2-Cricova-2
- S.cerevisiae 3,13+
1 | CNMN-Y-26 12,90+0,45 | 7,00+0,10 | 0,40+0,02 1,60+0,10 0,01 7,95
(martor)
Torulaspora 3,15+
2 Delbrueckii 11,80+0,30 | 7,50+0,20 | 0,50+0,03 15,0+1,10 0.1 7,60
Torulaspora
3 delbrueckii+ 318+
Nr.2-Cricova-2 | 12,50+0,35 | 7,20+0,10 | 0,40+0,03 2,5+0,20 O 02 7,90
- S.cerevisiae ’
CNMN-Y-26
Torulaspora
delbrueckii+
g | Nr2-Cricova-2-| 45 15,020 | 7.20£0,10 | 0,33£0,03 | 390:035 | i5F 8,10
- S.cerevisiae 0,01
CNMN-Y-26
(peste 4 zile)

Conform rezultatelor din tabelul 6.1, se poate mentiona, ca in vinurile fermentate cu
utilizarea tulpinilor de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 (martor) a fost
determinati cea mai inalti concentratie de alcool etilic de 12,9% vol. In vinul alb Aligote
fermentat cu utilizarea tulpinilor de levuri non-Saccharomyces Torulaspora Delbrueckii a fost
determinata cea mai mica concentratia de alcool etilic, care constituie 11,8 % vol.

Vinul alb sec Aligote fermentat cu utilizarea tulpinilor de levuri Torulaspora delbrueckii
in combinatie cu levurile selectate se caracterizeaza printr-o concentratie inaltd a alcoolului:
12,5% vol. (Torulaspora delbrueckii+ Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26), iar
inocularea secventiald a levurilor autohtone contribuie la obtinerea unui vin alb sec cu un grad

alcoolic mai scazut (12,1%vol).
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Rezultatele obtinute confirma faptul, ca Torulaspora delbrueckii transforma o parte de
zaharuri din must in alti compusi secundari, care duc la ameliorarea calitatii vinului, ceea ce a
fost dovedit prin analiza organoleptica.

Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe, obtinute in conditii de laborator, variaza
nesemnificativ in dependenti de schema de fermentatie utilizati si constituie 7,0 - 7,5 g/dm®.

Concentratia in masa a acizilor volatili variaza in vinurile albe Aligote intr-un interval mai
mare de la 0,33 g/dm? pani la 0,50 g/dm?.

Variatia valorii indicelui pH in probele de vinuri albe Aligote se afla de asemenea ntr-un
interval ingust si constituie de la 3,13 pana la 3,18.

Valorile concentratiei zaharurilor reziduale in vinurile albe nu depasesc limitele
admisibile pentru aceasta categorie de vinuri, cu exceptia vinului alb sec obtinut cu utilizarea
tulpinii de levuri non-Saccharomyces Torulaspora delbrueckii unde constituie 15,0 g/dm?®
(tabelul 6.1).

Analiza senzoriala a vinurilor albe seci Aligote, a demonstrat ca metoda de fermentatie
succesiva cu inocularea levurilor Saccharomyces la a 4 zi de fermentatie (alcool in mediu 3 %
vol.) contribuie la ameliorarea calitatii vinului. Vinul alb sec Aligote se caracterizeaza prin 0
aroma complexa si gust echilibrat, ceea ce se confirmd prin nota organolepticd inaltd de 8,1
puncte (Torulaspora delbrueckii+ Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 (peste 4 zile).

In campania vinicola a. 2016 au fost efectuate cercetiri ce tin de aprecierea comparativa
a utilizarii la fermentatia alcoolica a mustului a levurilor non-Saccharomyces si Saccharomyces
in conditii de microvinificatie in cadrul IP ISPHTA. In calitate de martor au fost utilizate levurile
active uscate (Oenologia LB8, Germania), tulpina de levuri autohtone Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-26 si tulpina Torulaspora delbrueckii, Enartis FERM. Cercetarile
anterioare (in conditii de laborator) au demonstrat efectul pozitiv al fermentarii alcoolice
succesive a mustului asupra calitatii vinurilor albe seci. De aceea, in scopul stabilirii momentului
optimal de inoculare a levurilor Saccharomyces a fost utilizata schema de fermentatie alcoolica
succesiva, iar inocularea levurilor Saccharomyces a fost efectuata la atingerea concentratiei
alcoolice in must de 3 % vol. si 6 % vol. Concentratia initiala a zaharurilor in must a fost de 220
g/dm?, iar concentratia in masa a acizilor titrabili 8,2 g/dm?.

Dupa finalizarea fermentatiei alcoolice, vinurile albe seci Chardonnay obtinute cu
utilizarea diferitor scheme de fermentatie a mustului au fost supuse analizelor fizico-chimice si

organoleptice, iar rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.2.
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Tabelul 6.2. Indicii fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe seci Chardonnay
obtinute cu utilizarea levurilor Saccharomyces si non-Saccharomyces in conditii
de microvinificatie ISPHTA)

. Concentratia in masi a: Nota
Tuloi Concentratia |
Ne ulpina, alcoolica, | acizilor | acizilor |zaharurilor | py |0F9anole
denumirea % vol. | titrabili, | volatili, | reziduale, ptica,
g/dm3 g/dm3 g/dm3 puncte
3,12+
1 LAU (martor) 13,00+0,50 | 7,70+0,10 | 0,36+0,04 | 1,60+0,04 0.01 7,90
Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae 3,15+
2 CNMN-Y-26 12,90+0,40 | 7,90+0,10 | 0,36+0,04 | 2,40+0,10 0.02 7,90
(martor)
Torulaspora 313+
3 delbrueckii 12,60+0,30 | 8,00+0,20 | 0,30+0,03 | 7,60+0,40 O 01 7,85
(martor) ’
TD+ Nr.2-
Cricova-2 - 3194
4 S.cerevisiae 12,90+0,40 | 8,00+0,20 | 0,30+0,03 | 3,30+0,10 O 01 7,95
CNMN-Y-26 ’
(3%vol.alcool)
TD+ Nr.2-
Cricova-2 - 3154
5 S.cerevisiae 12,90+0,40 | 8,00+0,10 | 0,30+0,02 | 3,40+0,20 0 02 7,85
CNMN-Y-26 '
(6%vol.alcool)
TD+LAU 3,14+
6 (3%vol.alcool) 12,90+0,35 | 7,90+0,10 | 0,30+0,03 | 3,60+0,10 0,02 7,95
TD+LAU 3,13+
7 (6%vol.alcool) 12,80+0,45 | 8,00+0,20 | 0,30+0,02 | 3,90+0,20 0.01 7,85

Legenda: TD- Torulaspora delbrueckii;

LAU-levuri active uscate.

Conform rezultatelor din tabelul 6.2, se poate mentiona, ca vinurile albe seci fermentate
cu utilizarea tulpinilor de levuri Torulaspora delbrueckii se caracterizeaza printr-o concentratie
mai scazutd a alcoolului: 12,6 % vol., iar inocularea succesiva a levurilor Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-26 contribuie la obtinerea unor vinuri cu un grad alcoolic mai sporit - 12,9
% vol., ceea ce confirma faptul, ca Torulaspora delbrueckii este o cultura slab rezistenta la

concentratii inalte de alcool si demonstreaza abilitate redusa de fermentatie a glucidelor.
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Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe seci Chardonnay obtinute in conditii de
microvinificatie, variaza nesemnificativ in dependenta de schema de fermentatie utilizata
si constituie de la 7,7 g/dm?® pini la 8,0 g/dm?3.

Concentratia in masa a acizilor volatili variaza in toate vinurile albe Chardonnay in
intervalul 0,30-0,36 g/dm?®. Este cunoscut faptul, ci utilizarea levurilor Saccharomyces si
Torulaspora delbrueckii la fermentatia succesiva contribuie la reducerea acidului acetic, ce s-a
reflectat pozitiv si asupra concentratiei in masa a acizilor volatili.

Variatia valorii indicelui pH in probele de vinuri albe seci obtinute deasemenea se afla
intr-un interval ingust si constituie 3,13-3,15.

Valorile concentratiei zaharurilor reziduale in vinurile albe seci Chardonnay nu depasesc
limitele admisibile pentru aceastd categorie de vinuri, cu exceptia vinului obtinut cu utilizarea
tulpinii de levuri non-Saccharomyces Torulaspora delbrueckii si constituie 7,6 g/dm?.

Analiza senzoriala a vinurilor albe seci Chardonnay, a demonstrat, ca fermentatia
succesiva cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice in mediu de
3 % vol. contribuie la ameliorarea calitatii si imprima vinului o aroma complexa si gust echilibrat,
ceea ce se confirma prin note organoleptice inalte de 7,95 puncte (tab.6.2.). Fermentatia alcoolica
succesiva cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice in mediu de 6
% vol. nu influenteaza semnificativ asupra proprietatilor organoleptice a vinurilor comparativ cu
probele martor.

6.3. Studiul influentei tulpinilor de levuri non-Saccharomyces asupra indicilor fizico-
chimici ai vinurilor albe seci Chardonnay obtinute in conditii de producere

Pentru confirmarea rezultatelor obtinute in conditii de microvinificatie la ISPHTA,
au fost efectuate experiente cu utilizarea levurilor non-Saccharomyces la fermentatia
alcoolica succesiva in conditiile de producere a combinatului de vinuri SA ,,Cricova”. in
calitate de obiect de cercetare a fost folosit mustul limpezit din soiul Chardonnay cu
concentratia initiald a zaharurilor de 215 g/dm? si acizilor titrabili de 6,2 g/dm?®. in calitate
de martor au fost utilizate LAU Aroma White (ltalia).

Rezultatele analizei fizico-chimice si aprecierii organoleptice a vinurilor albe Seci

Chardonnay sunt prezentate in tabelul 6.3.
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Tabelul 6.3. Indicii fizico-chimici si organoleptici ai vinurilor albe seci Chardonnay obtinute cu
utilizarea levurilor Saccharomyces si non-Saccharomyces in conditiile de producere la
SA ”Cricova”, a.r. 2016

Concentratia in masa a:
Tulpina Concentratia — — ] Nota
Ne S alcoolici, acizilor acizilor | zaharurilor | pH | organoleptici,
denumirea % vol. titrabili, | volatili, | reziduale, puncte
g/dm? g/dm? g/dm?
Torulaspora 3984
1 delbrueckii 12,10+0,25 | 5,7+0,10 | 0,38+0,06 | 9,00+0,45 0 01 7,80
(martor) ’
LAU ”Aroma 3,27+
2 White(martor) 12,80+0,25 | 5,8+0,15 | 0,36+0,03 | 4,0+0,50 0,02 7,90
TD+ Nr.2-
Cricova-2 - 3304
3 S.cerevisiae 12,80+0,25 6,0+0,20 | 0,33+0,03 3,0+0,35 O 02 7,95
CNMN-Y-26 ’
(3%vol.alcool)
TD+ Nr.2-
Cricova-2 - 3304
4 S.cerevisiae 12,70+0,35 | 6,0+0,10 | 0,36+0,03 | 3,3+0,10 0 03 7,90
CNMN-Y-26 '
(6%vol.alcool)

Legenda: TD- Torulaspora delbrueckii;
LAU-levuri active uscate.

Conform rezultatelor din tabelul 6.3, se poate mentiona, ca vinul alb sec Chardonnay
obtinut cu utilizarea tulpinii de levuri Torulaspora delbrueckii se caracterizeaza printr-0
concentratie mai scdzutd a alcoolului: 12,1 % vol., iar inocularea succesiva a levurilor Nr.2-
Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 contribuie la obtinerea unor vinuri cu un grad alcoolic mai
sporit - 12,8%vol., ceea ce confirma rezultatele obtinute anterior.

Concentratia acizilor titrabili in vinurile albe seci obtinute in conditii de SA “Cricova”,
variaza nesemnificativ in limitele de la 5,7 g/dm? pani la 6,0 g/dm®.

Concentratia in masa a acizilor volatili variaza in toate vinurile albe obtinute in intervalul
0,33-0,36 g/dm?®.

Variatia valorii indicelui pH in mostrele de vinuri albe seci Chardonnay se afla intr-un

interval destul de ingust si constituie 3,27-3,32.
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Concentratia zaharurilor reziduale in vinurile albe seci nu depasesc limitele admisibile

pentru aceasta categorie de vinuri, cu exceptia vinului obtinut cu utilizarea tulpinii de levuri non-

Saccharomyces Torulaspora delbrueckii (9,0 g/dm3).

Analiza senzoriala a vinurilor albe seci Chardonnay a confirmat faptul, ca fermentatia

succesiva a mustului cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice

in mediu de 3 % vol. contribuie la ameliorarea calitatii vinului obtinut, ceea ce se confirma prin

nota organoleptica inalta de 7,95 puncte (tab.6.3). Fermentatia alcoolica succesiva a mustului cu

inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice de 6 % vol. nu

influenteaza semnificativ asupra proprietatilor organoleptice, comparativ cu probele de control,

dar nota organoleptica este mai joasa comparativ cu vinul fermentat dupa schema TD+ Nr.2-

Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 (3%vol.alcool).

Dupa 6 luni de pastrare, in vinurile albe seci din soiul Chardonnay au fost determinati

indicii fizico-chimici si organoleptici, iar rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.4.

Tabelul 6.4. Indicii fizico-chimici ai vinurilor albe seci Chardonnay obtinute cu utilizarea
diferitor tulpini de levuri Saccharomyces si non-Saccharomyces in conditiile de

producere la SA ”Cricova” dupa 6 luni de pastrare (a.r. 2016)

Concentratia in masi a:
Denumirea Concentratia o o zaharurilor NOt? i
Ne| tulpinii de alcoolica, | acizilor | acizilor | "~ " | pH | Or9aNOR
levuri % vol. titrabili, | volatili, . tica,
g/dm3 g/dm3 g/dm puncte
Torulaspora 3304
1 delbrueckii 12,00+0,25 5,1+0,1 | 0,53+0,06 | 8,20+0,90 0 02 7,85
(martor) ’
LAU ”Aroma 3,34+
2 White”(martor) 12,70+0,35 5,0+0,1 | 0,66+0,06 | 3,50+0,25 0,01 7,95
TD+ Nr.2-
Cricova-2 - 3334
3 S.cerevisiae 12,70+0,35 5,2+0,1 | 0,59+0,03 2,50+0,15 0 02 8,00
CNMN-Y-26 ’
(3%vol.alcool)
TD+ Nr.2-
Cricova-2 - 3341
4 S.cerevisiae 12,60+0,25 5,2+0,1 | 0,56+0,03 2,80+0,15 0 02 7,90
CNMN-Y-26 '
(6%vol.alcool)
Legenda: TD- Torulaspora delbrueckii;

LAU-levuri active uscate.
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Pe parcursul pastrarii timp de 6 luni, compozitia fizico - chimica a vinurilor albe seci s-a
modificat in anumite limite, sub actiunea factorilor fizici si microbiologici.

Din rezultatele prezentate in tab. 6.4, rezulta ca concentratia acizilor titrabili in vinurile
obtinute s-a micsorat cu 0,6-0,8 g/dm?3, in urma precipitirii sarurilor tartrice.

Concentratia in masa a acizilor volatili in mostrele investigate variaza in limitele stabilite
pentru vinurile albe seci si nu depaseste 0,66 g/dm?.

Valoarea indicelui pH in mostrele de vinuri albe seci cu utilizarea diferitor tulpini de
levuri se afla intr-un interval ingust si constituie 3,32-3,34, iar in comparatie cu vinurile tinere
aceste valori au crescut neesential.

Analiza senzoriala a vinurilor albe seci Chardonnay, a demonstrat, ca fermentatia
succesiva a mustului cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea alcoolului in mediu 3
% vol., contribuie la ameliorarea calitatii vinului si imprima o aroma complexa si gust echilibrat,
ceea ce se confirma prin nota organoleptica 1nalta de 8,0 puncte.

In scopul aprofundarii cercetirilor, a fost studiatd influenta tulpinilor de levuri asupra
concentratiei acizilor organici in vinurile albe seci Chardonnay peste 6 luni de pastrare. In
rezultatul metabolizarii glucidelor si compusilor de azot de catre tulpinile de levuri la fermentatia
mustului se formeaza un sir de compusi, care participa la formarea gustului si aromei vinurilor
finite, printre aceste substante sunt si acizii organici.

In rezultatul cercetarilor efectuate asupra continutului acizilor organici a fost stabilit, ca
influenta tulpinii de levuri asupra diferitor acizi organici este destul de importanta.

Rezultatele analizelor continutului acizilor organici in vinurile albe seci Chardonnay,
obtinute cu diferite tulpini de levuri sunt prezentate in tabelul 6.5.

Datele prezentate in tabelul 6.5. demonstreaza, ca tulpinile de levuri au o influenta
semnificativa asupra continutului acizilor organici, in special asupra acidului succinic, care se
formeaza in procesul de fermentatie si are 0 provenienta levuriana. Este un acid organic, care se
obtine in timpul fermentarii alcoolice, ca urmare a actiunii levurilor. Concentratiile acidului
succinic in vin se gisesc in jurul de 1 g/dm®. Acest acid este produs de citre toate
microorganismele prezente in vin si este implicat in metabolismul lipidic si a ciclului Krebs.
Acidul succinic are un gust amariu-sarat, care cauzeaza salivatie si accentueaza aroma si
caracterul vinurilor. Cea mai inalta concentratie de acid succinic a fost determinata in vinul alb
sec Chardonnay, care a fermentat prin inocularea succesiva a levurilor Saccharomyces, atingand

un continut alcoolic de 3% vol., si constituie 0,9 g/dm?3,
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Tabelul 6.5. Concentratia acizilor organici in vinurile albe seci Chardonnay
fermentate cu diferite tulpini de levuri (SA ”Cricova”, a.2016)

Denumirea
tulpinii de
levuri

Acidul
tartric,
g/dm3

Acidul
malic,
g/dm?®

Acidul
lactic,
g/dm?

Acidul
citric,
g/dm3

Acidul
succinic,
g/dm?

Acizii
titrabili

Torulaspora
delbrueckii
(martor)

1,5+0,02

1,9+0,01

0,30+0,01

0,30+0,01

0,60+0,02

5,1+0,1

LAU ”Aroma

1,4+0,02

2,0+0,01

0,30+0,01

0,30+0,01

0,50+0,02

5,0£0,1

White”(martor)

TD+ Nr.2-
Cricova-2 -
3 | S.cerevisiae
CNMN-Y-26
(3%vol.alcool)
TD+ Nr.2-
Cricova-2 -
4 | Ss.cerevisiae
CNMN-Y-26
(6%vol.alcool)
TD- Torulaspora delbrueckii;

1,3+0,02 | 1,9+0,01 | 0,20+0,01 | 0,20+0,01 | 0,90+0,03

5,2+0,1

1,4+0,02 | 2,1+0,01 | 0,20+0,01 | 0,20+0,01 | 0,60+0,02

5,2+0,1

Legenda:
LAU-levuri active uscate.

Astfel, rezultatele cercetarilor obtinute indica, ca tulpinile de levuri studiate influenteaza
asupra concentratiei acidului succinic, iar acizii titrabili a vinurilor albe seci Chardonnay variaza
mai pufin semnificativ in dependenta de tulpina utilizata.

6.4. Determinarea continutului de substante volatile in vinurile albe seci Chardonnay
obtinute in conditii de producere

Studiile recente au aratat, ca utilizarea levurilor non-Saccharomyces poate creste
complexitatea si intensitatea aromelor din vin. Diferite specii de levuri non-Saccharomyces,
inclusiv Torulaspora delbrueckii, pot produce compusi aromatici unici in timpul fermentarii
vinului. Interactiunea dintre levurile non-Saccharomyces si levurile Saccharomyces poate avea
un efect pozitiv asupra complexului volatil a vinului, contribuind la dezvoltarea unui profil
aromatic mai complex si mai echilibrat.

In acest context, a fost efectuatd o analizi comparativa a continutului unor substante
volatile in vinurile albe seci Chardonnay, care au fost obtinute prin utilizarea diferitor scheme de
fermentatie. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 6.6. Din rezultatele prezentate in
tabelul 6.6 se poate concluziona, ca diferite scheme de fermentatie au un impact asupra
continutului final de compusi volatili in vinurile albe seci Chardonnay. Concentratia de aldehida
acetica a fost joasa in toate vinurile, cel fermentat cu Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26

avind o concentratie mai mica decit celelalte vinuri albe. Concentratiile acetatului de etil pentru
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cele trei vinuri fermentate cu levurile de control nu au avut diferente semnificative, dar in vinul

obtinut cu combinatia levurilor a fost inregistrata concentratie mai mica (aproape in jumatate) de

acetatul de etil. Suma alcoolilor amilici a fost mai scazutd in vinul fermentat cu utilizarea

levurilor de control Torulaspora delbrueckii. Concentratia de propanol-1 a fost mai avansata in

vinurile fermentate cu combinatia levurilor TD + Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26

(3% vol. alcool) si TD+LAU (3% vol. alcool), in timp ce concentratia de izobutanol a fost aceeasi

pentru toate vinurile albe, obtinute cu utilizarea tulpinilor de control si combinatiile lor. Cu toate

acestea, concentratia de fenil-2-etanol cu aroma sa distinctiva de trandafir a fost semnificativ mai

mare pentru vinul fermentat cu tulpina de control Torulaspora delbrueckii si combinatia acestuia

cu levurile de control, decat pentru vinurile fermentate cu utilizarea LAU (martor) si Nr.2-

Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 (martor).

Tabelul 6.6. Continutul substantelor volatile in vinurile albe Chardonnay, mg/L

Tulpina de levuri

Nr.2- TD+ Nr.2- TD+ Nr.2-
Denumirea LAU Cricova-2 - | Torulaspora | Cricova-2 - Cricova-2 - TD+ LAU TD+ LAU
substantei (martor) S.cerevisiae | delbrueckii S.cerevisiae S.cerevisiae (3%vol.alcool) | (6%vol.alcool)
CNMN-Y- (martor) CNMN-Y-26 CNMN-Y-26 ' ’
26 (martor) (3%vol.alcool) | (6%vol.alcool)
Acetaldehida | 10,40+0,69 | 6,80+0,38 | 10,50+0,73 7,70+0,45 8,30+0,51 8,50+0,56 8,90+0,61
Etilacetat 35,90+3,45 | 37,50+3,75 | 35,50+3,56 18,90+1,25 19,10+1,56 17,80+1,16 18,10+1,63
Propanol-1 | 30,50+4,11 | 29,40+3,62 | 45,10+4,25 66,40+4,89 59,40+4,23 71,60+4,89 63,90+4,29
Izobutanol | 23,90+3,23 | 20,50+3,13 | 21,60+3,42 21,50+3,44 20,70+3,23 22,70+3,77 23,50+3,78
> Alcoollor | 95604536 | 100104547 | 63508423 | 7580:456 | 8560542 | 77904542 | 82504578
F:tglr:ozl 49,50+4,31 | 54,60+4,54 | 7020441 | 62,30+321 | 59,20+4.09 | 60,10+3,89 | 5580+3.44

6.4.1. Prelucraea matematica a rezultatelor obtinute

Prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute a fost realizata pe baza programului MS

EXCEL, programa STATGRAPHICS 5.0. si metoda ANOVA.

Scopul prelucrarii matematice a rezultatelor obtinute a fost evidentierea si cuantificarea

influentei tulpinilor de levuri asupra continutului substantelor volatile in vinurile albe seci

‘Chardonnay'. Analiza unifactoriala a dispersiei, prezentatd in tabelul 6.7. a avut ca obiectiv
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identificarea corelatiei statistice intre variabila independenta (tulpina de levuri) si continutul

substantelor volatile.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul, ca variabila (tulpina de levuri si combinatia lor)

are un efect direct asupra continutului substantelor volatile.

Rezultatul analizei unifactoriale este prezentat in tabelul 6.7.

Tabelul 6.7. Analiza dispersionala unifactoriala a influentei levurilor asupra
continutului substantelor volatile in vinurile albe Chardonnay

Sursa variatie vSuma Gzaede ,Me dia Raportul dispersiei (F)
patratelor libertate patratelor | de facto | P-value | tabelar
Aldehida acetica
Tulpina de levuri 32,8207 6 5,47012 16,39 0,0000 2,85
Reziduala 4,67167 14 0,33369
Totala 37,4924 20
DLo,0s=4,01161
Acetatul de etil
Tulpina de levuri 1634,08 6 272,347 38,33 0,0000 2,85
Reziduala 99,4667 14 7,10476
Totala 1733,55 20
DLo,05=4,66782
Propanol-1
Tulpina de levuri 5421,82 6 903,637 47,93 0,0000 2,85
Reziduala 263,967 14 18,8548
Totala 5685,79 20
DLo0s=/f,60414
Izobutanol

Tulpina de levuri 32,0314 6 5,33857 0,46 0,8297 2,85
Reziduala 164,18 14 11,7271
Totala 196,211 20
DL,05=5,99702

Suma alcoolilor amilici
Tulpina de levuri 2748,84 6 458,14 16,86 0,0000 2,85
Reziduala 380,34 14 27,1671
Totala 3129,18 20
DLo0s=9,1277

Fenil-2-etanol

Tulpina de levuri 771,807 6 128,635 8,04 0,0007 2,85
Reziduala 224,113 14 16,0081
Totala 995,92 20

DLo,05=/,00663

Din considerente, ca valoarea - P este mai mica de 0,05, rezulta ca exista o corelatie

statistica intre variabila si continutul substantelor volatile. In rezultatul analizei dispersionale
(tabelul 6.7.) a fost stabilita influenta semnificativa a factorului cercetat — tulpina de levuri
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utilizata si combinatiile lor, asupra continutului substantelor volatile in vinurile albe Chardonnay:
in toate cazuri Fracto > Fravelar, €xceptia fiind influenta nesemnificativa asupra continutului
izobutanolului.

6.5. Sinteza problematicii tratate si a rezultatelor obtinute in capitolul 6

Analiza fizico-chimica si aprecierea senzoriala a vinurilor albe obtinute din soiurile
Aligote si Chardonnay cu utilizarea levurilor non-Saccharomyces Torulaspora delbrueckii, a
demonstrat ca fermentatia succesivd a mustului cu inocularea levurilor Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-26 la atingerea concentratiei alcoolice in mediu de 3 % vol. contribue la
ameliorarea calitatii si imprima vinului o aroma complexa si gust echilibrat.

Analiza fizico-chimica si aprecierea senzoriala dupa 6 luni de pastrare a vinurilor albe cu
utilizarea levurilor non-Saccharomyces obtinute din soiul Chardonnay, a demonstrat ca fermentatia
succesiva a mustului cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice in
mediu de 3 % vol. contribuie la ameliorarea calitatii si imprima vinului o aroma complexa si gust
echilibrat. Dupa 6 luni de pastrare vinurile albe seci poseda aroma curata, gust armonios,
echilibrat, floral si au fost apreciate cu note organoleptice nalte.

Rezultatele cercetarilor obtinute indicd, ca tulpinile de levuri studiate influenteaza
semnificativ asupra concentratiei acidului succinic, iar fermentatia succesiva a mustului cu
inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei alcoolice in must de 3 % vol.
contribuie la cresterea continutului acestui acid cu ~ 0,3 g/dm®.

A fost stabilit, ca diferite scheme de fermentatie au un impact semnificativ asupra
continutului final de compusi volatili in vinurile albe Chardonnay. Studiul a aratat ca utilizarea
tulpinilor de levuri autohtone Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 contibuie la obtinerea
vinurilor cu o concentratie mai mica de acetaldehida decat utilizarea tulpinilor de control si
combinatiile lor.

Concentratiile etilacetatului in vinurile obtinute cu utilizarea tulpinilor de control nu au
avut diferente semnificative. Utilizarea tulpinilor de levuri in diferite combinatii a condus la
obtinerea vinurilor cu 50% concentratii mai scazute de etilacetat.

Concentratia de propanol-1 a fost mai mare pentru vinurile fermentate dupa combinatia
TD+ Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26 si TD+LAU, in timp ce concentratia de
izobutanol a fost aceeasi pentru toate vinurile fermentate cu tulpinile de control si combinatiile
lor. Cu toate acestea, concentratia de 2-feniletanol cu aroma sa distinctiva de trandafir a fost
semnificativ mai mare cu utilizarea tulpinilor TD (martor) si combinatia acestuia cu levurile
Saccharomyces de control, decat cu utilizarea LAU (martor) si Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae
CNMN-Y-26 (martor). In general, aceste constatari sugereaza ca diferitele scheme de fermentatie
pot fi utilizate pentru a influenta concentratia de compusi volatili in vinurile albe obtinute, ceea
ce poate duce la o variatie semnificativa a aromei si gustului acestora.

In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate recomandari referitor la utilizarea levurilor
Saccharomyces si non-Saccharomyces Torulaspora delbrueckii pentru producerea vinurilor albe
SecCl.
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CONCLUZII ST RECOMANDARI

Problemele abordate in teza sunt consacrate izolarii, identificarii si selectarii unor tulpini
de levuri din diferite centre vitivinicole a Republicii Moldova, studiului influentei acestora asupra
calitatii vinurilor albe si rosii seci, prin elucidarea transformarilor fizico-chimice si biochimice,
care au loc in procesul de fermentatie alcoolica. Principalele rezultate ale cercetarilor realizate
sunt formulate in urmatoarele concluzii:

1. Au fost izolate 34 de tulpini de levuri din centrul vitivinicol ‘Chisinau’, 64 de tulpini de levuri
(34 din soiuri albe, 30 din soiuri rosii) din centrul vitivinicol 'Purcari’ si 61 de tulpini de levuri
(33 din soiuri albe, 28 din soiuri rosii ) din centrul vitivinicol "Trifesti’, capitol 3 (Soldatenco, O.,
2019).

2. Au fost determinate caracterele morfologice si culturale ale tulpinilor de levuri izolate. A fost
demonstrat, ca celulele levurilor studiate sunt bine accentuate si se deosebesc prin forma si
dimensiuni, iar toate tulpinile de levuri se afla in stare de inmugurire. Toate tulpinile de levuri
izolate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si ‘Trifesti’ sunt de tip eucariot, in care se
disting bine componentele celulare. Din 34 de culturi izolate din centrul vitivinicol 'Chisinau’,
64 de culturi izolate din centrul vitivinicol "Purcari’, 61 de culturi izolate din centrul vitivinicol
"Trifesti’, genului Saccharomyces apartin 16, 31 si, respectiv, 47 tulpini de levuri. A fost efectuata
compararea secventelor nucleotidice, obtinute cu cele plasate in banca genetici NCBI
(ncbi.nlm.nih.gov) si identificarea levurilor prin metoda FT-IR. A fost demonstrat, ca toate
tulpinile de levuri cercetate sunt din trei specii: Saccaromyces cerevisiae (~75%),
Saccharomyces pastorianus (~20 %), Saccharomyces bayanus (~5 %), capitol 3 (Soldatenco, O.,
2019).

3. Au fost evaluati indicii biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate. Au fost
selectate urmatoarele tulpini de levuri: din centrul vitivinicol ‘Chisinau’ - Nr.2, Nr.8, Nr.9, Nr.10,
Nr.14, Nr.16 — pentru producerea vinurilor albe seci; din centrul vitivinicol "Purcari’ - Nr.1, Nr.3,
Nr.7, Nr.12 — pentru producerea vinurilor albe seci si Nr. 21, Nr.24, Nr.29, Nr.30 — pentru
producerea vinurilor rosii seci; din centrul vitivinicol "Trifesti’ - Nr.1, Nr.10, Nr.15, Nr.19, Nr.22
— pentru producerea vinurilor albe seci si Nr. 27, Nr.32, Nr.35, Nr.41, Nr.43 — pentru producerea
vinurilor rosii seci, capitol 3 (Soldatenco, O., 2021).

4. A fost demonstrat, ca utilizarea tulpinilor de levuri selectate din centrele vitivinicole 'Chisinau’
Nr.2 (Cricova-2/CNMN-Y-26), 'Purcari’ Nr.l (FNFTP-1/CNMN-Y-33), Nr.12 (Ch75P-
3]F/CNMN-Y-32), Nr.30 (R-N-120-P-5/CNMN-Y-31) si ‘Trifesti’ Nr.15 (S75Tr-4.4/CNMN-Y-
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35), Nr.22 (Atr-2.3/CNMN-Y-34), Nr.32 (M100Tr-1/CNMN-Y-36), Nr.41 (C-S60Tr-2/CNMN-
Y-37) permite obtinerea vinurilor albe si rosii seci de calitate, atat dupa indicii fizico-chimici, cat
si dupa nota organoleptica si nu cedeaza calitatii vinulurilor obtinute cu utilizarea LAU de import.
A fost demonstrat, ca dinamica fermentarii mustului si mustuielii in cazul utilizarii tulpinilor de
levuri selectate nu difera de dinamica fermentarii mustului si mustuielii in cazul utilizarii LAU,
consumand practic toate zaharurile din must in 14-15 zile de la inoculare, capitol 4 (Soldatenco,
0., 2020; Taran, N.; Soldatenco, O., 2021).

5. A fost demonstrat, ca componenta fizico-chimica si calitatea vinurilor albe si rosii seci
depinde in mare masura de tulpina de levuri utilizata in procesul de fermentatic a mustului. A
fost constatat, ca alcoolii superiori, esterii, aldehidele, acizii volatili si alte substante formate in
timpul fermentarii vinurilor obtinute contribuie la formarea unei arome foarte complexe, iar
tulpinile de levuri mentionate au o influenta pozitiva asupra indicilor fizico-chimici si notei
organoleptice a produsului finit. A fost demonstrat, ca toate vinurile experimentale au
concentratia glicerolului mai mare de 6 g/dm?3, iar cele mai inalte valori sunt in mostrele in cazul
utilizarii tulpinilor de levuri Nr.2 (centrul vitivinicol 'Chisinau’), Nr.1, Nr.12 si Nr.30 (centrul
vitivinicol "Purcari’), Nr.15, Nr.22, Nr.32 si Nr.41 (centrul vitivinicol "Trifesti’). Astfel, se poate
concluziona, ca influenta tulpinilor de levuri asupra formarii in vinurile albe si rosii Seci a
glicerolului este semnificativa. A fost stabilit, ca tulpinile de levuri studiate influenteaza in mare
masurd asupra concentratiei unor acizi organici, in special asupra continutului de acid succinic,
capitol 4 (Taran, N.; Soldatenco, O., 2020; Soldatenco, O. si altii, 2022).

6. Tulpinile de levuri autohtone Nr.2-Cricova-2, Nr.1-FNFTP-1, Nr.12-Ch75P-3F, Nr.30-R-N-
120-P-5, Nr.15-S75Tr-4.4, Nr.22-Atr-2.3, Nr.32-M100Tr-1, Nr.41-C-S60Tr-2, au fost depozitate
in CNMN a IMB. Au fost obtinute adeverinte de depozitare si pasaportul pentru fiecare tulpina
de levuri cu cifrul atribuit de catre Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene. (ANEXA
1 a-h, 2 a-h)

Tulpinile de levuri au fost inregistrate in baza de date mondiala NCBI (National Center for
Biotechnology Information, USA, Maryland). (ANEXA 3)

7. In baza rezultatelor stiintifice obtinute au fost recomandate pentru implementare in conditii
de producere la SA ,,Cricova” tulpina de levuri Nr.2-Cricova-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-26
pentru producerea vinurilor albe seci, la IM ,,Vinaria Purcari” SRL tulpinile de levuri Nr.1-
FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32 si Nr.12-Ch75P-31F - S.cerevisiae CNMN-Y-33, pentru

producerea vinurilor albe seci si tulpina de levuri Nr.30-R-N-120-P-5 - S.cerevisiae CNMN-Y -
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31 pentru producerea vinurilor rosii seci, la ,,Vierul-Vin” SRL tulpinile de levuri Nr.15-S75Tr-
4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34 si Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae CNMN-Y-35, pentru producerea
vinurilor albe seci si Nr.32-M100Tr-1- S.cerevisiae CNMN-Y-36 si Nr.41-C-S60Tr-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-37, pentru producerea vinurilor rosii seci in scopul obtinerii loturilor
experimentale.
Tulpinile de levuri autohtone au contribuit la obtinerea unor vinuri albe si rosii seci cu
aroma curata, fina, gustul plin, corpolent, armonios. (ANEXA 4)
in baza studiilor efectuate pe parcursul aa. 2009-2019 tulpinile de levuri autohtone cu proprietati
tehnologice avansate, izolate si selectate din centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’ si 'Trifesti’
au fost testate in conditiile de producere la SA ”Crocova”, IM. ,,Viniria Purcari” si ”Vierul-Vin”
SRL, unde au fost obtinute loturile experimentale de vinuri albe seci in volum total de 100000 L
si rosii seci in volum total de 60000 L. (ANEXA 5)
8. In baza rezultatelor obtinute au fost perfectionate regimurile tehnologice de producere a
vinurilor albe si rosii seci cu utilizarea levurilor autohtone selectate. Tehnologiile perfectionate
au fost optimizate pe baza urmatoarelor criterii: temperatura joasd de fermentatie in conditii
industriale (minimum 13 °C pentru vinurile albe); sulfitarea mustului si mustuielii cu cantitati
mai scazuti (pentru vinuri albe: 50-75 mg/L SO; total, cand strugurii sunt sanatosi si de 120-150
mg/L SO total daca au fost atacati de putregaiul cenusiu; pentru vinuri rosii: 40-60 mg/L SO>
total in cazul folosirii strugurilor sanatosi si 120-150 mg/L SO> total dacd au fost atacati de
putregaiul cenusiu), capitol 5.
9. Au fost obtinute 8 brevete de inventii pentru tulpinile de levuri izolate si selectate din
centrele vitivinicole 'Chisinau’, 'Purcari’, "Trifesti’. (ANEXA 6)

10. Studiul influentei levurilor non-Saccharomyces Torulaspora delbrueckii a demonstrat, ca
fermentatia succesiva a mustului cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea concentratiei
alcoolice in mediu de 3 % vol. contribue la ameliorarea calitatii si imprima vinului o aroma
complexd si gust echilibrat. In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate recomandari
tehnologice referitor la utilizarea levurilor Saccharomyces si non-Saccharomyces Torulaspora

delbrueckii pentru producerea vinurilor albe seci, capitol 6 (Soldatenco., O. 2024, ANEXA 7)
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PROPUNERI DE UTILIZARE A REZULTATEL OR OBTINUTE IN DOMENIILE
ECONOMICE

In cadrul tezei au fost izolate, identificate si selectate tulpinile de levuri Nr.2-Cricova-2 -
S.cerevisiae CNMN-Y-26 pentru producerea vinurilor albe seci in centrul vitivinicol ‘Chisinau’,
tulpinile de levuri Nr.1-FNFTP-1- S.cerevisiae CNMN-Y-32, Nr.12-Ch75P-31F - S.cerevisiae
CNMN-Y-33 pentru producerea vinurilor albe seci si tulpina de levuri Nr.30-R-N-120-P-5 -
S.cerevisiae CNMN-Y-31 pentru producerea vinurilor rosii seci in centrul vitivinicol 'Purcari’,
tulpinile de levuri Nr.15-S75Tr-4.4 - S.cerevisiae CNMN-Y-34, Nr.22-Atr-2.3 - S.cerevisiae
CNMN-Y-35 pentru producerea vinurilor albe seci si tulpinile de levuri Nr.32-M100Tr-1-
S.cerevisiae CNMN-Y-36, Nr.41-C-S60Tr-2 - S.cerevisiae CNMN-Y-37 pentru producerea
vinurilor rosii seci, care sunt recomandate pentru implementarea lor in industira oenologica,
conform brevetelor de inventii: MD 4210 C1 2013.10.31, MD 4678 C1 2020.11.30, MD 4679
C1 2020.11.30, MD 4680 C1 2020.11.30, MD 4727 C1 2021.06.30, MD 4728 C1 2021.06.30,
MD 4729 C1 2021.06.30, MD 4730 C1 2021.06.30.

Au fost perfectionate regimurile tehnologice de producere a vinurilor albe si rosii seci cu
utilizarea levurilor autohtone selectate. Tehnologiile perfectionate au fost optimizate pe baza
urmatoarelor criterii: temperatura joasd de fermentatie in conditii industriale (minimum 13 °C
pentru vinurile albe); sulfitarea mustului si mustuielii cu cantitdti mai scdzuti (pentru vinuri albe:
50-75 mg/L SO total, cand strugurii sunt sanatosi si de 120-150 mg/L SO total daca au fost
atacati de putregaiul cenusiu; pentru vinuri rosii: 40-60 mg/L SO: total in cazul folosirii
strugurilor sanatosi si 120-150 mg/L SO total daca au fost atacati de putregaiul cenusiu.

Au fost elaborate recomandari tehnologice privind utilizarea levurilor autohtone selectate
si non-Saccharomyces la producerea vinurilor albe seci:

- se recomanda utilizarea levurilor non-Saccharomyces Torulaspora delbrueckii la
fermentatia succesivd a mustului cu inocularea levurilor Saccharomyces la atingerea

concentratiei alcoolice in mediu de 3 % vol. pentru producerea vinurilor albe seci.
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SUGESTII PRIVIND POTENTIALELE DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE
LEGATE DE TEMA ABORDATA
. Identificarea si caracterizarea genetica a levurilor autohtone: Evaluarea genetica a levurilor
autohtone poate ajuta la identificarea genurilor responsabile pentru compusii aromatici
specifici, precum si la dezvoltarea de noi tehnologii pentru a manipula aceste gene si pentru a
controla producerea complexului aromatic.
. Evaluarea diversitatii levurilor autohtone: Studierea diversitatii levurilor autohtone poate ajuta
la identificarea diferitelor tipuri de levuri si la evaluarea rolului lor in producerea de arome si
gusturi unice. Acest lucru poate ajuta, de asemenea, la identificarea regiunilor cu levuri
autohtone unice si valorificarea acestora pentru a produce vinuri distincte.
. Dezvoltarea de tehnici de selectie si imbunatétire a levurilor autohtone: Dezvoltarea de tehnici
de selectie si imbunatatire a levurilor autohtone poate ajuta la crearea de tulpini de levuri
autohtone, care produc cantitati mai mari de compusi aromatici sau care sunt mai rezistente la
conditii de vinificatie dificile, cum ar fi temperaturi ridicate sau conditii de pH scazute.
. Evaluarea impactului terroir-ului asupra levurilor autohtone: Studierea impactului terroir-ului
asupra levurilor autohtone poate ajuta la intelegerea influentei solului, climei si altor factori
ambientali asupra compozitiei microbiene a vinului. Aceastd cercetare poate ajuta la
identificarea factorilor, care contribuie la formarea gustului si aromei unice a vinului dintr-o
anumita regiune.
. Evaluarea efectelor combinatiilor de levuri autohtone: Evaluarea efectelor combinatiilor de
levuri autohtone poate ajuta la identificarea sinergiilor si interactiunilor dintre diferite tulpini
de levuri autohtone si la dezvoltarea de tehnologii pentru a controla aceste interactiuni in

producerea vinurilor.
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"Purcari’

pliphyEaiall U U LU L U W LU U L LU Uy URLrUrAEniniss

LUr Lo

: CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
: SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniiu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: inbcnmn@yahoo.com

L

U

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

2] Taran N., Soldatenco O.
) (numele, prenumele)

IP Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare : 1

(denumirea organizatiei) !,.

str. Vierul, 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chiginau, Republica Moldova =

(adresa deponentului)

Saccharomyces cerevisiae-

utilizata pentru producerea vinurilor rosii seci =

) (Genul, specia si destinatia tulpinii)

Numarul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-31 =

Data depozitarii: 11.05.2018

Adresa si denumirea colectiei: 5

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

:

5 - . =

= Chisinau, Republica Moldova =
- Tel.: (+373 22) 73 96 09 E
E-mail: imbenmn@yahoo.com 5
: Web: www.imb.asm.md

= P =

5 Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, e

| academician, profesor universitar = V. Rudic

= ) ! A - . -

S Sef al CNMN, doctor in biologie 1@ Git4 0. Chiselifa

f{—ﬁ k.84 ;

- :

: \; |

s ) 5

MU U R AR U T U U R LA LU UL W R AR Uy i AR i g
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Anexal,c
Adeverinta de depozitare a tulpinii de levuri izolate din centrul vitivinicol

'"Purcari’

INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.

COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisinau, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Taran N., Soldatenco O.

(numele, prenumele)

IP Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare

(denumirea organizatiei)

str. Vierul, 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisinau, Republica Moldova

(adresa deponentului)

Saccharomyces cerevisiae -

utilizata pentru producerea vinurilor albe seci

(Genul, specia si destinatia tulpinii)

Numarul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-32

Data depozitarii: 11.05.2018

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),
Chisinau, Republica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 96 09

E-mail: imbenmn@yahoo.com

Web: www.imb.asm.md

/
" Directorul Institutului de Mlcroblologle si ontehnologle /
academician, profesor universitar -, \ /

Sef al CNMN, doctor in biologie'

V. Rudic

5 | ) L ACZ {0 0. Chiselita
&)/

UL LR

LU

ALY

1

A

P

SR L)
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Anexal,d

Adeverinta de depozitare a tulpinii de levuri izolate din centrul vitivinicol
"Purcari’

- CNW INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniiu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: inbcnmn@yahoo.com

FURLELALT

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

)
Taran N., Soldatenco O. =
(numele, prenumele) ‘
IP Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare =
5 (denumirea organizatier) =
5 str. Vierul, 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisinau, Republica Moldova
2 (adresa deponentului)
; Saccharomyces cerevisiae -
|
7 utilizata pentru producerea vinurilor albe seci
:: (Genul, specia §i destinatia tulpinii) :
= 2
=) ]
Numarul de Inregistrare, invocat tulpinii :1
depozitate de catre Colectie: =
Saccharomyces cerevisine CNMN-Y-33 =
Data depozitarii: 11.05.2018 w[
Adresa si denumirea colectiei: =
str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, ‘
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN), I
Chisinau, Republica Moldova £
Tel.: (+373 22) 73 96 09 g5
E-mail: imbenmn@yahoo.com 5
Web: www.imb.asm.md g
/ Directorul Institutului de Microbiglogie si Biotehnologie, B 2
academician, profesor universita g \ 7Y -  V.Rudic =
Sef al CNMN, doctor in biolog; / (24 O. Chiselita
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Anexal, e

Adeverinta de depozitare a tulpinii de levuri izolate din centrul vitivinicol

TUAURLUTUNG
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'"Purcari’

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
COLECTIA NAT]ONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

L

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisinu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Taran N., Soldatenco O.

(numele, prenumele)
IP Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si tehnologii Alimentare

(denumirea organizatiei)

MD 2070, mun. Chisinau, or. Codru, str. Vierul , 59

(adresa deponentului)

Saccharomyces cerevisiae ATr.- 2.3

este recomandata pentru producerea vinurilor albe seci

(Genul, specia gi destinatia tulpinii)

Numarul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Saccharomyces cerevisine CNMN-Y-34

Data depozitarii: 08.10. 2019

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisinau, Republica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 96 09

E-mail: imbcnmn@yahoo.com

Web: www.imb.asm.md

Directorul Institutului de Microbioé

Doctor in biologie, conferentiar ce ethito
\B%- §

X ie: / -
3 f / 24’/’/ 7 S. Codreanu
Qo ﬁ////V T. Sirbu

Sef al CNMN, doctor in biologie:\‘éﬁnfjgr&p_ ’
G e

3 ] LA U U AL A R AL AU AR
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Anexal, f
Adeverinta de depozitare a tulpinii de levuri izolate din centrul vitivinicol
"Trifesti’

iUy by bbby T U Cad gy Uyl g g g T U Uy G GOy D g gy s g g g Uy E T G D By Dy KRN g g Vs s Ly L L gL pl Uy

AL

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisindu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbenmn@yahoo.com

U

S

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

= Taran N., Soldatenco O.

(numele, prenumele)

[P Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii Ahmentare

(denumirea organizatiei)

MD 2070, mun. Chisinau, or. Codru, str. Vierul , 59

(adresa deponentului)

UL

Saccharomyces cerevisiae S75Tr.-4.4

LU

AUALT

este recomandata pentru producerea vinurilor albe aromate seci

= (Genul, specia si destinatia tulpinii)
j‘rjj Numarul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-35

Data depozitarii: 08.10. 2019

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),
= Chisinau, Republica Moldova

2 Tel.: (+373 22) 73 96 09

= E-mail: imbecnmn@yahoo.com
= Web: www.imb.asm.md

= Directorul Institutului de Microbiologie $i,Biot¢hnqlogie, % / s /
Doctor in biologie, conferentiar cercetdtor < v/7cc 5 T4 ¢ o

S. Codreanu - ‘

JULRAUTLULU

Sef al CNMN, doctor in biologie, cohfepen;ia;r cercdfatd % e e

LU
o

b

U Uriuiu
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Anexa l, g
Adeverinta de depozitare a tulpinii de levuri izolate din centrul vitivinicol

"Trifesti’

i Rt g e g g gVt g W g Vg gk Uy b g Sy Sy e U ey Vg G g S g S Ep b ki O g U pdp gy

R gk g g g g A g Ayl

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.

COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE -

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisinau, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

=] Taran N., Soldatenco O.
"‘ (numele, prenumele)
IP Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare
= (denumirea organizatiei)
MD 2070, mun. Chisinau, or. Codru, str. Vierul , 59
(adresa deponentului)
Saccharomyces cerevisiae M100Tr-1
este recomandata pentru producerea vinurilor rosii seci
: (Genul, specia §i destinatia tulpinii)
5 Numarul de Inregistrare, invocat tulpinii
: depozitate de catre Colectie:
Saccharomyces cerevisiane CNMN-Y-36
e Data depozitarii: 08.10.2019
5 Adresa si denumirea colectiei: =
= str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),
= Chisinau, Republica Moldova
5 Tel.: (+373 22) 73 96 09 3
5 E-mail: imbenmn@yahoo.com
Web: www.imb.asm.md
5 Directorul Institutului de Mlcroblolog/sl Blotehnologle ~
= Doctor in biologie, conferentiar ceregt: A ‘///‘ ot S. Codreanu
2 Sef al CNMN, doctor in biologf% . ’ nferéntiar cercetétor %;z//; y T. Sirbu
g g g e g e ek e b gk L e VRN
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"Trifesti’

CNW INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.

Anexal, h
Adeverinta de depozitare a tulpinii de levuri izolate din centrul vitivinicol

COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Taran N., Soldatenco O.

(numele, prenumele)

IP Institutul Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare

(denumirea organizatiei)

MD 2070, mun. Chisinau, or. Codru, str. Vierul , 59

(adresa deponentului)

Saccharomyces cerevisiae C-S60Tr-2

este recomandata pentru producerea vinurilor rosii seci

cu concentratii sporite de alcool

(Genul, specia §i destinatia tulpinii)

Numarul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-37

Data depozitarii: 08.10. 2019

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisinau, Republica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 96 09

E-mail: imbenmn@yahoo.com

Web: www.imb.asm.md

Directorul Institutului de Microbiologi @gi ﬁ'tm;

Sool”

Doctor in biologie, conferenfiar ceroeta (

Sef al CNMN, doctor in biologie, E6E

P L
/

MU UL L g A e e b e A

S. Codreanu

T. Sirbu
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Anexa 2, a
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-26

COLECTIA NATIONALA DE
> MICROORGANISME NEPATOGENE
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisinau, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, e-mail: cnmnmoldova@yahoo.com

PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de citre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-26

Data depunerii in CNMN
»30”__ianuarie 2012
1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces vini
2. Denumirea atribuiti tulpinii de citre deponent: Cricova-2

3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metodd a obtinut tulpina data) : Taran N.,

Soldatenco O. (a. 2010), au izolat susa din must de struguri a soiului Chardonnay din Centrul

vitivinicol ,,Cricova” prin metoda ,,Ansei epuizate”.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O. (a.2010), IP Institutul Stiintifico

Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare, mun. Chisindu, or. Codru, str. Vierul, 59.

5. Referinta bibliografici din clasificator: H.1. Bypesu. IIpaktuueckas MHKpOGHONOTHs
BuHoznenus. Cumbeponons: Taspuza, 2003. -560 c.

6. Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se

inmulteste pe calea vegetativa prin inmugurire. Tulpina formeaza celule scurt ovale si eliptice.

Latimea celulelor variaza intre 5,6-5,8 mkm cu lungimea de 6,5 mkm, avind o suprafat de 28,9

mkm? Celulele tinere sunt grupate cite doud, nu formeaza miceliul autentic. Pe mediu lichid

formeaza depozit fin, tasat si nu formeazi peliculd sau inel. Pe mediu solid agarizat formeaza

colonii rotunde cu suprafata platd, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularititile fiziologo-biochimice ale tulpinii:cultura creste in intervalul de temperatura

8°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar

peste 48-72 ore, pH optimal 2,8-3,4; Nu elimina H,S, poseda competitivititi tehnologice.
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8. Importanta practici a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina dati este recomandata pentru

producerea vinurilor albe seci.

9. Produsul sintetizat de tulpina: alcool etilic, aminoacizi, glicerina, 2,3-butilenglicola.

10. Parametrii productivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de
cultivare, susé formeaza circa 100-150 min/ml celule.

11. Metode de determinare a activititii tulpinii: Metode stabilite de OIV pentru caracteristica
suselor de levuri.

12. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —
170-200 g/dm®) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate §i intervale de timp de mai lungi durat, pentru a evita distrugerea
compusilor de crestere si de inmultire.

Mediul de culturd agarizat se obfine din must de struguri steﬁl al cdrui pH este adus la
valoarea 6,0 prin adaos de o solutie alcalind de NaOH/KOH (IN). In mustul astfel pregatit se
* administreaz autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm” i agar-agar 20-30 g/dm’.

In cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticld cu volumul de 20 ml, se
toarna cate 10 ml mediu de culturd se sterilizeazi in autoclav timp de 30 min la 0,5 atmosfere.
Susa se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28°1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de culturi se sterilizeaza in autoclav
* timp de 30 min la 0,5 atmosfere; se toarna in cutii Petri sterile; dupa solidificare, susa se cultivd
pe acest mediu la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptond-10 g; KHPO4-3 g; MgS047H,0-2-5 g; apd dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidificd cu addugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la fel ca si mediul

. natural.

13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinei:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspét de struguri(glucide — 170-

210 g/dm®) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.

Mediul de culturd agarizat se obtine din must de struguri steril al carui pH este adus la
valoarea 6,0 p}in adaos de o solutie alcalind de NaOH/KOH (IN). In mustul astfel pregatit se
administreaza autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm® si agar-agar 20-30 g/dm’.

In cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticld cu volumul de 20 ml se
toarna cdte 15 ml mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la 0,5 atmosfere.

Susa se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.
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fn cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de cultura se sterilizeazi in autoclav
. timp de 30 min la 0,5 atmosfere. Mediul se toarni in cutii Petri sterile. Dupi solidificare, susa se
cultivé pe acest mediu la temperatura de 28°1°C timp de 48-72 ore.

Cultura se pastreazi la temperatura de 4-6 °C. Reinsimintarea culturii se face periodic dupa

fiecare 6 luni pe mediu proaspit pregitit.

14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —
170-200 g/dm?) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.

In eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml se toarnd céte 15 ml mediu de cultura, se
sterilizeazé in autoclav timp de 30 min la 0,5 atmosfere. Susa se cultiva pe acest mediu lichid la
temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore. :

fn cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptond-10 g; KH,PO4-3 g; MgS04-7H,0-2-5 g; api dist.-1000 ml. Se sterilizeazi la fel ca

si mediul natural.

15. Particularitatile genetice ale tulpinii : psihrofila

. 16. Este oare tulpina: zoopatogend ? Nu

fitopatogeni? Nu
17. Informatie complementar, comentarii: -
18. Cauza depunerii: brevetare

19. Autorul doreste si fie informat despre solicitarea tulpinii patentate? Da

: 20. Informatia despre tulpini poate fi publicati in catalogul CNMN pind la obtinerea
patentului? Da :

Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN, exem_thirele tulpinii
pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul este obligat sd restabileascd tulpina in_colectie in cazul pierderii viabilitdtii sale in

conditiile indicate de citre autor.

" Autorul va informa in _scris CNMN despre obtinerea_patentului (cu indicarea numdrului
patentului) pind la expirarea termenului de 3 ani.

21. Adresa deponentului: IP Institutul Siintifico Practic de Horticultura si Tehnologii
Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

+ 23. Informatie despre detinditorul brevetului de inventie:

- Cererea de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din
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- Coordonatele detinitorului (adresa, tel/fax, e-mail) ): IP Institutul Siinifico Practic de
Horticultur si Tehnologii Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.
Tel. (+373)022285018; e_mail: olea_g@rambler.ru

Data_ 30.94 92012 Deponenti-autori:  Taran N. -

Soldatenco O.

L.S.

Colectia confirma faptul ca pasaportul de fafa a fost depus la .30” ianuarie 2012

0. o
Sefal CNMN doctor in biologie, Chise %%f‘c”c S Chiselifa O.
% 'Z-"‘" i 5

Cojocari A.
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Anexa 2, b
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-31

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisindu, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, e-mail: cnmnmoldovai@yahoo.com

cnmnmoldova yalion. .2l

PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de cétre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-31

Data depunerii in CNMN
: ,, 117 mai 2018

1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiae
2. Denumirea atribuiti tulpinii de ciitre deponent: R-N-120-P-5

3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metodi a obfinut tulpina data): Taran N.,

Soldatenco O., (a.2016), au izolat tulpina din must de struguri a soiului Rard-Neagra, din centrul
vitivinicol ”"Purcari”, prin metoda ,,Ansei epuizate”.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O., (a.2017), [P Institutul Stiintifico
Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, mun. Chisindu, or. Codru, str. Vierul, 59.

5. Referinta bibliografica din clasificator: H.M. Bypbas. MUKPOOUOIOTHS BHHOACTHA. Slira,
1997. - 432¢.

6.Caracterele _morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se

inmulteste pe cale vegetativa prin inmugurire. Tulpina formeaza celule rotunde. Latimea
celulelor variaza intre 5,5-5,7 mkm cu lungimea de 6,0 mkm, avand o suprafatd de 26,4 mkm?
Celulele tinere sunt grupate cate patru, nu formeaza miceliul autentic. Pe mediu lichid formeaza
depozit floculant, tasat §i nu formeaza peliculd sau inel. Pe mediu solid agarizat formeaza colonii
rotunde cu suprafata neteda, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularititile fiziologo-biochimice ale tulpinii: cultura creste in intervalul de temperaturd
10°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar

peste 48-72 ore, pH optimal 3,0-3,4; Viabila in prezenta concentratiilor ridicate de substanie

fenolice.
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8. Importanta practici a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina datd este recomandatd pentru
producerea vinurilor rosii seci.
9. Produsul sintetizat de tulpini: alcool etilic, aminoacizi, glicerina, 2,3-butilenglicola.

10. Parametrii productivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de

cultivare, tulpina formeaza circa 100-150 min/ml celule.
11. Metode de determinare a activititii tulpinii: Metode stabilite de OIV pentru caracteristica
tulpinilor de levuri.

12. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dm") decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate si intervale de timp de mai lungd durata, pentru a evita distrugerea
substantelor nutritive.

Mediul de culturd agarizat se obtine din must de struguri steril al carui pH este adus la

valoarea 6,0 prin adaos de o solutic alcalind de NaOH/KOH (IN). in mustul astfel pregatit s
administreaz autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm’ §i agar-agar 20-30 g/dm3.

in cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticld cu volumul de 20 ml, se
toarni cate 10 ml mediu de cultura se sterilizeazd in autoclay timp de 30 min la presiunea 0.5
atm. Tulpina se cultivé pe acest mediu lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de culturd se sterilizeaza In autoclav
timp de 30 min la 0,5 atmosfere; se toarnd in cutii Petri sterile; dupd solidificare, susa se cultiva
pe acest mediu la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

fn cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucozd sau maltoza
50 g: peptond-10 g; KH>PO4-3 g; MgSO04-7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidifici cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la fel ca si mediul
natural.
13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinii:

Sunt aceleasi ca si in punctul 12. Cultura se pastreazd la temperatura de 4-6 °C.
Reinsamintarea culturii se face periodic dupa fiecare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.
14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de culturd din must de struguri se obfine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dm3) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord.
in eprubete sterile din sticld cu volumul de 20 ml se toarnd cate 15 ml mediu de cultura, se
sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunca 0,5 atm. Tulpina se cultivd pe acest mediu

lichid la temperatura de 28°t1°C timp de 48-72 ore.
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in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KHPO4-3 g; MgSO04-7H,0-2-5 g; apd dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la fel ca
si mediul natural.

15 .Particularitatile genetice ale tulpinii : hemoorganoheterotrofa

16. Este oare tulpina: zoopatogena ? Nu

fitopatogena? Nu
17. Informatie complementari, comentarii: -
18. Cauza depunerii: brevetare

19. Autorul doreste si fie informat despre solicitarea tulpinii brevetate? Da
20. Informatia despre tulpind poate fi publicatid in catalogul CNMN pini _la_obtinerea

brevetului?  Da

Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN, exemplarele tulpinii
pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul este obligat sd restabileascd tulpina in colectie in cazul pierderii viabilititii sale in

conditiile indicate de cdtre autor.

Autorul va informa in_scris CNMN despre obtinerea brevetului (cu_indicarea numdrului

brevetului) pind la expirarea termenului de 3 ani.

21. Adresa deponentului: IP Institutul Siingifico Practic de Horticultura si Tehnologii
Alirﬁentare, MD 2070 Chisindu, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

A e

23. Informatic despre detinitorul brevetului de inventie:

- Cererea de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din

- Coordonatele detinitorului (adresa, tel/fax, e-mail) ): IP Institutul Siinfifico Practic de

Horticultura si Tehnologii Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

Tel. (+373)022285018; ¢_mail: taraninvv(@yahoo.com

Data 4 e 2018 De oneﬁ j-autori: Taran N,
J Spldaten
PRl |

Colectia confirma faptul ca pasaportul de faiz'l 4 fostdepus la :;1 1” mai 2018
Sef al CNMN dr in biol., conf. cerc. Chaxe Lo Chiselita O.

Semnatura D-lui Chiselita O. o confirm,

Secretar st. al LM.B.,dr.in biol., conf. cerc. § _%_ Miscu V.
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Anexa 2, c

Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-32

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisindu, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, c-mail: cnmnmoldovafiyahoo.com

PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de citre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-32

Data depunerii in CNMN
117 mai 2018
1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiae
2. Denumirea atribuiti tulpinii de citre deponent: Ch75P-31F
3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metodi a obtinut tulpina data): Taran N.,

Soldatenco O. (a. 2016). au izolat tulpina din must de struguri a soiului Chardonnay, din Centrul
vitivinicol ,.Purcari” prin metoda .,Ansei epuizate”.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O. (a.2017), IP Institutul Stiin{ifico

Practic de Iorticultura $i Tehnologii Alimentare, mun. Chisindu, or. Codru, str. Vierul, 59.

5. Referinta bibliografica din_clasificator: H.M. Bypbsu. [Mpaktuueckas MHKpoOHONOTHS

BuHOlenms. Cumdeponons: Taspwia, 2003. -560 c.
6. Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se
inmulfeste pe calea vegetativa prin inmugurire. Tulpina formeazi celule rotunde, scurt ovale.
Latimea celulelor variaza intre 5,0-5,3 mkm cu lungimea de 5,8 mkm, avand o suprafati de 23,4
mkm? Celulele tinere sunt grupate cte patru, nu formeazi miceliul autentic. Pe mediu lichid
formeaza depozit fin, tasat §i nu formeaza pelicula sau inel. Pe mediu solid agarizat formeaza
colonii rotunde cu supratata plata, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularititile fiziologo-biochimice ale tulpinii:cultura creste in intervalul de temperatura

8°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar
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8. Importanta practica a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina data este recomandata pentru
producerea vinurilor albe secl.

9. Produsul sintetizat de tulpini: alcool etilic, aminoacizi, glicerina, 2,3-butilenglicold.

10. I’ara_ametrii produetivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupd 72 orc de
culli\-'arc-:, tulpina formeaza circa 100-150 min/ml celule.

11. Metode de determinare a activitiitii tulpinii: Metode stabilite de OTV pentru caracteristica
sugclor de levuri.

12. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:
Mediul de cultura din must de struguri se obtine din must proaspit de struguri (glucide -

170-200 g/dm’) decantat i sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate si intervale de timp de mai lungd duratd, pentru a cvita distrugerea
substanielor nutritive.

Mediul de culturd agarizal se obtine din must de struguri steril al carui pIl este adus la

valoarea 6,0 prin adaos de o soluic alcalind de NaOH/KOTH (IN). in mustul astfel pregitit se
administreaza autolizat de drojdie in concentragia 5-10 gfdm’* §i agar-agar 20-30 gfdmg.

in cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticld cu volumul de 20 ml. s¢
toarni cite 10 ml mediu de cultura se sterilizeazd in autoclav timp de 30 min la presiunca 0,5
atm. Tulpina se cultivi pe acest mediu lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: medin de cultur se sterilizeaza in autoclay
timp dc 30 min la 0.5 atmosfere: se toarna in cutii Petri sterile: dupa solidificare, susa se cultiva
pe acest mediu la temperatura de 28°+1°C imp de 48-72 ore.

in cazul cind lipseste mediul natural. se [oloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KHPO4-3 g MgSO, TH20-2-5 g; api dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidifica cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la [el ca si mediul
natural.
13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarca indelungata a tulpinei:

Sunt accleagi ca si in punctul 12. Cultura sc pastreaza la temperatura de 4-6 “C.
Reinsaminiarea culturii se face periodic dupa ficcare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.

14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de culturd din must ‘de struguri se obtine din must proaspit de struguri (glucide —
170-200 gjdm3 } decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.

fn eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml sc toarna cite 15 ml mediu de culturd, se
sterilizepzd in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5 atm. Tulpina s cultivi pe acesl mediu

lichid la temperatura de 28%=1°C timp de 48-72 ore.
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in cazul cind lipseste mediul natural, sc foloseste mediu sintetic Ilansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptond-10 g: KHoPOy-3 g3 Mg804 71 1,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la [el ca
si mediul natural.

15. Particularitatile genetice ale tulpinii : psihrofila

16. Este oarc tulpina: zoopatogenii ? Nu
fitopatogena? Nu

7. Informatic complementari, comentarii: -

18. Cauza depunerii: brevetare

19. Autorul doreste si fie informat despre solicitarea tulpinii brevetate? Da

20. Informatia despre tulpinii_poate fi publicatd in catalogul CNMN pind la obtinerca

brevetului?  Da

Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN, exemplarele tulpinii

pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul este obligat si_restabifeascd tulpina in colectie in cazul pierderii viabilitatii sale in

conditiile indicate de cdire aulor.
Autorul va informa in_scris CNMN despre obtinerea brevetului (cu indicarea numdrului

brevetului) pind la expirarea termenului de 3 ani,

21. Adresa deponentului: [P nstitutul Siingifico Practic de Horticulturd si Tehnologii
Alimentare. MD 2070 Chisindu, or. Codru, sir. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

23. Informatie despre detinitorul brevetului de inventic:

- Cererea de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din

- Coordonatele detinitorului (adresa, tel/fax, c-mail) ): IP Institutul $iingifico Practic de

Horticuituri-l si Tchnologii Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

Tel. (+373)022285018; e_mail: olea_g@rambler.ru

Data A4 n8u__ 2018 Deponenti-autori:  Taran N, ~

. Soldatenco O.__

Colectia confirma faptul ca pasaportukde fatzi' a fost depus la 117 mai 2018
Scf al CNMN dr in biol., conf. cerc. Chade )(_s:_ Chiselita O.

Semnatura 1-lui Chisclita O. o conlirm,

Sceretar st. al 1.M.B..dr.in biol.. conf. cere. " _/ %«_ __ MiscuV.
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o Anexa 2
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-33 °

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE
Institutul de Microbiologie si Biotehnologic al ASM

MD-2028, Republica Muldova. Chigindu, str.Academiel 1. Telifax.(373 22) 72 37 54, e-mail: c@nmhj_oyﬁya_mm.ﬂ)m

PASAPORTUL TU LPINII DE M ICROORGANISME

Cifrul atribuit de calre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-33

Data depunerii in CNMN
L117.mai 2018
1. Denumirca de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiue
2. Denumirea atribuiti tulpinii de citre deponent: FNFTP-1

3, Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metodd a_obfinut tulpina data): Taran N.,

Soldatenco O. (a. 2016), au izolat tulpina din must de struguri a soiului Feteasca alba, din
Centrul vitivinicol ,.Purcari” prin metoda ,Ansei epuizate”.

4, Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O. (a.2017), 1P Institutul Stiintifico
Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare, mun. Chigindu, or. Codru. str. Vierul, 59.

5. Referinta_bibliografica din clasificator: H.V. Bypris. ] [pakTyecKas MUKPOOHOIIOTHA

grmonemmst, CHMpEPOLo!Lb: Taspuaa, 2003. -560 c.

6. Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, s¢

inmulieste pe calea vegetativi prin inmugurire. Tulpina formeaza celule rounde. scurt ovale.
1.atimea celulelor variaza intre 5.3-5.7 mkm cu jungimea de 6,8 mkm. aviind o suprafatd de 289
mkm2.Celulele tinere sunt grupale cte patru, nu formeazd miceliul autentic. Pe mediu lichid
formeaza depozit fin, tasal si nu formeaza peliculad sau inel. Pe mediu solid agarizal formeazd
colonii rotunde cu suprafaa platd, lucioasd de culoare alb-crem.

7. Particularitatile fiziolo o-biochimice ale tul inii:cultura creste intervalul de temperaturd

{2 38°C, optimul dc dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar

peste 48-72 ore, pH optimal 2,8-3.4;: Nu climing H,S, poseda compelitivitati tehnologice.
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8. Importanta practica a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina data este recomandata pentru
producerea vinurilor albe seci.

9. Produsul sintetizat de tulpind: alcool etilic, aminoacizi, glicerind, 2,3-butilcng1icolz‘n.

10. Parametrii produetivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de
cultivare, tulpina formeaza circa 100-150 min/ml cclule.

11. Metode de determinare a activititii tulpinii; Metode stabilite de OIV pentru caracteristica

suselor de levuri.
12. Conditiile $i componenia mediului pentru cultivare:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspét de struguri (glucide —

170-200 g/de) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate §i intervale de timp de mai lungd duratd, pentru a evita distrugerea
substantclor nutritive.

Mediul de culturd agarizat sc obtine din must de struguri steril al cirui pH este adus la

valoarea 6,0 prin adaos de o solutie alcalina de NaOH/KOI (IN). in mustul astfel pregatit se
administreazd autolizat de drojdie in concentrajia 5-10 g.."de si agar-agar 20-30 g-"dm$,

in cazul ¢ind sc foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml, se
toarni cite 10 ml mediu de cultura se sterilizeaza in autoclay timp de 30 min la presiunea 0,5
atm. Tulpina se cullivé pe acest mediu lichid la temperatura de 28°41°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de culturd sc sterilizeaza in autoclav
timp de:30 min la 0,5 atmosfere; s¢ toarni in cutii Petri sterile; dupa solidificarc, suga s€ cultivd
pe acest mediu la temperatura de 2801°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: gl ucozi sau maltozd
50 g peptond-10 g: KH,PO4-3 g MgSO4 71 1,0-2-5 g; apd dist.-1000 ml. Mediul sintetic s€
solidifica cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeazi la fel ca si mediul
natural.

13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinei:

Sunt aceleasi ca i in punctu) 12, Cultura se pastrcazi la lemperatura de 4-6 °C.
Reinsamintarea culturii s¢ face periodic dupd fiecare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.

14. Metoda, conditiile si com onenta mediilor pentru multiplicarca tulpinii:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide -

170-200 g.-'dm3 ) decantat $i sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord.
{n eprubete sterile din sticld cu volumul de 20 ml se toarna cate 15 ml mediu de culturd, se
sterilizeazi in autoclav timp de 30 min la presiunca 0.5 atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu

lichid la temperatura de 28°11°C timp de 48-72 ore.
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in cazul cind lipseste mediul natural, se foloscste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltozd
50 g: peptona-10 g KH,PO4-3 g !\sigS()4'7HgO—2-S g api dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la fel ca
si mediul natural.
15. Particularitatile genetice ale tulpinii : D sihrofild
16. Este oare tulpina: zoopatogeni ? Nu
fitopatogend? Nu
nformatic com lementari comentarii: -

17. 1 { p y

18. Cauza denuncrii; brevelare

conditiile indicate de citre autor.

v informa in seris CNMN i i (cu indicarea pumdralul

prevetului) pind la expirared termendui de 3 ani.
21. Adresa deponentului: 1P Institutul Siintifico Practic de Horticulturd i Tehnologii
Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

Autorul sau colectiviil O 222222

23, Informatic despre detinitorul brevetului de inven ie:

. Cererea de brevet N il oo s e o

- Brevetul Nr. din
- Coordonatele detinatorului (adresa, tel/fax, ¢-mail) ): IP [nstitutul Siintifico Practic de

Horticultura §i Tehnologii Alimentare, MDD 2070 Chisindu, Or. Codru. str. Vierul.59.

Tel. (»‘.—373)0222850] §: e mail: olea_p{@rambler.ru

Data 1 Ol 2018 Dcpoggn}i‘-.aﬁidri:’“ _Taran N. // i

| ‘S_oldatcnco 0. ééz_

, LS”‘ 4 y

Colectia confirma faptul ¢ pasaportul dcbfﬁ[é a‘fogl dcpuéla 117 mai 201 8

Sef al CNMN dr in biol., conf. cerc.

Semnatura D-lui Chiselita O. o confirm,

Sceretar st. al LM.B..dr.in biol., conf. cerc.
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Anexa 2, e
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-34

CNMN COLECTIA NATIONALA DE

MICROORGANISME NEPATOGENE
[nstitutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisinau, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, e-mail: cnmnmoldova@yahoo.com

PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de catre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-34

Data depunerii in CNMN
.08”_10_2019

1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiae

2. Denumirea atribuita tulpinii de catre deponent: ATr-2.3

3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metoda a obtinut tulpina data): Taran N.,

Soldatenco O. (a. 2018), au izolat tulpina din must de struguri a soiului Aligote, din Centrul

vitivinicol ,, Trifesti” prin metoda ,,Ansei epuizate”.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O. (a.2019), IP Institutul Stiintifico

Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, mun. Chisinau, or. Codru, str. Vierul, 59.

5. Referinta bibliografica din _clasificator: H.W. Bypbsn. Ilpakriyeckas MuxpoOHONIOrHs

suHonenus. Cumdeponosns: Taspuaa, 2003. -560 c.

6. Caracterele_morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se

inmulfeste pe calea vegetativa prin inmugurire. Tulpina formeaza celule rotunde, scurt ovale.
Latimea celulelor variaza intre 5,5-5,7 mkm cu lungimea de 6,8 mkm, avand o suprafata de 28,9
mkm? Celulele tinere sunt grupate cate patru, nu formeaza miceliul autentic. Pe mediu lichid
formeaza depozit fin, tasat si nu formeaza pelicula sau inel. Pe mediu solid agarizat formeaza
colonii rotunde cu suprafafa plata, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii:cultura creste in intervalul de temperatura

8°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar

peste 48-72 ore, pH optimal 2,8-3,4; Nu elimina H>S, poseda competitivitati tehnologice.
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8. Importanta practica a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina data este recomandata pentru

producerea vinurilor albe seci.

9. Produsul sintetizat de tulpina: alcool etilic, aminoacizi, compusi aromatici, glicerina, 2,3-

butilenglicola.

10. Parametrii productivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de

cultivare, tulpina formeaza circa 100-150 mln/ml celule.

11. Metode de determinare a activitatii tulpinii: Metode stabilite de OIV pentru caracteristica

tulpinilor de levuri.

12. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:

Mediul de cultura din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dm’) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate §i intervale de timp de mai lunga durata, pentru a evita distrugerea
substangelor nutritive.

Mediul de cultura agarizat se obtine din must de struguri steril al carui pH este adus la

valoarea 6,0 prin adaos de o solutie alcalina de NaOH/KOH (IN). In mustul astfel pregatit se
administreaza autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm3 si agar-agar 20-30 g/dma.

In cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml, se
toarnd cate 10 ml mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5
atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav
timp de 30 min la 0,5 atmosfere; se toarna in cutii Petri sterile; dupa solidificare, susa se cultiva
pe acest mediu la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste medib sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptond-10 g; KH,PO4-3 g; MgSO4 7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidifica cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la fel ca si mediul

natural.

13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinei:
Sunt aceleasi ca si in punctul 12, Cultura se pastreaza in frigider la temperatura de 4-6 °C.
Reinsamingarea culturii se face periodic dupa fiecare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.

14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de cultura din must de struguri se objine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dms) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.
In tuburi sterile din sticla cu volumul de 20 ml se toarna cate 15 ml mediu de cultura, se
sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5 atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu

lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.
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In cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH,PO4-3 g; MgSO4-7TH,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la fel ca
si mediul natural.
15. Particularitatile genetice ale tulpinii : hemoorganoheterotrofa
16. Este oare tulpina: zoopatogena ? Nu

fitopatogena? Nu

17. Informatie complementari, comentarii: -
18. Cauza depunerii: brevetare

19. Autorul doreste sa fie informat despre solicitarea tulpinii brevetate? Da
20. Informatia despre tulpind poate fi publicatd in catalogul CNMN pini la obtinerea

brevetului? Da

Autorul este informat despre includerea tulpinii date in_fondul CNMN, exemplarele tulpinii

pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul este obligat sa restabileasca tulpina in_colectie in_cazul pierderii viabilitatii sale in

conditiile indicate de catre autor.

Autorul va informa in_scris CNMN despre obtinerea brevetului (cu_indicarea numarului

brevetului) pina la expirarea termenului de 3 ani.,

21. Adresa deponentului: IP Institutul Siingifico Practic de Horticultura si Tehnologii
Alimentare, MD 2070 Chisinzu, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

23. Informatie despre detinatorul brevetului de inventie:

- Cererea de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din

- Coordonatele detinatorului (adresa, tel/fax, e-mail) ): IP Institutul Siintifico Practic de
Horticultura si Tehnologii Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.
Tel. (+373)022285018; e_mail: olea_g@rambler.ru

Data 2019

e\
a fost-de; 08 ” _m?_2019

LY,
#oeet)  subuT.

Sef al CNMN dr in biol., conf. cerc.

Semnatura D-nei Sirbu T. o confirm, W
Secretar st. al LM.B..dr.in biol., conf. cerc. R Miscu V.
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Anexa 2, f
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-35

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisinau, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, e-mail: cnmnmoldova@yahoo.com

PASAPORTUL TULPINI DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de catre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-35

Data depunerii in CNMN
+08 #1103 2019

1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiae

2. Denumirea atribuita tulpinii de catre deponent: S757r-4.4

3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metoda a obtinut tulpina data): Taran N.,

Soldatenco O. (a. 2018), au izolat tulpina din must de struguri a soiului Sauvignon, din Centrul
vitivinicol ,, Trifesti” prin metoda ,,Ansei epuizate”.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O. (a.2019), IP Institutul $tiintifico

Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, mun. Chisginau, or. Codru, str. Vierul, 59.

5. Referinta bibliografica din clasificator: H.W. Bypesu. [lpaxtuueckas MHKpoOHOJIOrHS

suHozaenus. Cumdeponons: Taspuua, 2003. -560 c.

6. Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se

inmul{este pe calea vegetativa prin inmugurire. Tulpina formeaza celule rotunde, scurt ovale.
Lagimea celulelor variaza intre 5,0-5,3 mkm cu lungimea de 5,4 mkm, avand o suprafata de 21,8
mkm?.Celulele tinere sunt grupate céte patru, nu formeaza miceliul autentic. Pe mediu lichid
formeaza depozit fin, tasat si nu formeaza pelicula sau inel. Pe mediu solid agarizat formeaza
colonii rotunde cu suprafata plata, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii:cultura creste in intervalul de temperatura

8°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar

peste 48-72 ore, pH optimal 2,8-3,4; Nu elimina H,S, poseda competitivitai tehnologice.
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8. Importanta practica a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina data este recomandata pentru

producerea vinurilor albe aromate seci.

9. Produsul sintetizat de tulpini: alcool etilic, aminoacizi, compusi aromatici, glicerina, 2,3-

butilenglicola.

10. Parametrii productivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de

cultivare, tulpina formeaza circa 100-150 min/mli celule.
11. Metode de determinare a activitatii tulpinii: Metode stabilite de OIV pentru caracteristica
tulpinilor de levuri.

12. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:

Mediul de cultura din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dm3) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate si intervale de timp de mai lungd duratd, pentru a evita distrugerea
substantelor nutritive.

Mediul de cultura agarizat se obtine din must de struguri steril al carui pH este adus la

valoarea 6,0 prin adaos de o solutie alcalina de NaOH/KOH (IN). in mustul astfel pregatit se
administreaza autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm” si agar-agar 20-30 g/dm’.

In cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml, se
toarna cate 10 ml mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5
atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

fn cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav
timp de 30 min la 0,5 atmosfere; se toarna in cutii Petri sterile; dupa solidificare, susa se cultiva
pe acest mediu la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH,PO4-3 g; MgSO4-7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidifica cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la fel ca si mediul
natural.

13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinei:

Sunt aceleasi ca si in punctul 12. Cultura se pastreaza in frigider la temperatura de 4-6 °C.

Reinsamintarea culturii se face periodic dupa fiecare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.
14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —
170-200 g/dm?) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.

in tuburi sterile din sticla cu volumul de 20 ml se toarna cite 15 ml mediu de culturd, se
sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5 atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu

lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.
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in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH,PO4-3 g; MgSO4-7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la fel ca
si mediul natural.

15. Particularitatile genetice ale tulpinii : hemoorganoheterotrofa

16. Este oare tulpina: zoopatogend ? Nu

fitopatogena? Nu
17. Informatie complementari, comentarii: -
18. Cauza depunerii: brevetare

19. Autorul doreste sa fie informat despre solicitarea tulpinii brevetate? Da

20. Informatia despre tulpind poate fi publicatd in catalogul CNMN pina-la obtinerea

brevetului?  Da

Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN, exemplarele tulpinii

pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul_este obligat s restabileascd tulpina in_colectie in_cazul pierderii viabilitatii sale in

conditiile indicate de catre autor.

Autorul va_informa_in_scris CNMN despre_obtinerea_brevetului (cu_indicarea numdrului

brevetului) pind la expirarea termenului de 3 ani,

21. Adresa_deponentului: [P Institutul Siingifico Practic de Horticulturd si Tehnologii
Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

23. Informatie despre detiniitorul brevetului de inventie:

- Cererea de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din

- Coordonatele detinatorului (adresa, tel/fax, e-mail) ): IP Institutul Siintifico Practic de

Horticultura si Tehnologii Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.
Tel. (+373)022285018; ¢_mail: olea_g@rambler.ru

Data 2019 i ri: Taran N. 2

‘Soldatenco O.

v

la.._08 »_10___ 2019

L2/  sibur.

Semnatura D-nei Sirbu T. o confirm, // ///
Secretar gt. al LM.B.dr.in biol., conf. cerc. . W Miscu V.
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Anexa 2, g
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-36

CNMN COLECTIA NATIONALA DE

MICROORGANISME NEPATOGENE
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisinau, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, e-mail: cnmnmoldova@yahoo.com

PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de catre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-36

Data depunerii in CNMN
» 08 ”___ 10 2019
1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiae
2. Denumirea atribuitd tulpinii de citre deponent: M100Tr-1
3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metoda a obtinut tulpina data): Taran N.,

Soldatenco O., (a.2018), au izolat tulpina din must de struguri a soiului Merlot, din centrul
vitivinicol *Trifesti”, prin metoda ,,Ansei epuizate™.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O., (a.2019), IP Institutul $tiintifico

Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, mun. Chiginau, or. Codru, str. Vierul, 59.
5. Referinta bibliografica din clasificator: H.W. Bypbsin. MukpoGuonorust sunosesus. fnra,

1997. - 432c.

6.Caracterele_morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se

inmulteste pe cale vegetativd prin Inmugurire. Tulpina formeaza celule rotunde, scurt ovale.
Lagimea celulelor variaza intre 5,6-5,8 mkm cu lungimea de 6,0 mkm, avédnd o suprafata de 26,8
mkm? Celulele tinere sunt grupate cate patru, nu formeaza miceliul autentic. Pe mediu lichid
formeaza depozit floculant, tasat si nu formeaza peliculd sau inel. Pe mediu solid agarizat
formeaza colonii rotunde cu suprafata neteda, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularititile fiziologo-biochimice ale tulpinii: cultura creste in intervalul de temperatura

10°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar
peste 48-72 ore, pH optimal 3,0-3,4; Viabild in prezenta concentratiilor ridicate de substante

fenolice.
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8. Importanta practica a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina data este recomandata pentru

producerea vinurilor rosii seci.
9. Produsul sintetizat de tulpina: alcool etilic, aminoacizi, compusi aromatici, glicerina, 2,3-
butilenglicola.

10. Parametrii productivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de

cultivare, tulpina formeaza circa 100-150 mln/ml celule.
11. Metode de determinare a activitatii tulpinii: Metode stabilite de OIV pentru caracteristica

tulpinilor de levuri.

12. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dm’®) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate si intervale de timp de mai lunga durata, pentru a evita distrugerea
substantelor nutritive.

Mediul de cultura agarizat se obtine din must de struguri steril al carui pH este adus la
valoarea 6,0 prin adaos de o solutie alcalina de NaOH/KOH (IN). In mustul astfel pregatit se
administreaza autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm’ si agar-agar 20-30 g/dm’.

In cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml, se
toarna c.éte 10 ml mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5
atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav
timp de:30 min la 0,5 atmosfere; se toarna in cutii Petri sterile; dupa solidificare, susa se cultiva
pe acest mediu la temperatura de 28°t1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH2PO4-3 g; MgSO4-7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidifica cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la fel ca si mediul
natural.

13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinii:

Sunt aceleasi ca si in punctul 12. Cultura se pastreaza la temperatura de 4-6 °C in frigider.
Reinsamintarea culturii se face periodic dupa fiecare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.

14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de culturd din must de struguri se obtine din must proaspat de struguri (glucide —
170-200 g/dms) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.

In tuburi sterile din sticld cu volumul de 20 ml se toarna cate 15 ml mediu de culturd, se
sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5 atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu

lichid la temperatura de 28°+1°C timp de 48-72 ore.
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in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH,PO4-3 g; MgSO4 7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la fel ca
si mediul natural.

15_.Particularitatile genetice ale tulpinii : hemoorganoheterotrofa

16. Este oare tulpina: zoopatogena ? Nu
fitopatogend? Nu
17. Informatie complementari, comentarii: -
18. Cauza depunerii: brevetare
19. Autorul doreste sa fie informat despre solicitarea tulpinii brevetate? Da
20. Informatia despre tulpind poate fi publicati in catalogul CNMN pind la obtinerea
brevetului? _ Da
Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN, exemplarele tulpinii
pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul_este obligat sa _restabileasca tulpina in_colectie in cazul pierderii viabilitatii sale in
conditiile indicate de catre autor.

Autorul va_informa _in_scris CNMN despre obtinerea brevetului (cu indicarea numdrului

brevetului) pina la expirarea termenului de 3 ani.

21. Adresa deponentului: [P Institutul Siinfifico Practic de Horticultura §i Tehnologii
Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

23. Informatie despre detinatorul brevetului de inventie:

- Cereréa de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din

- Coordonatele detinitorului (adresa, tel/fax, e-mail) ): [P Institutul Siintifico Practic de
Horticultura si Tehnologii Alimentare, MD 2070 Chisindu, or. Codru, str. Vierul,59.
Tel. (+373)022285018; e_mail: taraninvv@yahoo.com

Data_ 2019

Colectia confirma faptul ca pasaportul de N, I 08 » 10 2019
Sef al CNMN dr in biol., conf. cerc. s ,@;7/ Sirbu T.

Semnatura D-nei Sirbu T. o confirm,

/7
Secretar st. al .M.B.,dr.in biol., conf. cerc. & ! . 7 Miscu V.
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Anexa 2, h
Pasaportul tulpinii de microorganisme CNMN-Y-37

CNMN COLECTIA NATIONALA DE

MICROORGANISME NEPATOGENE
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

MD-2028, Republica Moldova, Chisinau, str.Academiei 1. Tel/fax.(373 22) 72 57 54, e-mail: camnmoldova@yahoo.com

PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de catre
COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-Y-37
Data depunerii in CNMN
» 087_10 2019

1. Denumirea de specie a tulpinii: Saccharomyces cerevisiae

2. Denumirea atribuita tulpinii de citre deponent: C-S6077r-2
3. Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metodd a obtinut tulpina data) : Taran N.,

Soldatenco O., (a.2018), au izolat tulpina din must de struguri a soiului Cabernet-Sauvignon, din
centrul vitivinicol ”Trifesti”, prin metoda ,,Ansei epuizate”.

4. Cine si unde a identificat tulpina: Taran N., Soldatenco O., (a.2019), IP Institutul $tiinfifico
Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, mun. Chisinau, or. Codru, str. Vierul, 59.

5. Referinta bibliografica din clasificator: H.W. Bypbsn. MukpoGuonorus Bunoaenus. Slira,
1997. - 432c.

6.Caracterele_morfologo-culturale ale tulpinii: Microorganismul este de tip eucariot, se

inmulfeste pe calea vegetativa prin inmugurire. Tulpina formeaza celule ovale. Latimea celulelor
variaza intre 5,6-5,8 mkm cu lungimea de 6,8 mkm, avand o suprafafa de 30,4 mkm?. Celulele
tinere sunt grupate cate patru, nu formeaza miceliul autentic. Pe mediu lichid formeaza depozit
fin, tasat si nu formeaza pelicula sau inel. Pe mediu solid agarizat formeaza colonii rotunde cu
margini putin ondulate, suprafata neteda, lucioasa de culoare alb-crem.

7. Particularititile fiziologo-biochimice ale tulpinii: cultura creste in intervalul de temperatura

10°...38°C, optimul de dezvoltare este cuprins in intervalul termic de 18°....28°C; coloniile apar
peste 48-72 ore, pH optimal 3,0-3,4; Viabila in prezenta concentratiilor ridicate de substante
fenolice si alcool etilic.

8. Importanta practici a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina data este recomandata pentru

producerea vinurilor rosii seci cu concentratii sporite de alcool.

262



9. Produsul sintetizat de tulpini: alcool etilic, aminoacizi, compusi aromatici, glicerina, 2,3-

butilenglicola.
10. Parametrii productivi al tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore de
cultivare, tulpina formeaza circa 100-150 mIn/ml celule.

11. Metode de determinare a activititii tulpinii: Metode stabilite de OIV pentru caracteristica

tulpinilor de levuri.

Conditiile si componenta mediului pentru cultivare:

Mediul de culturd din must de struguri se obfine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dm’) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc
temperaturi mai ridicate §i intervale de timp de mai lungd durata, pentru a evita distrugerea
substantelor nutritive. .

Mediul de culturd agarizat se obtine din must de struguri steril al carui pH este adus la
valoarea 6,0 prin adaos de o solutie alcalina de NaOH/KOH (IN). In mustul astfel pregatit se
administreaza autolizat de drojdie in concentratia 5-10 g/dm’ §i agar-agar 20-30 g/dm”.

In cazul cind se foloseste mediul lichid: in eprubete sterile din sticla cu volumul de 20 ml, se
toarna cdte 10 ml mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5
atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28°£1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind se foloseste mediul solid agarizat: mediu de cultura se sterilizeaza in autoclav
timp de 30 min la 0,5 atmosfere; se toarna in cutii Petri sterile; dupa solidificare, susa se cultiva
pe acest. mediu la temperatura de 28°£1°C timp de 48-72 ore.

in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH,PO4-3 g: MgS0O,4 7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Mediul sintetic se
solidifica cu addugarea de agar-agar in cantitate de 1-3%. Se sterilizeaza la fel ca si mediul
natural.

13. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata a tulpinei:

Sunt aceleasi ca si in punctul 12. Cultura se pastreaza in frigider la temperatura de 4-6 °C.
Reinsamintarea culturii se face periodic dupa fiecare 6 luni pe mediu proaspat pregatit.

14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:

Mediul de culturd din must de struguri se obfine din must proaspat de struguri (glucide —

170-200 g/dmj) decantat si sterilizat la temperatura de 125°C timp de o ora.

In tuburi sterile din sticla cu volumul de 20 ml se toarnd cite 15 ml mediu de culturd, se
sterilizeaza n autoclav timp de 30 min la presiunea 0,5 atm. Tulpina se cultiva pe acest mediu
lichid la temperatura de 28°£1°C timp de 48-72 ore.

In cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediu sintetic Hansen: glucoza sau maltoza
50 g; peptona-10 g; KH,PO4-3 g; MgSO4-7H,0-2-5 g; apa dist.-1000 ml. Se sterilizeaza la fel ca

si mediul natural.

263



15_Particularitatile genetice ale tulpinii : hemoorganoheterotrofa

16. Este oare tulpina: zoopatogend ? Nu

fitopatogenda? Nu
17. Informatie complementari, comentarii: -
18. Cauza depunerii: brevetare

19. Autorul doreste si fie informat despre solicitarea tulpinii brevetate? Da

20. Informatia despre tulpina poate fi publicata in catalogul CNMN pina la obtinerea

brevetului? Da

Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN, exemplarele tulpinii
pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.

Autorul este obligat sa restabileasca tulpina in colectie in cazul pierderii viabilitatii sale in
conditiile indicate de catre autor.

Autorul va _informa in_scris CNMN despre obtinerea_brevetului (cu_indicarea numdarului

brevetului) pind la expirarea termenului de 3 ani.

21. Adresa deponentului: [P Institutul Siingifico Practic de Horticultura si Tehnologii
Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.

22. Autorul sau colectivul de autori: Taran N., Soldatenco O.

23. Informatie despre detinitorul brevetului de inventie:

- Cererea de brevet Nr. din

- Brevetul Nr. din

- Coordonatele defindtorului (adresa, tel/fax, e-mail) ): IP Institutul Siintifico Practic de
Horticultura si Tehnologii Alimentare, MD 2070 Chisinau, or. Codru, str. Vierul,59.
Tel. (+373)022285018; e_mail: taraninvv@yahoo.com

Data 2019 Deponenti-autori: Taran N.

Soldatenco O.

portil'ge fagi a fost depus la,. 08 __10__ 2019

Sef al CNMN dr in biol., conf. cerc. ;%/ Sirbu T.

Colectia confirma faptul ca pag

Semnatura D-nei Sirbu T. o confirm,

Secretar st. al LM.B.dr.in biol., conf. cerc. < /7|  Miscu V.

v,
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Anexa 3

Tulpinile de levuri inregistrate in baza de date mondiala NCBI
(National Center for Biotechnology Information, USA, Maryland)

Saccharomyces cerevisiae strain CNIMIN-Y-26 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS MT193274 614 bp DNA linear PLN 21-MAR-
2020
DEFINITION Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-26 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S5 ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence.
ACCESSION MT193274
VERSION MT193274.1
KEYWORDS
SOURCE Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast)
ORGANISM Saccharomyces cerevisiae
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae;
Saccharomyces.
REFERENCE 1 (bases 1 to 614)
AUTHORS Soldatenco,0. and Taran,N.
TITLE Local Moldavian strain yeast
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 614)
AUTHORS Soldatenco,0. and Taran,N.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-MAR-2020) oenology, Public Institution
Scientific-practical Institute of Horticulture and Food
Technologies, Vierul, 59, Codru, Chisinau 2070, Moldova
COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..614
/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-26"
/db xref="taxon:4932"
misc RNA <l..>614
/note="contains internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"
ORIGIN
1 agatttatat tttgaatgga ttttttgttt tggcaagagc atgagagctt ttactgggca
61 agaagacaag agatggagag tccagccggg cctgcgctta agtgcgcggt cttgctagge
121 ttgtaagttt ctttcttgct attccaaacg gtgagagatt tctgtgcttt tgttatacga
181 caattaaaac cgtttcaata caacacactg tggagttttc atatctttgc aactttttct
241 ttgggcattc gagcaatcgg ggcccagagg taacaaacac aaacaatttt atctattcat
301 taaatttttg tcaaaaacaa gaattttcgt aactggaaat tttaaaatat taaaaacttt
361 caacaacgga tctcttggtt ctcgcatcga tgaagaacgc agcgaaatgc gatacgtaat
421 gtgaattgca gaattccgtg aatcatcgaa tctttgaacg cacattgcgc cccttggtat
481 tccagggggc atgcctgttt gagcgtcatt tccttctcaa acattctgtt tggtagtgag
541 tgatactctt tggagttaac ttgaaattgc tggccttttc attggatgtt tttttttcca
601 aagagaggtt tctc
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT193274.1?from=1&to=614

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-31 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MT640330

737 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-31 internal transcribed

spacer 1,
sequence;

MT640330

MT640330.

Saccharomyces cerevisiae

partial sequence;
and internal transcribed spacer 2,

1

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota;
Saccharomycetes;

Fungi;

Saccharomyces.
1 (bases 1 to 737)

Soldatenco, O.

Dikarya;

and Taran,N.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 737)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Taran,N.

Ascomycota;
Saccharomycetales;

oenology,

(baker's yeast)

5.8S5 ribosomal RNA gene,

partial

Public Institution

complete
sequence.

Saccharomycotina;
Saccharomycetaceae;

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

ttttgttttg
cagccgggcce
tccaaacggt
acacactgtg
cccagaggta
attttcgtaa
cgcatcgatg
tcatcgaatc
gcgtcatttce
gaaattgctg
gaggtataat
actgagcgta
agtttgacct

1..737

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-31"

/db xref="taxon:4932"

<1l..>737

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

gcaagagcat
tgcgcttaag
gagagatttc
gagttttcat
acaaacacaa
ctggaaattt
aagaacgcag
tttgaacgca
cttctcaaac
gccttttcecat
gcaagtacgg
ttggaacgtt
caaatca

gagagctttt
tgcgecggtcet
tgtgcttttg
atctttgcaa
acaattttat
taaaatatta
cgaaatgcga
cattgcgccc
attctgtttg
tggatgtttt
tcgttttagg
atcgataaga

actgggcaag
tgctaggctt
ttataggaca
ctttttecttt
ctattcatta
aaaactttca
tacgtaatgt
cttggtattc
gtagtgagtg
ttttccaaag
ttttaccaac
agagagcgtc

aagacaagag
gtaagtttct
attaaaaccg
gggcattcga
aatttttgtc
acaacggatc
gaattgcaga
cagggggcat
atactctttg
agaggtttct
tgcggctaat
taggcgaaca

Moldova

5.85

atggagagtc
ttcttgctat
tttcaataca
gcaatcgggg
aaaaacaaga
tcttggttct
attccgtgaa
gcctgtttga
gagttaactt
ctgcgtgcett
ctttttttat
atgttcttaa
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT640330.1?from=1&to=737

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-32 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MT641203

738 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-32 internal transcribed

spacer 1,
sequence;

MT641203

MT641203.

Saccharomyces cerevisiae

partial sequence;
and internal transcribed spacer 2,

1

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota;
Saccharomycetes;

Fungi;

Saccharomyces.
1 (bases 1 to 738)

Soldatenco, O.

Dikarya;

and Taran,N.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 738)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Taran,N.

Ascomycota;
Saccharomycetales;

oenology,

(baker's yeast)

5.8S5 ribosomal RNA gene,

partial

Public Institution

complete
sequence.

Saccharomycotina;
Saccharomycetaceae;

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

atggattttt
ggagagtcca
cttgctattc
tcaatacaac
aatcggggcc
aaacaagaat
ttggttctcg
tccgtgaatce
ctgtttgagc
gttaacttga
gcgtgcttga
ttttttatac
gttcttaaag

1..738

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-32"

/db xref="taxon:4932"

<1l..>738

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

ttgttttggc
gccgggcectyg
caaacggtga
acactgtgga
cagaggtaac
tttcgtaact
catcgatgaa
atcgaatctt
gtcatttcct
aattgctggce
ggtataatgc
tgagcgtatt
ttgacctc

aagagcatga
cgcttaagtg
gagatttctg
gttttcatat
aaacacaaac
ggaaatttta
gaacgcagcg
tgaacgcaca
tctcaaacat
cttttcattg
aagtacggtc
ggaacgttat

gagcttttac
cgcggtcettg
tgcttttgtt
ctttgcaact
aattttatct
aaatattaaa
aaatgcgata
ttgcgccccet
tctgtttggt
gatgtttttt
gttttaggtt
cgataagaag

tgggcaagaa
ctaggcttgt
ataggacaat
ttttctttgg
attcattaaa
aactttcaac
cgtaatgtga
tggtattcca
agtgagtgat
ttccaaagag
ttaccaactg
aaagcgtcta

Moldova

5.8

gacaagagat
aagtttcttt
taaaaccgtt
gcattcgagc
tttttgtcaa
aacggatctc
attgcagaat
gggggcatgce
actctttgga
aggtttctct
cggctaatct
ggcgaacaat
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT641203.1?from=1&to=738

Saccharomyces cerevisiae strain CNMIN-Y-33 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MT641207

722 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-33 internal transcribed

spacer 1,
sequence;

MT641207

MT641207.

Saccharomyces cerevisiae

partial sequence;
and internal transcribed spacer 2,

1

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota;
Saccharomycetes;

Fungi;

Saccharomyces.
1 (bases 1 to 722)

Soldatenco, O.

Dikarya;

and Nicolae,T.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 722)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Nicolae,T.

Ascomycota;
Saccharomycetales;

oenology,

(baker's yeast)

5.8S5 ribosomal RNA gene,

partial

Public Institution

complete
sequence.

Saccharomycotina;
Saccharomycetaceae;

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

ttttgttttg
cagccgggcce
tccaaacggt
acacactgtg
cccagaggta
attttcgtaa
cgcatcgatg
tcatcgaatc
gcgtcatttce
gaaattgctg
gaggtataat
actgagcgta
aa

1..722

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-33"

/db xref="taxon:4932"

<1l..>722

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

gcaagagcat
tgcgcttaag
gagagatttc
gagttttcat
acaaacacaa
ctggaaattt
aagaacgcag
tttgaacgca
cttctcaaac
gccttttcecat
gcaagtacgg
ttggaacgtt

gagagctttt
tgcgecggtcet
tgtgcttttg
atctttgcaa
acaattttat
taaaatatta
cgaaatgcga
cattgcgccc
attctgtttg
tggatgtttt
tcgttttagg
atcgataaga

actgggcaag
tgctaggctt
ttataggaca
ctttttecttt
ctattcatta
aaaactttca
tacgtaatgt
cttggtattc
gtagtgagtg
ttttccaaag
ttttaccaac
agagagcgtc

aagacaagag
gtaagtttct
attaaaaccg
gggcattcga
aatttttgtc
acaacggatc
gaattgcaga
cagggggcat
atactctttg
agaggtttct
tgcggctaat
taggcgaaca

Moldova

5.8

atggagagtc
ttcttgctat
tttcaataca
gcaatcgggg
aaaaacaaga
tcttggttct
attccgtgaa
gcctgtttga
gagttaactt
ctgcgtgcett
ctttttttat
atgttcctta
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT641207.1?from=1&to=722

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-34 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

MT641208 654 bp DNA linear PLN 24-JUN-
Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-34 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence.
MT641208

MT641208.1

Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast)

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae;
Saccharomyces.

1 (bases 1 to 654)

Soldatenco, O.

and Taran,N.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 654)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Taran,N.

oenology,

Public Institution

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

gcctgegett
ggtgagagat
gtggagtttt
gtaacaaaca
taactggaaa
atgaagaacg
atctttgaac
ttccttctcea
ctggccectttt
aatgcaagta
cgtattggaa

1..654

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-34"

/db xref="taxon:4932"

<l..>654

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

aagtgcgcgg
ttctgtgctt
catatctttg
caaacaattt
ttttaaaata
cagcgaaatg
gcacattgcg
aacattctgt
cattggatgt
cggtcgtttt
cgttatcgat

tcttgctagg
ttgttatagg
caactttttc
tatctattca
ttaaaaactt
cgatacgtaa
ccccttggta
ttggtagtga
tttttttcca
aggttttacc
aagaagagaa

cttgtaagtt
acaattaaaa
tttgggcatt
ttaaattttt
tcaacaacgg
tgtgaattgc
ttccaggggg
gtgatactct
aagagaggtt
aactgcggcet
gcgtctaggce

tctttcttgce
ccgtttcaat
cgagcaatcg
gtcaaaaaca
atctcttggt
agaattccgt
catgcctgtt
ttggagttaa
tctctgcgtyg
aatctttttt
gaacaatgtt

Moldova

5.8

tattccaaac
acaacacact
gggcccagag
agaattttcg
tctcgcatcg
gaatcatcga
tgagcgtcat
cttgaaattg
cttgaggtat
ttatactgag
ctta
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT641208.1?from=1&to=654

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-35 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

MT641209

719 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-35 internal transcribed

spacer 1,
sequence;

MT641209

MT6412009.

Saccharomyces cerevisiae

partial sequence;
and internal transcribed spacer 2,

1

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota;
Saccharomycetes;

Fungi;

Saccharomyces.
1 (bases 1 to 719)

Soldatenco, O.

Dikarya;

and Taran,N.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 719)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Taran,N.

Ascomycota;
Saccharomycetales;

oenology,

(baker's yeast)

5.8S5 ribosomal RNA gene,

partial

Public Institution

complete
sequence.

Saccharomycotina;
Saccharomycetaceae;

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

tttgttttgg
agccgggcect
ccaaacggtg
cacactgtgg
ccagaggtaa
ttttcgtaac
gcatcgatga
catcgaatct
cgtcatttcc
aaattgctgg
aggtataatg
tgagcgtatt

1..719

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-35"

/db xref="taxon:4932"

<1l..>719

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

caagagcatg
gcgcttaagt
agagatttct
agttttcata
caaacacaaa
tggaaatttt
agaacgcagc
ttgaacgcac
ttctcaaaca
ccttttcatt
caagtacggt
ggaacgttat

agagctttta
gcgcggtegt
gtgcttttgt
tctttgcaac
caattttatc
aaaatattaa
gaaatgcgat
attgcgcccc
ttctgtttgg
ggatgttttt
cgttttaggt
cgataagaag

ctgggcaaga
gctaggcttg
tataggacaa
tttttctttg
tattcattaa
aaactttcaa
acgtaatgtg
ttggtattcc
tagtgagtga
tttccaaaga
tttaccaact
aggagcgtct

agacaagaga
taagtttctt
ttaaaaccgt
ggcattcgag
atttttgtca
caacggatct
aattgcagaa
agggggcatg
tactctttgg
gaggtttctc
gcggctaatc
aggcgaacaa

Moldova

5.8

tggagagtcc
tcttgctatt
ttcaatacaa
caatcggggc
aaaacaagaa
cttggttctc
ttccgtgaat
cctgtttgag
agttaacttg
tgcgtgcttg
ttttttatac
tgttcttaa
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT641209.1?from=1&to=719

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-36 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MT641217

737 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-36 internal transcribed

spacer 1,
sequence;

MT641217

MT641217.

Saccharomyces cerevisiae

partial sequence;
and internal transcribed spacer 2,

1

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota;
Saccharomycetes;

Fungi;

Saccharomyces.
1 (bases 1 to 737)

Soldatenco, O.

Dikarya;

and Taran,N.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 737)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Taran,N.

Ascomycota;
Saccharomycetales;

oenology,

(baker's yeast)

5.8S5 ribosomal RNA gene,

partial

Public Institution

complete
sequence.

Saccharomycotina;
Saccharomycetaceae;

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

tttttgtttt
ccagccgggce
ttccaaacgg
aacacactgt
gcccagaggt
aattttcgta
tcgcatcgat
atcatcgaat
agcgtcattt
tgaaattgct
tgaggtataa
actgagcgta
agtttgacct

1..737

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-36"

/db xref="taxon:4932"

<1l..>737

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

ggcaagagca
ctgcgcttaa
tgagagattt
ggagttttca
aacaaacaca
actggaaatt
gaagaacgca
ctttgaacgc
ccttctcaaa
ggccttttca
tgcaagtacg
ttggaacgtt
caaatca

tgagagcttt
gtgcgcggtce
ctgtgctttt
tatctttgca
aacaatttta
ttaaaatatt
gcgaaatgcg
acattgcgcc
cattctgttt
ttggatgttt
gtcgttttag
atcgataaga

tactgggcaa
gtgctaggct
gttataggac
actttttctt
tctattcatt
aaaaactttc
atacgtaatg
ccttggtatt
ggtagtgagt
tttttccaaa
gttttaccaa
agagagcgtc

gaagacaaga
tgtaagtttc
aattaaaacc
tgggcattcg
aaatttttgt
aacaacggat
tgaattgcag
ccagggggca
gatactcttt
gagaggtttc
ctgcggctaa
taggcgaaca

Moldova

5.8

gatggagagt
tttcttgcta
gtttcaatac
agcaatcggg
caaaaacaag
ctcttggttc
aattccgtga
tgcctgtttg
ggagttaact
tctgcgtgcet
tcttttttat
atgttcttaa
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Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-37 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

LOCUS
2020
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

misc

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MT641216

723 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-

Saccharomyces cerevisiae strain CNMN-Y-37 internal transcribed

spacer 1,
sequence;

MT641216

MT641216.

Saccharomyces cerevisiae

partial sequence;
and internal transcribed spacer 2,

1

Saccharomyces cerevisiae

Eukaryota;
Saccharomycetes;

Fungi;

Saccharomyces.
1 (bases 1 to 723)

Soldatenco, O.

Dikarya;

and Taran,N.

Local Moldavian strain yeast
Unpublished
2 (bases 1 to 723)

Soldatenco,O.

Direct Submission

Submitted

(19-JUN-2020)

and Taran,N.

Ascomycota;
Saccharomycetales;

oenology,

(baker's yeast)

5.8S5 ribosomal RNA gene,

partial

Public Institution

complete
sequence.

Saccharomycotina;
Saccharomycetaceae;

Scientific-practical Institute of Horticulture and Food

Technologies,

Vierul,

59,

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers

e

RNA

ttttgttttg
cagccgggcce
tccaaacggt
acacactgtg
cccagaggta
attttcgtaa
cgcatcgatg
tcatcgaatc
gcgtcatttce
gaaattgctg
gaggtataat
ctgagcgtat
gtt

1..723

Codru,

Chisinau

2070,

Sanger dideoxy sequencing

/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol type="genomic DNA"
/strain="CNMN-Y-37"

/db xref="taxon:4932"

<1l..>723

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2"

gcaagagcat
tgcgcttaag
gagagatttc
gagttttcat
acaaacacaa
ctggaaattt
aagaacgcag
tttgaacgca
cttctcaaac
gccttttcat
gcaagtacgg
tggaacgtta

gagagctttt
tgcgcggtcg
tgtgcttttg
atctttgcaa
acaattttat
taaaatatta
cgaaatgcga
cattgcgccc
attctgtttg
tggatgtttt
tcgttttagg
tcgataagaa

actgggcaag
tgctaggctt
ttataggaca
ctttttecttt
ctattcatta
aaaactttca
tacgtaatgt
cttggtattc
gtagtgagtg
ttttccaaag
ttttaccaac
gagagcgtct

aagacaagag
gtaagtttct
attaaaaccg
gcgcattcga
aatttttgtc
acaacggatc
gaattgcaga
cagggggcat
atactcttkg
agaggtttct
tgcggctaat
aggcgaacaa

Moldova

5.8

agggagagtc
ttcttgctat
tttcaataca
gcaatcgggg
aaaaacaaga
tcttggttct
attccgtgaa
gcctgtttga
gagttaactt
ctgcgtgcett
cttttttata
tgttcttaaa
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Anexa 4
Procese verbale de degustare

APROB:
r geperal SA "Cricova"
U/t 2 N-E. Bodiul

Proces verbal
de degustare a mostrelor experimentale a vinurilor materie primd de vin alb sec
obtinute la combinatul de vinuri SA ,,Cricova” in sezonul de vinificatie 2011

Scopul degustarii: De determinat influenta suselor de levuri asupra indicilor
organoleptici a vinurilor materie prima de vin sec alb obtinute in sezonul de
vinificatie 2011 la combinatul de vinuri SA ,,Cricova”

Presedintele comisiei:

Vicedirector general  SA ,,Cricova” - V.G. Tira

Membrii comisiei:

V.I. Luca -Tehnolog principal, SA ,,Cricova”

A.P. Sova - Vicedirector pe calitate, SA ,,Cricova”

N.G. Tiron -Sef sect. PSPC, SA ,,Cricova”

N.G. Taran - Vicedirector pe stiinta, ISPHTA

V.A. Adajuc - Sef laborator ,,Vinuri spumante si Microbiologie”, ISPHTA

0.V. Soldatenco - Cercetator stiintific stagiar, ISPHTA
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Rezultatele de degustare a mostrelor experimentale a vinurilor materie
primd de vin alb sec obtinute din soiul de struguri clasic european Chardonnay
fermentate pe susa de levuri autohtona locala si pe LAU sunt prezentate in tabel.

Tabel
Denumirea Susa de Ne Indicii organoleptici Nota
vinului levuri rezervor Bucher Gt organoleptica
Chardonnay Susa de Curat, Armonios,
levuri locala 14 floral,  de | plin, proaspit 8,1
- Cricova i %
Chardonnay
(ISPHTA)
Chardonnay LAU - Curat, Armonios,
Zymaflore 43 floral,  de | plin, tipic 8,1
yeast S0
(Franta)

Decizia comisiei de degusatre:

Lotul experimental a vinurilor materie prima de vin alb sec obtinut din soiul
de struguri clasic european Chardonnay, fermentat pe susa de levuri autohtona
locala si pe LAU, corespunde cerintelor organoleptice pentru aceast categorie de
vinuri §i se recomanda pentru producerea vinurilor albe seci de masa si de calitate.

Comisia de degustare:

Tehnolog principal, SA ,,Cricova” /"””y 22—V 1. Luca

250

Vicedirector pe calitate, SA ,,Cricova” A.P. Sova
Sef sect. PSPC, SA ,,Cricova” N.G. Tiron
Vicedirector pe stiinta, ISPHTA ' N.G. Taran
Sef Iat?orator S ; ' % Y 7 :

,»Vinuri spumante si Microbiologie”, ISPHTA V.A. Adajuc
Cercetitor stiintific stagiar, ISPHTA W 0.V. Soldatenco
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APROBAT:
Director general

iM »Vinaria Purcari” SRL

Ciornii Oleg

” /4 ”» y‘?

Proces verbal

de degustare a mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute la IM Vinaria

Purcari” SRL 1in sezonul de vinificatie 2017

Scopul degustérii: De determinat influenta tulpinilor de levuri autohtone asupra
indicilor organoleptici a vinurilor albe seci obtinute in sezonul de vinificatie 2017

la IM »Vinaria Purcari” SRL

Comisia in componenta:

Cichir L.V. —Tehnolog-sef a IM ”Vinaria Purcari” SRL

Mihailov V.S. - Sef de producere a iM »Vinaria Purcari” SRL

Vasiucovici S.S.- Sef laborator a IM ”Vinaria Purcari” SRL

Taran N.G. - Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA
Soldatenco O.V. - Cercetitor stiintific coordonator al ISPHTA

Rezultatele degustarii mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute
din soiurile de struguri clasice europene Chardonnay si Pinot gris fermentate pe
tulpina de levuri autohtond FNFTP-1-Nr.1 si pe levuri active uscate Anchor

Alchemy I, sunt prezentate in tabel.
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Tabel
Denumirea | Susa de levuri Ne Indicii organoleptice Nota
vinului rezervor Buthot Ghist organoleptica
Tulpina de Curat
levuri autohtona 43 Curat, floral, armonic’)s
- FNFTP-1-Nr.1 de soi : : 8,1
Chardonnay (ISPHTA) plm, moale
LAU - Anchor Curat,
Alchemy I 28 Cuat, ﬂ(?ral, armonios,
(Africa de Sud) de soi plin, tipic 8,1
I qup = = Curat, floral, Cura.t, )
evuri autohtona 4 complex armonios, 8.1
- FNFTP-1-Nr.1 & 56 > plin, moale, g
(ISPHTA) echilibrat
Pinot gris LAU - Anchor Curat,
Alchemy I Curat, floral, | armonios,
(Africa de Sud) 3 complex, plin, 8,1
de soi extractiv,
tipic

Decizia comisiei de degusatre: Loturile experimentale de vinuri albe seci
obtinute din soiurile de struguri clasice europene Chardonnay si Pinot gris
fermentate pe tulpina de levuri autohtond FNFTP-1-Nr.1 si pe levuri active uscate
Anchor Alchemy I, corespunde cerintelor organoleptice pentru aceasta categorie de

vinuri.

Comisia de degustare: :
Tehnolog-sef a IM *Vindria Purcari” SRL ; ’ ‘ Cichir L.V.
Sef de producere a IM ”Vindria Purcari” SRL e ZAlihailov V.S.
Sef laborator a IM Vinaria Purcari” SRL idovici S.S.

Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al [SPHTA Taran N.G.

Cercetitor stiintific coordonator al ISPHTA : I Soldatenco O.V.
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APROBAT:
Director general

iM ”Vinaria Purcari” SRL _
Ciornii Oleg <

o 5

/ MOy ‘\
i :‘, VINARIA Yot

pURCARL § JJ

Proces verbal

de degustare a mostrelor experimentale de vinuri rosii seci obtinute la IM ”Vindria

Purcari” SRL in sezonul de vinificatie 2017

Scopul degustdrii: De determinat influenta tulpinilor de levuri autohtone asupra
indicilor organoleptici a vinurilor rosii seci obtinute in sezonul de vinificatie 2017

la IM »Vinaria Purcari” SRL

Comisia in componenta:

Cichir L.V. —Tehnolog-sef a IM ”Vindria Purcari” SRL

Mihailov V.S. - Sef de producere a iM ”Vindria Purcari” SRL

Vasiucovici S.S.- Sef laborator a IM ”Vinaria Purcari” SRL

Taran N.G. - Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA
Soldatenco O.V. - Cercetétor stiintiﬁc.coordonator al ISPHTA

Rezultatele degustarii mostrelor experimentale de vinuri rosii seci obfinute
din soiul de struguri clasic european Malbec fermentate pe tulpina de levuri
autohtond R-N-120-P-5-Nr.30 si pe levuri active uscate Anchor NT 202, sunt

prezentate in tabel.
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Tabel

Denumirea | Susa de levuri Ne Indicii organoleptice Nota
vinului rezervor Buchet Gust organoleptica
TL}Ipmé de ; Curat, d(i ——
levuri autohtond 25 fructe rogii, | .o ool o
- R-N-120-P-5- | Gy 8,1
Malbec Nr.30 (ISPHTA) complex
LAU - Anchor Curat, de T .
NT 202 (Africa fructe rosii, lin :
de Sud) AT B o 8,1
tipic,extractiv
complex

Decizia comisiei de degusatre: Loturile experimentale de vinuri rosii seci

obtinute din soiul de struguri clasic european Malbec fermentate pe tulpina de

levuri autohtona R-N-120-P-5-Nr.30 si pe levuri active uscate Anchor NT 202,

corespunde cerinelor organoleptice pentru aceasta categorie de vinuri.

Comisia de degustare:
Tehnolog-sef a IM *Vindria Purcari” SRL
Sef de producere a IM "Vindria Purcari” SRL

Sef laborator a {M »Vinaria Purcari” SRL

Cercetitor stiintific coordonator al ISPHTA

Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA

278



APROBAT:
Director general
M "Vinaria Purcari” SEgz

Proces verbal
de degustare a mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute la IM *Vinaria Purcari” SRL in
sezonul de vinificajie 2019
Scopul degustarii: De determinat influenta tulpinilor de levuri autohtone asupra indicilor organoleptici
a vinurilor albe seci obinute in sezonul de vinificatie 2019 la IM "Vinaria Purcari” SRL

Comisia in componenta:

Cichir L.V. ~Tehnolog-sef, IM "Vingria Purcari” SRL

AlbuD.I. - Sef de producere interimar, IM "Vindria Purcari” SRL

Vasiucovici S.8.- Sef laborator, iM "Vinaria Purcari” SRL

Biricevski M.D. — Dircctor supraveghere calitate, IM “Vinaria Purcari” SRL
Taran N.G. - Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco O.V. - Sef laborator "Biotehnologii §i Microbiologia Vinului”, ISPHTA

Rezultatele degustarii mostrelor experimentale de vinuri albe seci obfinute din soiul de struguri
Sauvignon fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone CNMN-Y-33 (FNFTP-1-Nr.125),
CNMN-Y-32 (C75P-3F-Nr.126) si pe levuri active uscate Anchor Alchemy 2, sunt prezentate in
tabel.
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Tabel

Denumirea Susa de levuri Indicii organoleptice Nota
vinului Buchet Gust organoleptica
Tulpina de levuri
Curat,
autohtona Curat, floral, b ]
. armonios, plin,
CNMN-Y-32 de soi 8,1
moale
(ISPHTA)
; Tulpini de levuri Curat,
Sauvignon Curat, floral, . ]
autohtoni CNMN- ¥ armonios, plin,
Blane de soi ) 8.1 ”
Y-33 (ISPHTA) tipic
LAU - Anchor Curat,
Curat, floral, )
Alchemy 2 (Africa armonios, plin,
complex, de 8.1
de Sud) : moale,
soi 1
echilibrat

Decizia comisiei de degusatre: Loturile experimentale de vinuri albe seci obtinute din soiul de

struguri Sauvignon Blane, fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone CNMN-Y-33
(ENFTP-1-Nr.125), CNMN-Y-32 (C75P-3iF-Nr.126) si pe levuri active uscate Anchor Alchemy 2,

corespund cerintelor organoleptice pentru aceasta categorie de vinuri.

Comisia de degustare:
Tehnolog-gef a IM "Vinaria Purcari” SRL

Sef de producere interimar a M "Vingria Purcari” SRL

Sef laborator a 1M “Vindria Purcari” SRL
Director supraveghere calitate a 1M “Vindria Purcari” SRL

Director adjunct stiinga al ISPHTA

Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA

/.

Biricevski M.D.
Taran N.G.
Soldatenco O.V.

)
%

Cichir L.V,
Albu D.I.

Vasiucovici S.S.
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APROBAT:

—

Director general

M *Vinaria Purcsi

Proces verbal
de degustare a mostrelor experimentale de vinuri rosii seci obtinute la IM "Vinaria Purcari” SRL in

sezonul de vinificatie 2019

Scopul degustirii: De determinat influenta tuipinilor de levuri autohtone asupra indicilor organoleptici a

vinurilor rogii seci obfinute in sezonul de vinificatie 2019 la IM "Vinaria Purcari” SRL

Comisia in componenta:

Cichir L.V, ~Tehnolog-gef, IM »Vindiria Purcari” SRL

AlbuD.I - Sef de producere interimar, IM "Vindria Purcari” SRL

Vasiucovici S.S.- Sef laborator, IM “Vindria Purcari” SRL

Biricevski M.D. — Director supraveghere calitate, IM "Viniria Purcari” SRL

Taran N.G. - Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco O.V. - §ef laborator “Biotehnologii si Microbiologia Vinului®, ISPHTA

Rezultatele degustarii mostrelor experimentale de vinul rosu sec obtinut din soiul de struguri
Malbec fermentat pe tulpina de levuri autohtond CNMN-Y-31 (R-N-/ 20-P-5) sunt prezentate in tabel.
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Tabel
Denumirea Susa de levuri Indicii organoleptice Nota
vinului Buchet Gust organoleptici
Tulpina de levuri
Curat, de ) d
Malbec autohtond B Armonios, plin,
fructe rosii, de
CNMN-Y-31 (R-N- X taninos, moale 8,1
soi, complex
120-P-5), ISPHTA

Decizia comisiei de degusatre: Lotul experimental de vinul rogu sec obtinut din soiul de struguri
Malbec fermentat pe tulpina de levuri autohtona CNMN-Y-31 (R-N-120-P-5), corespunde cerinfelor

organoleptice pentru aceasti categorie de vinuri.

Comisia de degustare:

Tehnolog-sef a IM "Vinaria Purcari” SRL

Sef de producere interimar a M *Vinaria Purcari” SRL

Sef laborator a IM "Vindiria Purcari” SRL

Director supraveghere calitate a IM *Vinaria Purcari” SRL

Director adjunct stiinta al ISPHTA
Sef laborator “Biotehnologii gi microbiologia Vinului™ al ISPHTA

Cichir L.V.
Albu D.I.
Vasiucovici S.S.
iricevski M.D.
Taran N.G.
oldatenco O.V.
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APROBAT:

de degustare a mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute la "Vierul - Vin” SRL
in sezonul de vinificagic 2019
Scopul degustarii: De determinat influenta tulpinilor de levuri autohtone asupra indicilor organoleptici

a vinurilor albe seci obtinute in sezonul de vinificatie 2019 la ”*Vierul - Vin” SRL

Comisia in componenta:

Todorov lon — Tehnolog - sef, ”Vierul - Vin” SRL

Musteatd Andrei — Tehnolog, "Vierul - Vin” SRL

Irizan Galina - Sef laborator, *Vierul - Vin” SRL

Taran Nicolae — Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco Olga - Sef laborator “Biotehnologii si Microbiologia Vinului”, ISPHTA

Rezultatele degustarii mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute din soiuri de
struguri Chardonnay si Muscat Ottonel fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone CNMN-
Y-34, CNMN-Y-35 si pe levuri active uscate JOC B-2000, sunt prezentate in tabel.
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Tabel

Denumirea Susa de levuri Indicii organoleptice Nota
vinului Buchet Gust organoleptica
Tulpina de levuri
Curat,
autohtona Curat, floral, .
y armonios, plin,
CNMN-Y-34 de soi 8,1
moale
Chardonnay (ISPHTA)
LAU Curat,
Curat, floral, )
10C B-2000 . armonios, plin,
de soi v 81
tipic
Tulpina de levuri Curat,
Curat, floral, !
autohtoni CNMN- armonios, plin,
complex, de 8,2
Y-35 (ISPHTA) . moale,
soi
Muscat echilibrat
Ottonel LAU Curat,
Curat, floral,
10C B-2000 armonios, plin,
complex, de 82
) moale,
soi -
echilibrat

Decizia comisiei de degusatre: Loturile experimentale de vinuri albe seci objinute din soiuri de

struguri Chardonnay §i Muscat Ottonel, fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone CNMN-

Y-34, CNMN-Y-35 si pe levuri active uscate I0C B

aceastd categorie de vinuri.

Comisia de degustare:

Tehnolog - sef, *Vierul - Vin” SRL
Tehnolog, “Vierul - Vin” SRI,

Sef laborator, *Vierul - Vin” SRL
Director adjunct stiin{a al ISPHTA

Sef laborator "Biotehnologii si microbiologia Vinului” al [SPHTA

-2000, corespund cerintelor organoleptice pentru

A
@;"‘?/ Todorov Ion

i Musteatd Andrei
Irizan Galina
Taran Nicolae
Soldatenco Olga
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APROBAT:

ﬁI_T)Jirector general
: - Vin” SRL

© iy

LOOTN ¢
> SirfD,
UL Ry M

Proces verbal
de degustare a mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute la ”Vierul - Vin” SRL
in sezonul de vinificatie 2019.

Scopul degustarii: De determinat influenia tulpinilor de levuri autohtone asupra indicilor

organoleptici a vinurilor rosii seci obtinute in sezonul de vinificatie 2019 la “Vierul - Vin” SRL

Comisia in componenta:

Todorov Ion — Tehnolog - sef, “Vierul - Vin® SRL

Musteatd Andrei — Tehnolog, "Vierul - Vin” SRL

Irizan Galina - Sef laborator, "Vierul - Vin” SRL

Taran Nicolac - Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco Olga - Sef laborator “Biotehnologii i Microbiologia Vinului®, [SPHTA

Rezultatele degustarii mostrelor experimentale de vinuri albe seci obtinute din soiuri de

struguri Merlot si Cabernet-Sauvignon fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone
CNMN-Y-36, CNMN-Y-37, si pe levuri active uscate IOC R-9008. sunt prezentate in tabel.
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Tabel

Denumirea Tulpina de levuri Indicii organoleptice Nota j
vinului Buchet Gust organolepticd
Tulpina de levuri
Curat, de
autohtond = Armonios, plin,
fructe rosii, de
. CNMN-Y-36 g taninos, moale 3.1
soi, complex
Merlot (ISPHTA)

LAY Curat, floral, | Armonios, plin,

10C R-0008 de soi taninos, moale 8,1
Tulpina de levuri Curat, de : )

Armonios, plin,
autohtond CNMN- | fructe rosii, de ] 8.1

taninos, moale

Cabernet- Y-37 (ISPHTA) soi, complex
Sauvignon LAU Curat, de

; Armonios, plin,
[OC R-9008 fructe rosii, de y 8,1

. taninos, moale

soi, complex

i

Decizia comisiei de degusatre: Loturile experimentale de vinuri rogii seci obtinute din

soiuri de struguri Merlot si Cabernet-Sauvignon, fermentate cu utilizarea tulpinilor de levuri

autohtone CNMN-Y-36, CNMN-Y-37 si pe levuri active uscate IOC R-9008, corespund

cerinjelor organoleptice pentru aceastd categorie de vinuri.

Comisia de degustare:
Tehnolog - sef, "Vierul - Vin” SRL
Tehnolog, "Vie¢rul - Vin™ SRL
Sef laborator, ”Vierul - Vin” SRL
Director adjunct stiinfa al [SPHTA
Sef laborator “Bjotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA

. Todorov lon

tizan Galina
Taran Nicolae

Soldatenco Olga
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Anexab

Acte de implementare

PO APROB:
w Digegtor general SA "Cricova"
, ,;7’3{ )E’f# : j(%e_vfs. Bodiul
.4.0 "\ '~ $ o

’P{;%’ WP
yasosens (4

TN
BJ8ha5y o

ACT DE IMPLEMENTARE
a productiei stiintifice

Comisia in componenta:

V.L. Luca -Tehnolog principal, SA ,,Cricova”

A.P. Sova - Vicedirector pe calitate, SA ,,Cricova”

N.G. Tiron -Sef sect. PSPC, SA ,,Cricova”

N.G. Taran - Vicedirector pe stiintd, ISPHTA

V.A. Adajuc - Sef laborator .,Vinuri spumante i Microbiologie”, [SPHTA
0.V. Soldatenco - Cercetitor stiintific stagiar, ISPHTA

au intocmit acest act pentru confirmarea obtinerii, in conditiile de producere la S.A. ,,Cricova”
in a.2011 a partidelor experimentale de vin materic prima destinate producerii vinurilor albe
seci din soiul de struguri clasic european Chardonnay cu utilizarea susei de levuri autohtone
locale si LAU.

Cercetarile au fost efectuate cu scopul aprecierii influentei diferitor suse de levuri asupra
indicilor fizico — chimici si organoleptici asupra calitatii vinurilor materie prima

Loturile experimentale au fost obtinute din soiul de struguri clasic european Chardonnay
cu utilizarea urmitoarelor :suse de levuri: levuri active uscate (LAU) - Zymaflore yeasts
(Franta); si suse de levuri noi evidentiate autohtone locale — Cricova Chardonnay (ISPHTA).
fn rezultatul implementarii susei de levuri autohtone locale, evidentiate din centrul vitivinicol
.Cricova” si cercetate in laboratorul ,,Vinuri spumante si Microbiologie” a ISPHTA pentru
producerea vinurilor albe seci, la combinatul de vinuri S.A. ,.Cricova * au fost obtinute 4000 dal
de vin materie pentru producerea vinurilor albe seci.

Semniiturile membrilor comisiei: /,;/

Tehnolog principal, SA ,.Cricova” V.I. Luca

-

e
— '(/"’“/’% i A.P. Sova

Vicedirector pe calitate, SA ,,Cricova”

Sef sect. PSPC, SA ,,Cricova” : N.G.Tiron

Vicedirector pe stiinta, ISPHTA N.G. Taran
Sef laborator -
,.Vinuri spumante si Microbiologie”, ISPHTA /%/ V.A. Adajuc

Cercetator stiintific stagiar, ISPHTA Y//‘/ 0.V. Soldatenco
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APROBAT:
Director general
M "Vinaria Purcari” SRL _,

Ciornii Oleg

Mo T

ACT DE IMPLEMENTARE

a productiei stiintifice

Comisia in componenta:

Cichir L.V. ~Tehnolog-sef a iM »Vinaria Purcari” SRL Y
Mihailov V.S. - Sef de producere a iM »Vinaria Purcari” SRL

Vasiucovici S.S.- Sef laborator a IM »Vinaria Purcari” SRL

Taran N.G. - Sef laborator "Biotehnologii i microbiologia Vinului” al ISPHTA
Soldatenco O.V. - Cercetator stiintific coordonator al ISPHTA

au intoemit acest act pentru confirmarea obtinerii, in conditiile de producere la fabrica de vinuri
iM "Vinaria Purcari” SRL in a.2017 a partidelor experimentale de vinuri albe seci §i rosii seci
din soiuri de struguri clasici europene Chardonnay, Pinot gris si Malbec cu utilizarea tulpinilor
de levuri autohtone izolate din plaiul vitivinicol “Purcari”.

Cercetarile au fost efectuate cu scopul aprecierii influentei diferitor tulpini de levuri
autohtone asupra indicilor fizico — chimici si organoleptici a vinurilor albe si rosii seci.

X Loturile experimentale au fost obtinute cu utilizarea urmatoarelor tulpine de levuri:
in calitate de martori au fost utilizate levuri active uscate (LAU) — Anchor Alchemy I (pentru
vinuri albe, Africa de Sud), Anchor NT 202(pentru vinuri rosii, Africa de Sud) ;

Tulpini de levuri autohtone noi izolate — FNFTP-1-Nr.1 (pentru vinuri albe) si R-N-120-P-5-
Nr.30 (pentru vinuri rosii), evidentiate de citre laboratorul “Biotehnologii si Microbiologia
Vinului” al Institutului Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare.

in rezultatul implementirii tulpinilor de levuri autohtone, izolate din plaiul vitivinicol
“Purcari” si cercetate in laboratorul ,,Biotehnologii si Microbiologia Vinului” a ISPHTA pentru
producerea vinurilor albe si rosii seci, la iM "Vindria Purcari” SRL au fost obfinute partide
industriale de vinuri cate 1000 de dal din soiurile Chardonnay si Pinot gris, si 2000 de dal din
soiul Malbec. ;

Semniiturile comisiei:

Tehnolog-sef a IM ”Vinaria Purcari” SRL Cichir L.V.
Sef de producere a IM "Vinaria Purcari” SRL N MM%.S.
Sef laborator a IM *Vindria Purcari” SRL m S

Sef laborator *Biotehnologii §i microbiologia Vinului™ al ISPHTA Taran N.G.
Cercetitor stiin{ific coordonator al ISPHTA Soldatenco O.V.
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APROBAT:

Director general
iM "Vinaria Purcg#?
Bostan Victor [: e
" Okr_ xia \

ACT DE IMPLEMENTARE
a productiei stiintifice

Comisia in componenta:

Cichir L.V. ~Tehnolog-sef, IM *Viniria Purcari” SRL

AlbuD.I - Sef de producere interimar, IM "Vindria Purcari” SRL

Vasiucovici S.S.- Sef laborator, IM "Vinaria Purcari” SRL

Biricevski M.D. — Director supraveghere calitate, IM Vinaria Purcari” SRL
Taran N.G. — Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco O.V. - Sef laborator “Biotehnologii i Microbiologia Vinului”, ISPHTA

au intocmit acest act pentru confirmarea obtinerii, in conditiile de producere la Fabrica de vinuri
iM »Vinaria Purcari” SRL in a.2019 a partidelor experimentale de vinuri albe seci si rosii seci
din soiuri de struguri clasici europene Sauvignon Blanc si Malbec cu utilizarea tulpinilor de
levuri autohtone izolate din plaiul vitivinicol "Purcari”.

Cercetrile au fost efectuate cu scopul aprecierii influentei diferitor tulpini de levuri
autohtone asupra indicilor fizico — chimici si organoleptici a vinurilor albe i rosii seci.

Loturile experimentale au fost obtinute cu utilizarea urmatoarelor tulpine de levuri:
in calitate de martori au fost utilizate levuri active uscate (LAU) — Anchor Alchemy 2 (pentru
vinuri albe, Africa de Sud);

Tulpini de levuri autohtone izolate — CNMN-Y-33 (FNFTP-1-Nr.125),CNMN-Y-32
(C75P-31F-Nr.126) (pentru vinuri albe) si CNMN-Y-31 (R-N-120-P-5-Nr.127) (pentru vinuri
rosii), evidentiate in cadrul laboratorului "Biotehnologii si Microbiologia Vinului™ al Institutului
Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare.

in rezultatul implementirii tulpinilor de levuri autohtone, izolate din plaiul vitivinicol
“Purcari” si cercetate n laboratorul ,,Biotehnologii §i Microbiologia Vinului” a ISPHTA pentru
producerea vinurilor albe si rosii seci, la IM "Vindria Purcari” SRL au fost obfinute partide
industriale de vinuri albe seci 1500 de dal din soiul Sauvignon si vinuri rosii seci 1500 de dal

din soiul Malbec.

Semniturile comisiei: . by

Tehnolog-gef a IM Vinaria Purcari” SRL /Wﬂ, Cichir L.V,
Sef de producere interimar a IM "Viniria Purcari” SRL Albu D.L

Sef laborator a IM "Vinaria Purcari” SRL X Vasiucovici S.S.
Director supraveghere calitate a M "Vinaria Purcari” SRL Biricevski M.D.

Director adjunct stiinta al ISPHTA Taran N.G.
Sef laborator "Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA Soldatenco O.V.

e
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APROBAT:

ACT DE IMPLEMENTARE

a productiei stiintifice

Comisia in componenta:

Todorov Ion — Tehnolog - sef, ”Vierul - Vin” SRL

Musteatd Andrei — Tehnolog, »Vierul - Vin” SRL

Irizan Galina - Sef laborator, "Vierul - Vin” SRL

Taran Nicolae — Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco Olga - Sef laborator “Biotehnologii si Microbiologia Vinului”, ISPHTA

au fntocmit acest act pentru confirmarea obfinerii, in conditiile de producere la Fabrica de vinuri
“Vierul - Vin” SRL in a.2019 a partidelor experimentale de vinuri albe seci din soiuri de
struguri Chardonnay si Muscat Ottonel cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone izolate din
plaiul vitivinicol Trifesti”.

Cercetarile au fost efectuate cu scopul aprecierii influentei diferitor tulpini de levuri
autohtone asupra indicilor fizico — chimici si organoleptici a vinurilor albe seci.

Loturile experimentale au fost obfinute cu utilizarea urmatoarei tulpini de levuri:

In calitate de martori au fost utilizate levuri active uscate (LAU) -10C B-2000;

Tulpini de levuri autohtone izolate — CNMN-Y-34 (47r-2.3, pentru vinuri albe seci) si
CNMN-Y-35 (S75Tr-4.4, pentru vinuri albe seci aromate), evidentiate in cadrul laboratorului
“Biotehnologii si Microbiologia Vinului” al Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura si
Tehnologii Alimentare.

in rezultatul implementdrii tulpinilor de levuri autohtone, izolate din plaiul vitivinicol
"Trifesti” §i cercetate in laboratorul ,,Biotehnologii si Microbiologia Vinului” a ISPHTA pentru
producerea vinurilor albe seci, la “Vierul - Vin” SRL au fost obtinute partide industriale de
vinuri albe seci 2000 de dal din soiul Chardonnay si 2000 de dal din soiul Muscat Ottonel.

Semniturile comisiei:

Tehnolog - sef, "Vierul - Vin” SRL %‘fﬁdb ’w"/Todorov Ton
Tehnolog, ”Vierul - Vin” SRL "‘}f “Musteatd Andrei
Sef laborator, "Vierul - Vin” SRL Irizan Galina
Director adjunct stiinta al ISPHTA Taran Nicolae
Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA % Soldatenco Olga
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APROBAT:

Director general

ACT DE IMPLEMENTARE

a productiei stiintifice

Comisia in componenta:

Todorov Ion — Tehnolog - sef, »Vierul - Vin” SRL

Musteatd Andrei — Tehnolog, “Vierul - Vin” SRL

Irizan Galina - Sef laborator, *Vierul - Vin” SRL

Taran Nicolae — Director adjunct stiinta, ISPHTA

Soldatenco Olga - Sef laborator *Biotehnologii si Microbiologia Vinului”, ISPHTA

au intocmit acest act pentru confirmarea obfinerii, in conditiile de producere la Fabrica de vinuri
"Vierul - Vin” SRL in a.2019 a partidelor experimentale de vinuri rosii seci din soiuri de
struguri Merlot si Cabernet-Sauvignon cu utilizarea tulpinilor de levuri autohtone izolate din
plaiul vitivinicol »Trifesti”.

Cercetarile au fost efectuate cu scopul aprecierii influentei diferitor tulpini de levuri
autohtone asupra indicilor fizico — chimici si organoleptici a vinurilor rosii seci.

Loturile experimentale au fost obtinute cu utilizarea urmatoarei tulpini de levuri:

In calitate de martori au fost utilizate levuri active uscate (LAU) -10C R-9008;

Tulpini de levuri autohtone izolate — CNMN-Y-36 (M100Tr-1) si CNMN-Y-37 (C-
S60Tr-2), evidentiate in cadrul laboratorului “Biotehnologii si Microbiologia Vinului” al
Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare.

in rezultatul 1mplementar11 tulpinilor de levuri autohtone, izolate din plaiul vitivinicol
“Trifesti” i cercetate in laboratorul ,Biotehnologii si Microbiologia Vinului” a ISPHTA pentru
producerea vinurilor rosii seci, la “Vierul - Vin” SRL au fost obtinute partide industriale de
vinuri rosii seci 2000 de dal din soiul Merlot si 2000 de dal din soiul Cabernet-Sauvignon.

Semniturile ct:)mls'lel: ' 8/,( ( 724

Tehnolog - sef, “Vierul - Vin” SRL Todorov Ion

) g s
Tehnolog, "Vierul - Vin” SRL ﬂ’c /) Musteata Andrei

Sef laborator, Vierul - Vin” SRL rizan Galina
Director adjunct stiinta al ISPHTA Taran Nicolae
Sef laborator “Biotehnologii si microbiologia Vinului” al ISPHTA ) oldatenco Olga
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MD 4730 C1 2021.06.30

Anexa 6
Brevete de inventii

A A

MD 4730 C1 2021.06.30

REPUBLICA MOLDOVA

114
(19) Agentia de Stat 4730 3 Cl
% - an (3)
pentru Proprictatea Intelectuali (51) Int.CI: CI2N 1/16 (2006.01)
C12G 1/00 (2006.01)
C12G 1/022 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0087 (45) Data publicirii hotirarii de
(22) Data depozit: 2019.12.04 acordare a brevetului:
2020.11.30, BOPI nr. 11/2020

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA $I TEHENOLOGII ALIMENTARE, MD

(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Olga, MD; SOLDATENCO Eugenia, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD

(54) Tulpini de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerea vinurilor
rosii seci

(57) Rezumat;

1 2
Inventia sc refera la oenologic si de Microorganisme Nepatogene a Institutului
biotehnologie, in particular la o tulpind de de Microbiologic $i Biotehnologie cu numarul
levuri autohtond, izolata in centrul vitivinicol CNMN-Y-37 si este recomandatd pentru
“Trifesti”. producerea vinurilor rosii seci.
Tulpina de levuri  Saccharomyces Revendicari: 1

cerevisiae este depozitatd in Colectia Nationala
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MD 4729 C1 2021.06.30

A

MD 4729 C1 2021.06.30

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat 4729 Cl
2 an 13)
o l o ﬁ
pentru Proprietatea Intelectual (51) Int.CI: CI2N 1/16 (2006.01)
C12G 1/00 (2006.01)
CI12G 1/022 (2006.01)

CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0086 (45) Data publicdrii hotirarii de
(22) Data depozit: 2019.12.04 acordare a brevetului:
2020.11.30, BOPI nr. 11/2020

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD

(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Olga, MD; SOLDATENCO Eugenia, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGIT ALIMENTARE, MD

(54) Tulpind de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerea vinurilor
rosii seci

(57) Rezumat:

1 2
Invenfia se refera la oenologic si de Microorganisme Nepatogene a Institutului
biotehnologie, in particular la o tulpind de de Microbiologie si Biotehnologie cu numirul
levuri autohtond, izolatd in centrul vitivinicol CNMN-Y-36 §i este recomandatd pentru
PTrifegti”. producerea vinurilor rosii seci.
Tulpina de levuri  Saccharomyces Revendicari: |

cerevisige este depozitatd in Colectia Nationald
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MD 4728 C1 2021.06.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprictatea Intelectuali

L

REPUBLICA MOLDOVA

MD 4728 C1 2021.06.30

an4728 13 C1
(51) Int.Cl: CI2N 1/16 (2012.01)

CI12G 1/00 (2012.01)
CI12G 1/022 (2012.01)
CI2R 1/865 (2012.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0085 \ (45) Data publicarii hotirarii de
(22) Data depozit: 2019.12.04

acordare a brevetului:
’ 2020.11.30, BOPI nr. 11/2020

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA $I TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD
(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Olga, MD; SOLDATENCO Eugenia, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD

(54) Tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerea vinurilor albe

seci

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la oenologie si
biotehnologie, in particular la o tulpini de
levuri  autohtond, izolata in  centrul
vitivinicol " Trifesti”.

Tulpina de levuri Saccharomyces
cerevisiae este depozitata in Colectia

2
Nationala de Microorganisme Nepatogene
a Institumului  de Microbiologie i
Biotehnologic cu numarul CNMN-Y-35 si
estc  recomandatdi pentru producerea
vinurilor albe seci.
Revendiciri: 1
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MD 4727 C1 2021.06.30

TR e

MD 4727 C1 2021.06.30

RLPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprictatea Intelectuald

an4727 a3 C1
(51) Int.CL: CI2N 1/16 (2006.01)
CI12G 1/00 (2006.01)
C12G 1/022 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVFNTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0084 | (45) Data pubhcéru hotirarii de
(22) Data depozit: 2019.12.04 acordare a brevetului:
2020.11.30, BOPI nr. 112020

(71) Solicitant: lNSTITUT TE PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA ST TEHNOLOGIH ALIMENTARE, MD
(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Olga, MD; SOLDATENCO Eugenig,
MD; RUDOI Alexandru, MD; SANDU Vasile, MD; GLAVAN Pavel, MD
(73) Titular: INSTITUTIE PUBLICA INSTITUTUL STIHNTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA $I TEHNOLOGI ALIMENTARE. MD

(54) Tulpini de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerea vinurilor albe
seci

(57) Rezumat:

1
Inveniia se referd la ocnologic §i
biotchnologie, in particular la o tulpina de
levuri  autohtond, izolatda n  centrul
vitivinicol "Trifesti”,
Tulpina de levuri Saccharomyces
cerevisiae estec depozitatdi in  Colectia

2
Nationald de Microorganisme Nepatogene
a Institutului de  Microbiologic i
Biotehnologic cu numarul CNMN-Y-34 g1
este  recomandald  pentru producerea
vinurilor albe seci.
Revendicdri: 1
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MD 4680 C1 2020.11.30

AR

MD 4680 C1 2020.11.30

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat 4680 C1
s () 13
pentru Proprictatea Intelectuala (51) Int.Cl: CI2N 1/16 (2006.01)
C12G 1/00 (2006.01)
C12G 1/022 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(Zl) Nr. depozit: a 2019 0017 (45) Data publiciirii hotiiririi de
(22) Data depozit: 2019.03.18 acordare a brevetului:
2020.02.29, BOPL nr. 2/2020

(71) Solicimr;t; INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STHNTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGI ALIMENTARE, MD
(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Eugenia, MD; SOLDATENCO Olga,
MD; BOSTAN Victor, MD; VASIUCOVICI Svetlana, MD; CHIOSA Nicolae,
MD; CICHIR Liusia, MD
(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STHNTIFICO-PRACTIC DE

_HORTICULTURA SI TEHNOLOGIL ALIMENTARE, MD

(54) Tulpind de levuri Saccharomyces cerevisine pentru producerca vinurilor albe
seci
(57) Rezumat;

1 2
Inventia se referd la oenologic si de Microorganisme Nepatogene a Institutului
biotchnologic, In particular la o tulpind de de Microbiologie §i Biotehnologie cu numiérul
levuri autohtond, izolatd in centrul vitivinicol CNMN-Y-33 si cste recomandatd  pentru
“Purcari”. producerea vinurilor albe seci.
Tulpina de levuri  Sacchqromyces Revendiciri: 1

cerevisiae cste depozitatd in Colectia Nationala

296



[ AR R

MD 4679 C1 2020.11.30

REPUBLICA MOLDOVA
A

(19) Agentia de Stat
pentru Proprictatea Intelectuali iy 4679 ) Cl
(51) Int.CL: C12N 1/16 (2006.01)
CI12G 1/00 (2006.01)

CI12G 1/022 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0016 (43) Data publicirii hotiririi de
(22) Data depozit: 2019.03.18 acordare a brevetului:
2020.02.29, BOPI nr. 2:2020

MD 4679 C1 2020.11.30

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGH ALIMENTARE, MD
(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Eugenia, MD; SOLDATENCO Olga,
MD; BOSTAN Victar, MD; VASIUCOVICI Svetlana, MD; CHIOSA Nicolae,
MD:; CICHIR Liusia, MD |
(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE |
HORTICULTURA $I TEENOLOGI ALIMENTARE, MD

(54) Tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerca vinurilor albe
seci

(57) Rezumat:

1 2
Inventia se referd la oenologie si de Microorganisme Nepatogene a Institutului
biotehnologie, in particular la o tulpind de de Microbiologie si Biotchnologic cu numirul
levuri autohtond, izolatd in centrul vitivinicol CNMN-Y-32 si este recomandatd pentru
*Purcari”. producerea vinurilor albe seci.
Tulpina de  levuri  Saecharomyces Revendicari: 1

cerevisiae este depozitatd in Colectia Nagionald
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MD 4678 C1 2020.11.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprictatea Intelectuali

A LY

MD 4678 C1 2020.11.30

an4678 a3 C1

(51) Int.Cl: C12:V 1/16 (2006.01)

C12G 1/00 (2006.01)
C12G 1/622 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0015
(22) Data depozit: 2019.03.18

(45) Data publicirii hotaririi de

acordare a brevetului:
2020.02.29, BOPI nr. 22020

{71) Salicitant: TNSTITIITIA PUBLICA INS'I'ITUT'[TII. STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA $I TEHNOLOGII ALTMENTARE, MD
(72) Inventatori: TARAN Nicolae. MD; SOLDATENCO Eugenia, MD; SOLDATENCO Olga,
MD; BOSTAN Victor, MD; VASIUCOVICI Svetlana, MD; CHIOSA Nicolac,

MD; CICHIR Liusia, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA ST TEHNOLOGII ALTMENTARE, MD

(54) Tulpini de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerca vinurilor

rosii seei

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la  ocnologic si
biotchnolegic, in particular & o lulpind de
levuri autohtond, izolatd in centrul vitivinicol
"Purcari”

Tulpina de levun Saccharomyces
cerevisiae este depozitatd in Coleclia Nationala

2
de Microorganisme Nepatogene a Institutului
de Micrebiologie si Biotchnologie cu numirul
CNMN-Y-31 s§i este rccomandatd penfru
praducerea vinurilor rogii seei.
Revendiciiri: 1
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MD 4210 C1 2013.10.31

MR

MD 4210 C1 2013.10.31

REPUBLICA MOLDOVA

19) Agentia de Stat
peutru(l’r)‘)pﬁct;lca Intelectuald 11 4210 a3 Cl
(51) Int.Cl: CI2N 1716 (2006.01)
CI2R 1/85 (2006.01)
CI2G 1700 (2006.01)
CI12G 1/62 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2012 0071 (45) Data publicirii hotirdrii de
(22) Data depozit: 2(12.04.06 acordare a brevetului:
2013.03.31, BOPI nr. 372013
(67)" Nr. 5i data transformarii cererii:
$ 2012 0062, 2012.09.21

7 (71) Solicitant: INSTITUTTA PUBLICA INSTITUTUL $STINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA ST TEHNOLOGI ALIMENTARE, MD
(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Olga, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL $TUNTIFICO-FRACTIC DE
HORTICULTURA ST TEHNOLOGIT ALIMENTARE, MD

54y Tulpina de levuri Succharomyces vini pentru producerca vinurilor albe seci
(57) Rezumat;

] 2
Inventia se referd la biotchnologie §i poate Rezultatul constd n selectarca unci tulpini
fi utilizata in industria vinicold. 3 de levuri autohtone cu capacitate de a fermenta
Tulpina de levuri Saccharomyces vini, glucide la temperaturi joase cu obtinerea uaui
depozitatd in Colectia Nationala de Micro- ' vin de calitate Thalti.
organisme Nepatogene cu numérul CNMN-Y- 10 Revendicari: |

26, poate fi utilizatd la producerca vinurilor

albe seci,
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Anexa 7

Recomandari referitor la utilizarea levurilor Saccharomyces si non-

Saccharomyces Torulaspora delbrueckii pentru producerea vinurilor albe seci

ACADEMIA DE STIINTE A MOLDOVEI
MINISTERUL AGRICULTURIL, DEZVOLTARII REGIONALE SI MEDIULUIL
INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE HORTICULTURA $1 TEHNOLOGII

ALIMENTARE
APROB
Director general al ISPHTA
Doctor habilitat in agriculturd
%ﬁ/ " Constantin DADU
P o s e 2018
RECOMANDARI

Referitor la utilizarea levurilor Saccharomyces si non-Saccharomyces Torulaspora
delbrueckii pentru producerea vinurilor albe seci

Aprobat la Consiliul Stiintific al ISPHTA, proces-verbal Ne 3 din " Y 7/ 2018

ELABORAT:
Laboratorul "Biotehnologii
si Microbiologia Vinului"

Sef ldbOl?tOf

4/prof.univ.

Nicolae TARAN

Chisinau, 2018
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Anexa 8, a

Calculul efectului economic al implementarii schemei tehnologice de

—

]
| \F’\’ i
Calculul efectului economic al implementirii schemei tehnologice d fab g@r@; Vil

albe seci cu utilizarea levurilor autohtone la ”Vinaria din Vale” SRL. ™ ‘tlon

Calcul efectului economic anual al noii productii s determini dupa formula:
E= (V-EnK)xA2,

unde E- efectul economic anual de la producerea noii tehnologii, in lei;

V- venit de la realizarea unei unitdti din noua productie sau cresterea venitului (V2-V1) de la
realizarea unei unitati de productie.

V- venit de la realizarea productiei anterioard, in lei;

V- venit de la realizarea productiei dupa tehnologia propusd, in lei

K- investitiile capitale specifice producerii noii productii sau investitiile capitale specifice
adaugitoare, legate de imbunatifirea calitatii productiei, in lei;

En — coeficientul normativ al eficacitatii investitiilor capitale (0,15);

As- volumul anual al noii productii sau productiei de calitate inaltd in anul de calcul, in unitati
naturale.

Calcul efectului economic de la implementarea levurilor autohtone in producerea vinurilor albe
seci la 1000 dal este prezentat in tab. 1 si se efectueaza dupi formula:

E=(V2-V1)= 79050 - 75150= 3900 lei, in care

V- costul productiei obtinute dupa tehnolo gia propusd;

Vi-costul productiei obginute dupd tehnologia existentd.

Implementarea levurilor autohtone in producerea vinurilor albe seci asigurd obtinerea unui
venit suplimentar comparativ cu tehnologia existentd in baza scaderii costului productiei finite n
urma utilizrii levurilor cu preful mai mic.

Astfel, efectul economic la producerea vinurilor albe si rosii seci dupd tehnologia propusé a

constituit 3900,0 lei pentru 1000 dal.

fabricare a vinurilor albe seci cu utilizarea levurilor autohtone
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Tabelul 1. Calcul costului a vinului alb sec Chardonnay obtinut dupa tehnologia

propusi
Schema Schema
Nr..de Denumea Uaitate d6 musin tehnologica tehnologlca Nota
ordine parametrilor actuald propusa
Valoarea 1 Valoarea 2
1 2: 3. 4. S 6.
mxzdﬁnnigﬁui Valoarea medie
1 distireo tont de dal 70 70 pe ramurd
struguri
Fabricarea
2 vinurilor: Instructiunea
ik - pierderi % 4,0 4,0 tehnologica
- deseuri % 4,0 4,0
4 |  ReRigmenl dal 64,4 64,4 Calcul
vinului alb sec 5
Cantitatea
strugurilor
4. necesara pentru tona 15,5 155 Calcul
fabricarea 1000
dal de vin alb sec
Costul materiei
prime pentru 1000 :
3 dal de vin (4000 lei 62000,0 62000,0 Calcul
lei/tona)
Costurile de
fabricare, tratare, Caliial
6. | sipastrare vinului lei 11050,0 11050,0 s & .°“d £
alb sec fara costul InIEPENCEE:
levurilor
Cantitatea Kg/1000 dal (LAU) 3,0 Instructiunea
necesara de levuri de folosire
b pentru
fermentarea :
L/1000 dal di e
mustului le\z/aur(ir)nala 5 300,0 Recomandari
Lel kg (LAU) 2000,0 Pret comercial
8. Pretul levurilor
Lei/l (maia de levuri) 7,0 calcul
Costul levurilor
9. | pentru 1000 dal de lei 6000,0 2100,0 Calcul
vin materie prima
Sinecostul vinului i
10. il lei 79050,0 75150,0 Calcul
11. | Efectul economic lei 3900,0 Calcul
Elaborat:
stiinfa ISPHTA

ofof.univ. Taran N.

Sef laborator

i Microbiologia Vinului”
Dr. Soldatenco O.
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Anexa 8, b

Calculul efectului economic al implementarii schemei tehnologice de
fabricare a vinurilor rosii seci cu utilizarea levurilor autohtone

——

APROB
Vale” SRL

Director ”Vinaria diy

Calculul efectului economic al implementirii schemei tehnologice
rosii seci cu utilizarea levurilor autohtone la ”Vinaria din Vale” SRL. N3 om0 10
Caleul efectului economic anual al noii productii se determind dupa formula: i
E= (V-EnK)xAa,

unde E- efectul economic anual de la producerea noii tehnologii, in lei; :

V- venit de la realizarea unei unitdti din noua productie sau cresterea venitului (V2-V1) de la
realizarea unei unitdti de productie.

V- venit de la realizarea productiei anterioard, in lei;

V- venit de la realizarea productiei dupi tehnologia propusd, in lei

K- investitiile capitale specifice producerii noii productii sau investitiile capitale specifice
adaugdtoare, legate de imbunatairea calitifii productiei, in lei;

En — coeficientul normativ al eficacitatii investitiilor capitale (0,15);

As- volumul anual al noii productii sau productiei de calitate inaltd in anul de caleul, in unitagi
naturale.

Calcul efectului economic de la implementarea levurilor autohtone in producerea vinurilor
rosii seci la 1000 dal este prezentat in tab. 1 si se efectueaza dupa formula:

E=(V2-V1)= 77870 - 72570= 5300 lei, in care

V- costul productiei obtinute dupa tehnologia propusd;

Vi-costul productiei obtinute dupd tehnologia existenta.

Implementarea levurilor autohtone in producerea vinurilor rosii seci asigurd obtinerea unui
venit suplimentar comparativ cu tehnologia existenta in baza scaderii costului productiei finite in
urma utilizarii levurilor cu preful mai mic.

Astfel, efectul economic la producerea vinurilor rosii seci dupi tehnologia propusa a constituit

5300,0 lei pentru 1000 dal.

303



Tabelul 1. Calcul costului a vinului rogu sec Cabernet-Sauvignon obtinut dupa

tehnologia propusa

Schema Schema
Nr.'de Denumil:ea Usitats de s tchnologyica tehnologicd Noti
ordine parametrilor actuald propusi
Valoarea | Valoareca 2
1 2. 3¢ 4. 5. 6.
Randamentul
me_diu 4 musfului Valoarea medie
1 dintr-o tona de dal 80 80 pe ramurd
i struguri dupd
fermentare-
macerare
Fabricarea
5 vinurilor: Instructiunea
) - pierderi % 4,0 4,0 tehnologica
- deseuri % 4.0 4,0 .
§, [ e dal 73,6 73,6 Calcul
vinului rosu sec
Cantitatea
strugurilor
4. necesard pentru tona 13:5 13,5 Calcul
fabricarea 1000
dal de vin rosu sec
Costul materiei
s fi‘.::&é%go lei 54000,0 54000,0 Calcul
lei/tona)
Costurile de
fabricare, tratare, Caleul
6. | sipastrare vinului Iei 15070,0 15070,0 Sl
rosu sec firk intreprinderii
costul levurilor
Cantitatea Kg/1000 dal (LAU) 4,0 Instrucpiuriea
necesari de levuri de folosire
T pentru
fermentarea ;
Srhisaali Bt 500,0 Recomandari
Lol (LaL) 2200,0 Pret comercial
8. Pretul levurilor
Lei/l (maia de levuri) 7,0 calcul
Costul levurilor
9. | pentru 1000 dal de lei 8800,0 3500,0 Calcul
vin materie prima
yy, | BBeosl visii lei 77870,0 72570,0 Calcul
rogu sec
11. | Efectul economic lei 5300,0 Calcul
gl
Elaborat:

adjunct stiinfa [JPHTA
_hab., prof.univ. Taran N.

i Sef laborator
{_~">Biotehnologii §i Microbiologia Vinului”

/V/ Dr. Soldatenco O.
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctorat
habilitat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar,

urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Soldatenco Olga
Semnatura

Data
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CV-UL CANDIDATULUI
INFORMATII PERSONALE  Soldatenco Olga Vladimir

9@ Petru Stefanuci, 36 a, 6801 Taloveni (Republica Moldova)
+373 79546484

B soldatencoolgal987@gmail.com

EXPERIENTA
PROFESIONALA

01/06/2009-31/12/2011  Cercetator stiintific stagiar
IP Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, or.Codru,
mun. Chisinau (Republica Moldova)
-Efectuarea cercetarilor stiintifice si elaborari pe diferite domenii de activitate,
teme in calitate de executor sau in colaborare cu conducétorul stiintific;
-Analiza informatiei tehnico-stiintifice din tara si de peste hotare;
-Participarea la elaborarea planurilor si programelor metodice de cercetare,
participarea la oformarea darii de seama pe sarcini, etape, teme, capitole.
Tipul sau sectorul de activitate
Oenologia si Microbiologia Vinului

01/01/2012-31/12/2012  Cercetator stiintific
IP Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, or.
Codru, mun. Chisindu (Republica Moldova)
-Utilizarea metodelor cantitative si calitative de aprecierea fizico-chimica a
bauturilor alcoolice;
-Prelucrarea, analiza si generalizarea datelor obtinute;
-Elaborarea recomandarilor tehnologice;
Tipul sau sectorul de activitate
Oenologia si Microbiologia Vinului

1 lanuarie 13—13 Noiembrie 13 Sef laborator
IP Institutul Stiintifico-practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare,
or.Codru, mun. Chisinau (Republica Moldova)
-Dirijarea activitatii stiintifice a laboratorului in corespundere cu directiile de
cercetare ale Institutului;
-Responsabila la elaborarea planurilor de cercetare ale laboratorului;
-Participarea la elaborarea propunerilor si prognozarea de dezvoltare a
progresului tehnico-stiintific in oenologie, crearea noilor si modernizarea
tehnologiilor existente in ramura;
Tipul sau sectorul de activitate
Oenologia si Microbiologia Vinului

14 Noiembrie 13-31  Cercetator stiintific coordonator
Decembrie 2018 P Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare,
or.Codru, mun. Chisinau (Republica Moldova)
-Elaborarea hotararilor tehnico-stiintifice pe probleme de caracter complicat;
-Fundamentalizarea noilor directii de cercetare si metode de indeplinire a lor,
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1 Ianuarie 2019- 15 iunie 2023

16 1unie 2023- 31 decembrie
2024
01.01.2025-prezent

EDUCATIE SIFORMARE

01/09/1994-31/05/2006

1 Septembrie 2006-31 Mai
2009

1 Septembrie 2009-31 Mai
2011

1 Octombrie 2009-31 Mai
2012

21 Tunie 2011

20112012

implicarea propunerilor in lucrarile de cercetare stiintifica;

-Determinarea sferei de implementare a rezultatelor cercetarilor stiintifice si
organizarea practica a acestor rezultate;

Tipul sau sectorul de activitate

Oenologia si Microbiologia Vinului

Sef laborator

IP Institutul Stiintifico-practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare,
or.Codru, mun. Chisinau (Republica Moldova)

-Dirijarea activitatii stiintifice a laboratorului in corespundere cu directiile de
cercetare ale Institutului,

-Responsabila la elaborarea planurilor de cercetare ale laboratorului;
-Participarea la elaborarea propunerilor si prognozarea de dezvoltare a
progresului tehnico-stiintific in oenologie, crearea noilor si modernizarea
tehnologiilor existente in ramura;

Tipul sau sectorul de activitate

Oenologia, biotehnologii si Microbiologia Vinului

Secretar Stiintific [P ISPHTA

Secretar Stiintific [P Institutul National de Cercetari Aplicative in Agricultura si
Medecina Veterinara

Bacalaureat Nivelul 5

CEC
Liceul Teoretic "Academician Constantin Sibirschi", Chisindu (Republica
Moldova)

Licentiat Nivelul 6

CEC
Universitatea de Stat din Republica Moldova, facultatea de Chimie si Tehnologie
Chimica, Chisindu (Republica Moldova)

Masterat Nivelul 7
CEC

Universitatea de Stat din Republica Moldova, facultatea de Chimie si Tehnologie

Chimica, Chigindu (Republica Moldova)

Catedra de Chimie Industriala si Protectia Mediului

Doctor in tehnica Nivelul 8
CEC

IP Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, or.

Codru, mun.Chisindu (Republica Moldova)

Specialitatea: 253.03-Tehnologia bauturilor alcoolice si nealcoolice;

Expert degustator 1n vinificatie
Universitatea Tehnica din Republica Moldova, Chisinau (Republica Moldova)

Bursa de Exelenta a Guvernului
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2011

16/10/2013-14/02/2014

29/05/2020-prezent

31/02/2014

2014

COMPETENTE
PERSONALE

Limba(i) materna(e)

Alte limbi straine cunoscute

engleza

Competente de comunicare

Competente
organizationale/manageriale

Competente dobandite la locul
de munca

Competentele digitale

Permis de conducere (B)

Consilier in proprietate intelectuala
Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala, Chisindu (Republica Moldova)
Cursuri de instruire “Protectia Proprietatii Intelectuale”

Expert evaluator in cercetare si inovare

Upper-Intermediate English (B2)
ProEra professional education and managment consulting, Chisindu (Republica
Moldova)

Conferentiar cercetator

Romana, Rusa

TNTELEGERE VORBIRE SCRIERE
Ascultare Citire Particip are la Discurs oral
conversatie
B2 B2 B2 B2 B2

Niveluri: Al si A2: Utilizator elementar - B1 si B2: Utilizator independent - C1 si
C2: Utilizator experimentat
Cadrul european comun de referintd pentru limbi straine

Comportament adecvat, capacitatea de a lucra in echipd, flexibilitate in abordarea
situatiilor de lucru, orientare spre rezultate.

Organizare, planificare, sinteza si analiza a activitatii. Conducétor de proiecte
pentru tineri specialisti.

Comunicabilitate, abilititi organizatorice, punctualitate, responsabilitate, dorinta
de a Invéta continuu.

AUTOEVALUARE

Creare Rezolvar
Procesarea . .
. O Comunicare de Securitate eade
informatiei .

continut probleme
Utilizator Utilizator Utilizator Utilizator Utilizator

experimentat experimentat | experimentat experimentat =—experimentat

Competentele digitale - Grila de auto-evaluare

MS Word, Power Point, Exel, Photosop, Paint, Internet
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INFORMATI
SUPLIMENTARE

Membru

Proiecte

Stagieri, seminare, instruiri

2012-2013 —membru al Consiliului Doctoranzilor de pe 1anga Consiliul National
pentru Acreditare si Atestare.

2017 — prezent: membru al Comisiei Metodice, INCAAMV.

2018 — prezent: membru al Comisiei Stiintifice de Profil.

2019 — prezent: membru al Consiliului Stiintific IP ISPHTA, IP INCAAMV.
2024 — prezent: membru al colegiului de redactie al revistei stiintifice
Pomicultura, Viticultura si Vinificatia.

2009-2010: Elaborarea si implementarea tehnologiei de demetalizare a bauturilor
cu utilizarea sorbantilor anorganici autohtoni. Proiect pentru tineri cercetatori,
executant, Academia de Stiinte a Moldovei, Chiginau. 09.819.04.02A.
2010-2011: Studiul si evidentierea suselor de levuri perspective pentru producerea
levurilor active uscate autohtone pentru spumante. Proiect pentru tineri
cercetitori, executant, Academia de Stiinte a Moldovei, Chisinau. 10.819.04.03A
2013-2014: Studiul si influenta procesului de dealcoolizare a vinurilor albe asupra
parametrilor de calitate a produsului finit. Proiect pentru tineri cercetitori,
executant, Academia de Stiinte a Moldovei, Chiginau. 13.819.14.11A
2014-2015: Izolarea si selectarea tulpinilor de levuri pentru producerea vinurilor
rosii seci In Plaiul vitivinicol Puhoi. Proiect pentru tineri cercetitori, director
de proiect, Academia de Stiinte a Moldovei, Chisinau.14.819.05.12A
2017-2018: Elaborarea si implementarea tehnologiei de producere a vinurilor rosii
seci cu concentratii avansate de substante biologic active. Proiect de Inovare si
Transfer Tehnologic, executant, ANCD. 17.80015.5107.218T
2016-2018:Studiul  capacitatilor biotehnologice ale levurilor de genul
Saccharomyces pentru producerea vinurilor naturale de masé albe si vinurilor
spumante cu grad igienic sporit. Proiect pentru tineri cercetitori, director de
proiect, Academia de Stiinte a Moldovei, Chisinau. 16.819.05.11A.

2018-2019: Aprecierea tehnologica a diferitor metode de corectare a gradului
alcoolic in vinurile seci. Proiect pentru tineri cercetitori, executant, ANCD.
18.80012.51.02A

2020-2023: Valorificarea la scara industriald a potentialului oenologic al soiurilor
si clonelor de struguri asanate de selectie noud si autohtone pentru fabricarea
productiei vinicole competitive pe pietele internationale. Proiect Program de
Stat, ANCD. 20.80009.5107.05

2014, Romania, Timisoara, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara a Banatului ”Regele Mihai I al Roméniei”.

2017, Germania, Hochschule Geisenheim University.

2018, Italia, Bologna, Cesena, Universitatea din Bologna, Departament
Agroalimentar.

2019, Federatia Rusa, Moscova, Institutul de Cercetare de Biotehnologie
Agricold, SRL ”Syntol”.

2019, Republica Populard Chineza, SRL ”Institutul de Cercetare pentru
Fermentatia Alimentara”.

2020, Republica Turcia, Bolu, Universitatea Abant Izzet Baysal.
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