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I. OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI

Vinurile albe aromate de calitate sunt vinurile care se obtin din struguri albi aromati si prezintd caracteristici

senzoriale deosebite fatd de celelalte vinuri. Diferentierea esentiald a aceastei tehnologii este faptul ca mustul

nu este separat rapid de partile solide, ci este mentinut un timp definit in contact cu acestea, in vederea

extragerii substantelor odorante (a aromelor primare) localizate in partile solide ale bobului si mai ales in pielita.

Pentru aceasta, tehnologia prevede o operatie obligatorie numitd macerarea pe bogtina.

O atentie deosebita trebuie acordata acestei operatii de macerare, dorindu-se intensificarea acestui proces, fapt

ce conduce la imbogatirea mai rapida a mustului in compusgi apartindnd fazei solide. Se creeaza astfel conditii

ca fermentatia alcoolicd s& se declangeze ulterior gi sa se desfdsoare cu o intensitate mai scazuta. Separarea

aproape in totalitate a celor douad procese de macerare si fermentare creeaza posibilitatea evitarii extractiei in

exces de compusi fenolici, indeosebi de substante taninoase. Aceste cateva consideratii prezentate evidentiaza

oportunitatea gi importanta studiului legat de producerea vinurilor albe aromate de calitate la parametri calitativi

superiori.

Studiul a fost intreprins n perioada 2006-2011, si a avut ca obiectiv principal utilizarea biotehnlogiilor moderne

de obtinere a vinurlor albe aromate in podgoria Murfatlar. In contextul cercetarilor actuale, teza de doctorat Tsi

propune urmatoarele obiective stiintifice specifice:

1. Evolutia caracteristicilor fizico-chimice si a continutului in terpene libere gi legate a strugurilor din soiul
Muscat Ottone din podgoria Murfatlar in perioada 2007-2010;

2. Studiu privind utilizarea enzimelor de macerare in elaborarea vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat
Ottonel,;

3. Studiu privind utilizarea enzimelor cu activitate B-glucozidazica la elaborarea vinurilor albe aromate din
struguri soiul Muscat Ottonel,

4. Evaluarea dinamicii procesului de limpezire a mustului sub actiunea preparatelor enzimatice;

5. Evaluare comportamentul drojdilor selectionate si a celor din microflora epifitd in conditii aerobe de
cultivare;

6. Selectia tulpinii de drojdie dotata cu activitate enzimatica B glucozidazica in vederea elaborarii vinurilor albe
aromate din struguri soiul Muscat Ottonel,

7. Cuantificarea sinergiei dintre culturile de drojdii selectionate si preparatele enzimatice cu activitate B
glucozidazica;

8. Influenta operatiei de macerare asupra calitatii vinurilor albe armate din struguri soiul Muscat Ottonel;

9. Influenta operatiei de presare asupra calitatii vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat Ottonel.

Ill. REZULTATE EXPERIMENTALE

CAPITOLUL 4. EVOLUTIA INDICILOR FIZICO-CHIMICI $1 A CONTINUTULUI iN TERPENE LIBERE SI
LEGATE iN TIMPUL MATURARII STRUGURILOR

4.1. Oportunitatea studiului. Prin determinarea corectd a momentului maturitatii depline a strugurilor si in
general a maturitatii tehnologice a acestora se stabileste momentul optim al culesului strugurilor in functie de
gradul de coacere care reprezintd un factor important al tipicitatii si calitatii vinurilor ulterior obtinute.

Maturitate tehnologica a strugurilor este exprimata printr-o anumitd compozitie chimica a strugurilor, care sa
asigure obtinerea unui anumit tip de vin: vin de masa, de calitate superioara, licoros etc. Maturitatea deplina este
un caz particular al maturitatii tehnologice si este redatd de valorile urmétorilor indici: cregterea maxima a
boabelor corelatd in continutul maxim de zahar si cu o valoare relativ constanta a aciditatii strugurilor. Tn functie
de soi gi de conditile pedoclimatice, maturitatea deplind a strugurilor poate asigura fie obtinerea vinurilor de
masa, fie a vinurilor de calitate superioard cu denumire de origine.

Dinamica coacerii se urmareste prin determinarea din timp in timp, dupa intrarea strugurilor in faza de parga, a
unor indici precum: masa a 100 de boabe, continutul in glucide si continutul in aciditate. La soiurile de struguri
aromate este necesara de asemenea i cunoasterea acumulérii substantelor de aroma.

Scopul cercetérilor intreprinse a fost de a studia evolutia indicilor fizico-chimici precum si a continutului in
terpene libere si legate in timpul maturarii strugurilor din soiul Muscat Ottonel, din podgoria Murfatlar in perioada
2007-2010.

4.2. Materiale i metode de analiza

Strugurii materie prima. Experimentarile s-au efectuat pe soiul Muscat Ottonel din podgoria Murfatlar, in
perioada 2007-2010.

Prelevarea boabelor de struguri. Inaintea inceperii determinarilor se procedeaza la alegerea intamplatoare,
insa uniforma, a 250 butuci de vita din plantatia studiatd, care se marcheaza cu vopsea sau lapte de var. Cele
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250 de boabe se recolteaza de pe cei 250 de butuci alesi, la intdmplare, variind expozitia si pozitia strugurilor pe
butuc. Se va proceda in acelasi mod de fiecare data cand se recolteaza proba medie de boabe.
Materiale si ustensile necesare
250 de boabe prelevate astfel sa reprezinte media compozitiei strugurilor din plantatie; presad de laborator;
balanta tehnica; foarfece; refractometru portabil Zeiss; cilindru gradat de 250 cm®; hidroxid de sodiu 0,1 n; rosu
de fenol, solutie 0,02%.
Mod de lucru
Cele 250 de boabe se cantaresc la balanta tehnica si se calculeazd masa a 100 de boabe. in continuare se
zdrobesc si se preseaza la o presa de laborator. Sucul se lasa sa se limpezeasca 1-2 ore dupa care i se
determind continutul in glucide cu refractometrul gi aciditatea prin titrare cu NaOH n/10 in prezenta rosului de
fenol ca indicator. Determinarile incep sa se execute in jurul datei de 10 august si se continua din 5 in 5 zile.
Determinarea continutului in polifenoli totali
Principiul metodei: metoda se bazeaza pe folosirea reactivului Folin Ciocalteu (Singleton si Rossi, 1965). In
mediu bazic si in prezenta fenolilor amestecul de acizi fosfotungistic (HsPW1,040) si fosfomolibdenic
(H3sPMo1,040) este redus la oxizi albastri de fungisten (WgO,3) si molibden (MogO,3). Aceasta coloratie albastra
prezintd un maxim de absorbtie la 750 nm.
Coloratia este proportionald cu continutul de compusi fenolici totali. Reactia se produce in mediu alcalin,
intensitatea coloranta albastra obtinuta este in functie de cantitatea de fenoli din mediu.
Modul de lucru: intr-un balon cotat de 100 ml se introduc: 5 ml reactiv Folin Ciocélteu, 1 ml must, 20 ml solutie
Na,CO3; 20%. Se aduce la semn cu apa distilata, se agitd energic continutul balonului si se lasa in repaus timp
de 45-60 minute. Ulterior se citeste densitatea optica la 750 nm, folosind o cuva cu traiectul optic de 1 cm, fata
de un martor preparat cu apa distilata (fig. 4.1).
Pentru curba de etalonare se foloseste o solutie de acid galic in concentratiile de: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0.
Datele obtinute se reprezintd grafic: pe abscisd concentratia solutiilor de acid galic,iar pe ordonatd densitatile
optice corespunzatoare fiecarei solutii. Unind punctele corespunzatoare fiecarei perechi de date, se obtine curba
etalon (fig. 4.2).

1
0,9 y=0,4405x-0,0011
0,8 R%?=0,9996
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbanta, DO750nm

(0] 0,5 1 1,5 2 2;5
Acid galic (g/1)
Figura 4.1. Spectrofotometru UV VIS 570 Figura 4.2. Curba etalon pentru determinarea continutului total
JASCO de polifenoli

Determinarea terpenelor libere si legate

Metoda de determinare a fost cea dezvoltatda de Dimitriadis si Williams (1984) si imbunatatitd de Doneva-
Sapceska si colab., 2006, Struguri proaspeti au fost congelati imediat dupa ce au fost culesi. Inainte de analiza,
strugurii au fost decongelati, desciorchinati, iar boabele au fost zdrobite si omogenizate intr-un blender, dupa
care omogenatul a fost filtrat printr-un tifon, separandu-se cele doua fractiuni: sucul si partile solide.

pH-ul sucului de struguri obtinut a fost ajustat la pH = 6,6 — 6,8 Tnainte de distilare prin adaugarea de solutie de
NaOH de concentratie 20 % (w/v). Pulpa a fost omogenizata in aproximativ 200 ml de tampon fosfat (pH = 7,0),
saturat cu NaCl, si se lasa Tn repaus timp de 72 de ore la 4 °C intr-un frigider. Extractul obtinut a fost apoi filtrat,
si, inainte de analiza, ajustatla pH = 6,6 — 6,8 cu solutie de NaOH de concentratie 20 % (w/v).

Separarea monoterpenelor. Un esantion de 100 ml suc de struguri neutrualizat a fost distilat in distilatorul
automat Raypa ENODEST (fig. 4.3) pana la un volum de 25 ml de distilat. Acest distilat a fost utilizat pentru
determinarea continutului in terpene libere. Fara a se intrerupe distilarea in balonul de distilare sucul a fost
acidifiat cu 5 ml de solutie HsPO, de concentratie 20% (v/v), dupa care se continua distilarea pana se colecteaza
alt volum de 40 ml. Acest volum de distilat contine terpenele ce provin din polioli sau din formele legate
glicozidic.Un volum de distilat de 10 ml este pipetat intr-un tub Pyrex dupa care se adauga un volum de 5 ml
solutie de reactiv vanilind H,SO, de concentratie 2%. Probele se agitd timp de 10 min intr-o baie cu gheata,
dupa care se incalzesc in altd baie de apa la 60°C timp de 20 de minute. in paralel se realizeaza o proba martor
cu apa distilata in loc de distilat.
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Figura 4.3. Distilator automat ENODEST Figura 4.4. Curba etalon pentru determinarea continutului
de terpene libere si legate

Dupa cele 20 de minute la 60 °C, tuburile se ricesc la 25 °C timp de 5 min., dupa care se citeste densitatea
optica la 608 nm folosind cuva de 1 cm. Distilatele obtinute in prezenta reactivului vanilin sulfuric formeaza un
complex de culoare albastru verzui proportional cu continutul de terpene din distilat. Continutul de terpene libere
se calculeaza cu ajutorul curbei standard obtinuta prin utilizarea solutiei standard de linalool de concentratie O-
100 mgl/l (fig. 4.4).
4.3. Rezultate si discutii
4.3.1. Evolutia indicilor fizico-chimici in timpul maturéarii strugurilor
Conditiile pedoclimatice din toamna anului 2009 au dus la o contaminare scazutd cu mucegai cenusiu favorabil
pentru realizarea unor vinuri de calitate superioara.
In perioada de vegetatie (01.04 - 30.09.2010) precipitatile cazute in podgoria “Murfatlar” au determinat o
coacere fortata a strugurilor,iar maturitatea deplina a fost atinsa in perioada 30.08.2010.
Pentru soiul de struguri Muscat Ottonel maturitatea depling a fost atinsa pe 05.09. 2009 la un continut in zahar
de 183 gl/l, nivel de aciditate 6,30 g/l H,SO,, masa a 100 de boabe 170 g. Recoltarea strugurilor a coincis cu
maturitatea tehnologica care s-a realizat in perioada 20-30 09.2008.
Soiul de struguri Muscat Ottonel la recoltare (30. 09. 2009) a inregistrat un continut in zahar de 236 g/l, aciditate
4,30 g/l H,SO,4 masa a 100 de boabe 161 g.
La recoltare in perioada 2007-2010, strugurii au prezentat un continut in glucide cuprins intre 198-236 g/l, cea
mai mare valoare fiind atinsa in anul 2009 (fig. 4.5). Asa cum se observa in fig. 4.5 acumularea glucidelor s-a
realizat treptat in timpul maturarii strugurilor. Aceasta evolutia a continutului in glucide a fost observata si de alti
cercetatori precum (Esteban si colab., 1999, Bergqvist si colab., 2001; Arozarena si colab., 2002).
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Figura 4.5. Evolutia continutului de zahar in timpul Figura 4.6. Evolutia aciditatii in timpul maturarii
maturarii strugurilor din soiul Muscat Ottonel in strugurilor din soiul Muscat Ottonel in perioada 2007-
perioada 2007-2010, podgoria Murfatlar 2010, podgoria Murfatlar

Aciditatea strugurilor la recoltare a fost cuprinsa intre 3,9-5,8 g/l H,SO,, Valoarea cea mai redusa a aciditatii s-a
inregistrat in anul 2010, iar cea mai mare valoare a fost obtinuta in anul 2008 (fig. 4.6).

Aciditatea strugurilor depinde de soiul de struguri, de sol,cat si de conditile climatice,iar valoarea sa este
corelatd direct cu gradul de coacere a strugurilor (Andrades si colab., 1995). Scaderea aciditatii in timpul
maturarii se datoreaza proceselor de ardere ce au loc cat si datorita fenomenelor de diluare. Unii cercetatori au
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observat ca degradarea suferitd de unele forme acide din struguri se datoreaza in primul rand temperaturii (Calo
si colab., 1997).

Parametrul masa a 100 de boabe a prezentat o evolutie ascendentd pana in momentul maturitatii depline a
strugurilor, iar intre maturitatea deplind si nivelul maturitatii tehnologice a strugurilor, indicele masa a 100 de
boabe a scazut gradual. Aceste rezultate sunt in conformitate cu Esteban si colab., 2001, 2002, care indica
faptul ca valoarea mare a masei a 100 boabe este direct corelatd cu capacitatea boabelor de struguri de a
absorbi apa si este o caracteristica a ficarui soi in parte. Dimensiunile boabelor de struguri vor afecta extractia
de terpenelor libere si legate Tn vin prin impactul sdu asupra proportiilor de pielite si suc celular.
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Figura 4.7. Evolutia masei a 100 boabe in timpul Figura 4.8. Evolutia continutului in polifenoli totali in
maturarii strugurilor din soiul Muscat Oftonel in timpul maturarii strugurilor din soiul Muscat Ottonel in
perioada 2007-2010, podgoria Murfatlar perioada 2007-2010, podgoria Murfatlar

Variatia greutatii a 100 de boabe este prezentata in figura 4.7. in perioada culesului masa a 100 de boabe a
variat intre 158 g -179 g, cea mai mica valoare inregistrandu-se in anul 2007,iar cea mai mare a fost inregistrata
n anul 2008.

Dinamica evolutiei continutului in polifenoli totali este prezentata in fig. 4.8. La cules continutul in polifenoli totali
a fost cuprins intre 2,35 g/kg si 2,69 g/kg, valoarea cea mai ridicata fiind obtinuta in cazul recoltei din anul 2009
si anume 2,69 g/kg acid galic.

4.3.2. Evolutia continutului in terpene libere si legate in timpul maturéarii strugurilor

Asa cum se observa in fig. 4.9, continutul in terpene libere a prezentat o evolutie ascendentd incepéand cu
perioada de péarga, iar la cules continutul in terpene libere a fost cuprins intre 0,247-0,411 mg/l, valoarea cea
mai mare inregistrandu-se in cazul recoltei din anul 2009.

S-a observat ca evolutia cantitatii de terpene libere a fost ascendenta de la parga pana la maturitatea deplina a
strugurilor. In perioada ulterioard pana la maturitatea tehnologica, continutul in terpene libere a scazut usor mai
ales in cazul unei supramaturari a strugurilor. Acest aspect a fost observat si de Fenoll si colab., 2008 in cazul
strugurilor Muscat de Hamburg. in situatia in care se doreste o acumulare maximé a terpenelor libere in boabele
strugurilor, acestia trebuie recoltati inainte de supracoacere.
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Figura 4.10. Evolutia continutului in terpene legate in
timpul maturarii strugurilor din soiul Muscat Ottonel in
perioada 2007-2010, podgoria Murfatlar

Figura 4.9. Evolutia continutului in terpene libere in
timpul maturérii strugurilor din soiul Muscat Ottonel in
perioada 2007-2010, podgoria Murfatlar

in figura 4.10 este prezentatd evolutia continutului n terpene legate in timpul maturarii strugurilor din soiul
Muscat Ottonel in perioada 2007-2010, Podgoria Murfatlar. Evolutia continutului in terpene legate din struguri
este asemanatoare cu cea a terpenelor libere. Cantitatea de terpene legate creste de la parga péna la
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maturitatea deplind a strugurilor, dupé@ care scade probabil datoritd prezentei enzimelor cu activitate B
glucozidazica ce hidrolizeaza o parte din acestea.
Este dificil de explicat evolutia in timpul maturarii strugurilor a continutului in terpene libere si terpene legate
glicozidic. Sunt mai multi factori care afecteazad aceste valori: primul este important de observat c& localizarea
acestor compusi este in pieliti. in primele etape ale maturarii proportia pielitei din totalul boabei este mult mai
mare. Pe masura ce strugurii se matureaza, greutatea boabei creste si proportia de pielitd scade. Din aceasta
cauza la maturitatea deplina a soiurilor de struguri continutul in terpene libere silegate nu au valori maxime.
4.3.3. Productivitatea soiului Muscat Ottonel in perioada 2007-2010
Productia de struguri realizata in acest interval (2007-2010) difera de la un an la altul fiind cuprinsa intre 8,2 t/ha
in anul 2010 si 9,4 t/ha Tn anul 2008 (fig. 4.11).
Valoarea cea mai mare a productiei de struguri din soiul Muscat Ottonel s-a inregistrat in anul 2008 (9,4 t/ha).
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Figura 4.11. Productia de struguri in perioada 2007-2010
4.4. Concluzii partiale
— Maturitatea deplina a strugurilor din soiul Muscat Ottonel in podgoria Murfatlar in perioada 2007-2010 s-
a realizat in perioada 5-20 septembrie, exceptie a facut anul 2010,cand maturitarea deplina a strugurilor
a fost fortata (30.08), din cauza perioadei secetoase.
— Continutul strugurilor in glucide la maturitatea deplind a strugurilor din soiul Muscat Ottonel variaza intre
198-236 g/l.
— Aciditatea titrabila a mustului la maturitatea deplina a strugurilor din soiul Muscat Ottonel a inregistrat
valori cuprinse ntre 3,9-5,8 g/l H,SO..

Masa a 100 boabe la maturitatea deplina a strugurilor a prezentat valori, care oscileaza intre 158-179 g.

Potentialul polifenolic al strugurilor la maturitatea deplind a avut valori cuprinse intre 2,35-2,60 g/kg.

Continutul in terpene libere creste dupa intrarea strugurilor in pargd in anii cu conditii climatice

favorabile, crestere care se prelungeste pana la recoltare; in anii unde este prezenta contaminarea cu

mucegaiul cenugiu se inregistreaza scaderi bruste, dupé atingerea maturititatii depline a strugurilor.

— Conditiile climatice influenteaza cantitatea de compusi terpenici liberi din struguri, ploile producénd o
scadere a acestora, vremea rece si umeda ducand la incetinirea acumularii acestor compusi in pielitele
boabelor.

— Culesul strugurilor trebuie efectuat atunci cand cantitatea de compusi terpenici liberi inregistreaza cele
mai mari valori.

L

CAPITOLUL 5. STUDII PRIVIND UTILIZAREA PREPARATELOR ENZIMATICE LA PREPARAREA
VINURILOR AROMATE DE CALITATE
5.1. Studiu privind utilizarea enzimelor de macerare in elaborarea vinurilor albe aromate din struguri
soiul Muscat Ottonel
5.1.1. Oportunitatea studiului. Scopul cercetarilor intreprinse in conditii de microvinificatie, a fost de a studia
principalele efecte ale utilizarii enzimelor de macerare asupra: imbunatétii gradului de extractie a precursorilor de
arome, randamentului Th must, limpezirii i filtrabilitatii mustului, a dinamicii fermentatiei alcoolice si compozitiei
vinurilor rezultate.
5.1.2. Materiale si metode de analiza
Strugurii materie prima, materialele auxiliare si variantele tehnologice utilizate. Experimentarile s-au
efectuat pe soiul Muscat Ottonel, in conditiile climatice ale anului 2009, utilizdnd enzime pectolitice din categoria
pectinazelor Lallzyme Cuveé Blanc si drojdii selectionate din specia Saccharomyces cerevisiae-Lallvin QA23
sub forma de preparate comerciale ale firmei Lallmand. Lallzyme Cuveé Blanc a fost aplicat pe struguri Tnainte
de maceratia peliculara. Preparatul contine pectinaza granulata unica cu activitate beta-glucozidazica. Activitate
si mod de actiune: — pectinaza specifica concentratd in activitati complementare glucozidazice, dar redusa in
10
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activitati de macerare (celulaze, hemicelulaze). Pectinazele cu activitati enzimatice de macerare reduse permit o
extractie mai buna si mai delicatd a mustului gi o limpezire mai rapida dupa presare deoarece este concentrata
in beta — glucozidaze. Lallzyme Cuveé Blanc are rolul de accentua complexitatea aromatica a vinurilor albe.
Parametrii (temperatura/timp) 5-12°C/2-12 ore. Doza recomandatd de preparat enzimatic este de 2g/100kg
direct pe struguri.
in tabelul 5.1. sunt prezentate variantele experimentale si tehnologia de vinificatie aplicatd pentru obtinerea
acestora la nivel de microvinificatie.
Tabelul 5.1. Variantele tehnologice realizate pentru studiul influentei adaosului enzimelor de macerare la
vinificarea strugurilor din soiul Muscat Ottonel
Varianta Variante tehnologice
Varianta 1 (V1) must ravac limpezit prin sedimentare statica, si fermentat spontan, sub
actiunea microflorei epifite

Varianta 2 (V2) must de presa limpezit prin sedimentare statica, si fermentat spontan, sub
actiunea microflorei epifite

Varianta 3 (V3) must ravac tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc 2g/100kg
direct pe struguri si fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite

Varianta 4 (V4) must de presa tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc 2g/100kg
direct pe struguri si fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite

Varianta 5 (V5) must ravac tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc 2g/100kg
direct pe struguri si fermentat cu drojdii selectionate

Varianta 6 (V6)  must de presa tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc 2g/100kg
direct pe struguri si fermentat cu drojdii selectionate

Determinarea terpenelor libere si legate s-a realizat conform pct. 4.2.

Identificarea si cuantificarea terpenelor libere

Probele obtinute dupa cum a fost ardtat mai sus au fost supuse extratiei in faza lichida. Un volum de 100 ml de
vin a fost extras lichid-lichid cu cate 10,5 ml si 5 ml de diclormetan prin agitare magetica timp de 20 min, cu 700
rotatii pe minut. Extractul final a fost uscat cu sulfat de sodiu anhidru si concentrat la un volum final de 1,5 ml.
Din proba finala se injecteaza in sistemul de analiza un volum de 1pl.

-

Figura 5.1. Masa de lucru pentru extragerea
terpenelor din probe de vin (dreapta - concentrator de
probe organice TurboVap 500)
Extractul astfel obtinut a fost inchis ermetic gi ulterior injectat in gaz-cromatograful cuplat cu spectrometru de
masa 450GC/240MS Varian (Fig. 5.2).
Parametrii metodei de analiza gaz-cromatografica: - temperatura injector - 200°C; - curgere He = 0,9 ml/min; -
program de temperatura cuptor: initial 50°C, mentinere 2min, urcare la 250°C cu 3°C/min, mentinere timp de
1,33 min; - spectrometru de masa: El Full scan intre 5-70 min, 30-250 m/z, 2 uscan.
Caracterizarea fizico-chimica a vinului
o Determinarea concentratiei alcoolice (STAS 6182/6-70)
o Determinarea extractului sec total gi densitatii relative a vinului (STAS 6182/9-80)
o Determinarea zaharului reducator si total (SR 6182-18:2009)
e Determinarea zaharozei pe cale chimica (STAS 6182/17-81)
¢ Determinarea aciditatii totale (SR 6182-1:2008)
¢ Determinarea aciditatii volatile (SR 6182-2:2008)
e Determinarea dioxidului de sulf (SR 6182-13:2009)
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e Determinarea SO; liber in vinurile albe
o Determinarea continutului de glicerol
¢ Determinarea continutului de esteri totali (metoda E. Peynaud).
¢ Determinarea continutului de acetaldehida prin metoda enzimatica
e Determinarea aloolului metilic
e Determinarea continutului in polifenoli totali —conform subcapitolului pct. 4.2.
Analiza senzoriala a vinurilor
Analiza senzoriald a vinurilor a fost realizatd de un panel format din 10 persoane,8 barbati si 2 femei, toate
persoanele fiind atestate ca degustatori autorizati membri ai Asociatiei Degustatorilor Autorizati din Romania.
In cazul vinurilor aromate descriptorii alesi pentru analizd au fost intensitatea olfactiva, calitatea puritatii
aromatice, fructuozitate, caracter floral, caracter vegetal, caracter mineral, amareala, intensitatea buchetului,
onctuozitate (rotunjime), echilibru gustativ, persistenta gustativa. Punctajul maxim acordat a fost de 5 puncte
pentru calificativul excelent, 4 puncte pentru calificativul foarte bine, 3 puncte pentru calificativul bine, 2 puncte
pentru calificativul slab, 1 punct pentru calificativul insuficient.
5.1.3. Rezultate si discutii
5.1.3.1. Efectul enzimelor de macerare asupra continutului in compusgi implicati in aroma vinurilor
in alegerea spectrului de enzime ce intrd in compozitia preparatelor enzimatice destinate macerarii strugurilor,
trebuie sa se tina cont de natura compusgilor ce intra in alcatuirea peretelui celular si a lamelei mediane, acestea
fiind principalele bariere ce trebuie strabatute de compusii utili.
In cazul strugurilor din soiul Muscat Ottonel este vorba de terpenele libere si precusorii lor glicozidici.
Sunt prezentate cantittile de terpene libere si terpene legate in cazul mustului ravac netratat si tratat cu
preparat enzimatic Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri).
Asa cum se observa in figura 5.4, continutul in terpene libere a fost mai mic comparativ cu continutul in terpene
legate. Astfel, in mustul ravac martor V1 continutul in terpene libere a fost de 0,510 mg/l iar la mustul tratat cu
Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri) V3, continutul in terpene libere a fost usor mai mare de 0,698 mgl/l.
In acelasi timp, datorita faptului ca preparatul enzimatic prezintd si o activiate B glucozidazica o parte din
precursorii de aroma extrasi in timpul macerarii sunt hidrolizati $i de aceea cregte cantitatea de terpene libere cu
26,93 % 1n cazul variantei V3. Raportul dintre terpenele legate si libere in probele martor au avut valori de 4,56
pentru V1 i 4,97 pentru V3. Prin tratamentul enzimatic cu preparatul enzimatic Lallzyme Cuveé Blanc continutul
n precursori a crescut cu 32,85 % pentru varianta V3.
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Figura 5.4. Influenta adaosului de enzime de macerare asupra continutului in terpene libere gi legate din
must (V1 - must ravac martor, V3 - must ravac tratat cu Lallzyme Cuveé Blanc, 2 g/100 kg struguri)
in tabelul 5.3 sunt prezentate valorile compusilor terpenici dozati prin gaz cromatografie cuplata cu spectrometrie
de masa a mustului ravac netratat si tratat enzimatic cu Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri).
Tabelul 5.3. Continutul in terpene libere in cazul mustului ravac netratat (V1) si tratat enzimatic (V3)

Compusi Must ravac tratat cu Lallzyme Cuveé Blanc
terpenic?i, pa/l Must ravac martor, V1 (2 9/100 kg struguri), V3

Linalool 1575 197,7

Hotrienol 82,6 98,4

a Terpineol 36,9 49,7

Citronelol 6,4 8,2

Nerol 84,1 106,6

Geraniol 62,3 132,8

Acid geranic 80,2 104,6

Total compusi

. 510 698
terpenici
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5.1.3.2. Efectul enzimelor de macerare asupra extractiei mustului si randamentului in must. Obtinerea
unei cantitati cat mai mari de must, este influentata atat de tehnologia de vinificare cat si de continutul strugurilor
in substante pectice precum si de viteza de hidroliza a acestora.

M Mustravac i Must de presa H Must ravac i Must de presa

(a) (b)
Figura 5.5. Influenta enzimelor de macerare asupra randamentului in must ravac la martor (a) si la proba
cu adaos de enzime de macerare (b)

Intrucat la vinificarea In alb durata de macerare a strugurilor este foarte scurta, ea putand fi asimilata cu durata
de timp scursa de la inceputul zdrobirii si pana la terminarea presarii, efectul enzimelor pectolitice endogene
este in multe situatii nul. Viteza de degradare a pectinelor cu ajutorul preparatelor enzimatice de macerare
depinde de durata de contact dintre enzima si substrat, deci de momentul adaugéarii enzimelor.
Adaugand enzimele pe struguri, Tn buncarul de alimentare al zdrobitorului, aceastd duratd este maxima iar
distributia acestora in toatd masa de mustuiala si ulterior a mustului, este mai buna.
Prin folosirea enzimelor de macerare a céaror activitate pectolitica este potentatd de celulaze, hemicelulaze si
uneori proteaze, se realizeaza o degradare mai avansata si mai rapida a peretilor celulari, precum gi o reducere
a vascozitatii mustului, ceea ce determind o vitezd de extractie a mustului mai mare, cresterea randamentului in
must ravac (fig. 5.5 a si b) si a randamentului total in must (fig. 5.6).
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Figura 5.6. Influenta enzimelor de macerare asupra randamentului in must
In cazul soiului Muscat Ottonel, randamentul in must ravac a crescut de la 49,7% la 57,4%, iar randamentul in
must de presa a scazut de la 17,9% la 14 %. De asemenea, randamentul total in must a crescut de la 65,8% la
71,4% (fig. 5.6). Cresterea fractiunii de must ravac depinde ih mare mésura de continutul strugurilor in pectine.
Ea este foarte importanta la soiurile bogate in pectine asa cum este cazul strugurilor din soiul Muscat Ottonel.
5.1.3.3. Efectul enzimelor de macerare asupra limpezirii mustului
Din totalul substantelor coloidale prezente in must, care determina turbiditatea acestuia, pectinele reprezinta
aproximativ 50%, ele fiind principalele substante responsabile de stabilitatea coloidald a mustului, ceea ce face
ca limpezirea spontana sa dureze mult si sa fie nesatisfacatoare.
Prin utilizarea enzimelor pectolitice exogene, prima fazé a limpezirii musturilor - faza de scindare enzimatica a
pectinelor - este mult mai scurta, astfel ca flocularea particulelor coloidale si sedimentarea precipitatelor formate
se desfagoara mai rapid. Studiind efectul enzimelor pectolitice asupra limpezirii mustului s-a urmarit influenta
acestora asupra duratei de sedimentare si de limpezire a mustului precum gi asupra limpiditatii acestuia. Viteza
de sedimentare s-a apreciat prin variatia procentuald a volumului de sediment in timp, iar viteza de limpezire prin
variatia limpiditatii exprimata prin DOgy, cuva de 1 cm in timp. In cazul mustului ravac, care are o incarcatura
micé de substante pectice, dar mare de suspensii solide antrenate la scurgere, durata de sedimentare a
mustului martor (V1) este comparabila cu cea a mustului tratat enzimatic (V3) (fig. 5.7), deoarece enzimele
pectolitice nu au o cantitate prea mare de substrat asupra céaruia s actioneze.
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Figura 5.7. Influenta enzimelor de macerare asupra
duratei de sedimentare si de limpezire a mustului ravac (V1
- must ravac martor, V3 - Must ravac tratat cu Lallzyme
Cuveé Blanc, 2 g/100 kg struguri)

Figura 5.8. Influenta enzimelor de macerare
asupra duratei de sedimentare si de limpezire a
mustului de preséa (V2 - must de presa martor, V4 -
Must de presa tratat cu Lallzyme Cuveé Blanc, 2
0/100 kg struguri)

Insa durata de limpezire a mustului martor este mai mare decat a celui enzimat, ceea ce indica faptul c& prin
actiunea enzimelor pectolitice se pot depune mai rapid particulele aflate in suspensie.

In cazul mustului de presa, bogat in substante pectice dar sarac in suspensii solide deoarece acestea au fost
retinute in bostind, durata de sedimentare a variantei tratate enzimatic (V4), este de asemeni mai mica decéat a
martorului (V2), dar durata de limpezire a mustului tratat enzimatic scade mult mai spectaculos, evidentiind
efectul enzimelor pectolitice in limpezirea musturilor de presa (fig. 5.8).

In ceea ce priveste limpiditatea mustului, exprimata prin valoarea densitatii optice la lungimea de unda de 420
nm (fig. 5.9). La probele martor, variantele V1 si V2, limpiditatea corespunde unui aspect usor opal cu o valoare
a absorbantei de DOy, = 0,320 si foarte opal cu o valoare a absorbantei de DOy, = 0,509 fata de limpiditatea
foarte buna obtinuta la variantele tratate enzimatic, variantele V3 si V4, cu valorile absorbantei de DOy = 0,160
iar DOy, = 0,128.

90

80
Must limpezit enzimatic
70 -

50 -

60
Must limpezit prin sedimentare statica r
TR —— -

T

0o 02 04 06 08 1 12

14

Durata, min

40
30
20

10 -

0

V1

& Must ravac

L Must de presa

V4

DO 420 nm

® Must de presa  ® Must ravac

Figura 5.9. Influenta enzimelor de

macerare asupra limpiditatii mustului
5.1.3.4. Efectul enzimelor de macerare asupra filtrabilitatii mustului
Efectul enzimelor pectolitice asupra limpezirii mustului, se regaseste si in filtrabilitatea lui.
Apreciind filtrabilitatea mustului prin masurarea duratei de filtrare a unui volum determinat de must (50 ml), s-a
constatat ca in cazul mustului ravac, durata de filtrare scade de la 30 minute la 14 minute, iar in cazul mustului
de presa, de la o ora si 18 minute, la 12 minute (fig. 5.10).
Siin acest caz, se remarcé acelasi efect benefic al enzimelor de macerare asupra filtrabilitatii mustului de presa.
Imbunéatatirea filtrabilitatii musturilor se regaseste in imbunatétirea filtrabilititii vinurilor, deci in cresterea cantitatii
de vin filtrat in unitatea de timp, Tn posibilitatea folosirii unor presiuni de filtrare mai scazute, economie de
material filtrant si pierderi de vin la filtrare mai mici.
2.1.3.5. Efectul enzimelor de macerare asupra dinamicii fermentatiei alcoolice
Alegerea dozelor de preparate enzimatice trebuie judicios corelata cu efectul de limpezire, pentru a nu se realiza
o limpezire prea avansata. Principalele probleme ridicate de o limpezire prea avansata a mustului, se refera la:
intarzierea intrarii in fermentatie, afectarea dinamicii fermentatiei alcoolice si a metabolismului drojdiilor,
cunoscandu-se rolul nutritiv al burbelor prin aportul de acizi grasi necesari multiplicarii si dezvoltarii drojdiilor.

Figura 5.10. Influenfa enzimelor de macerare asupra
filtrabilitatii mustului
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De asemenea, limpezirea severd a mustului determind scaderea populatiei microbiene, impunand declangarea
fermentatiei alcoolice cu ajutorul drojdiilor selectionate, concomitent sau nu cu folosirea activatorilor de
fermentare.
Prin studierea dinamicii fermentatiei alcoolice a mustului ravac si cel de presd s-a urmarit stabilirea modului in
care tratamentul enzimatic al mustului influenteaza derularea acestui proces.
Din figura 5.11 se observa ca fermentarea mustului ravac limpezit enzimatic, sub actiunea microflorei epifite, se
declangseaza mai tarziu, gi in acest timp trebuie asigurata protectia antioxidantd a mustului, dar dureazad mai

utin decéat la varianta martor. Fermentarea este mai linistitd si mai uniforma.
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Figura 5.11. Influenta tratamentului enzimatic Figura 5.12. Influenta tratamentului enzimatic a
asupra dinamicii fermentatiei alcoolice a mustului ravac mustului de presa asupra dinamicii fermentatiei
(V1 - must ravac martor fermentat microflora spontana, alcoolice (V2 - must de presad martor fermentat
V3 - must ravac tratat cu Lallzyme Cuveé Blanc, 2 microflora spontana, V4 - must de presa tratat cu
0/100 kg struguri, fermentat microflora spontana, V5 Lallzyme Cuveé Blanc, 2 g/100 kg struguri, fermentat
must ravac tratat cu Lallzyme Cuveé Blanc, 2 g/100 kg microflora spontana, V6 must d epresa tratat cu
struguri, fermentat cu drojdii selectionate) Lallzyme Cuveé Blanc, 2 g/100 kg struguri, fermentat

cu drojdii selectionate)

In cazul mustului de preséa, fermentarea mustului limpezit enzimatic si a celui limpezit prin deburbare clasica,
incepe practic in acelasi moment, insa dureaza mai mult (fig. 5.12).

Cand se folosesc drojdii selectionate, amorsarea fermentatiei este mult mai rapida, iar durata de fermentare este
mai scurtd, dar ea nu se impune ca o consecinta a utilizarii limpezirii enzimatice, putand fi folositd doar pentru
avantajele pe care o fermentatie cu drojdii selectionate le poate aduce: temperaturi de fermentare mai scazute,
producerea de cantitdti mai mici de acizi volatili, spectrul diferit al produgilor secundari ai fermentatiei alcoolice
responsabili de "aroma de fermentatie", folosirea unor goluri de aer la fermentare mai mici datoritd spumarii mai
reduse in timpul fazei de fermentatie tumultoasa etc.

5.1.3.6. Efectul enzimelor de macerare asupra calitatii vinurilor

Pentru a studia cum se reflectd aplicarea tratamentului cu enzime de macerare, asupra compozitiei fizico-
chimice si senzoriale a vinurilor, s-au determinat principalii parametri ai acestora (tabelul 5.4 i 5.5).

Analizand datele din tabel se observa ca raportul de combinare a dioxidului de sulf este mai bun la variantele
fermentate cu drojdii selectionate.

Tabelul 5.4. Compozitia fizico-chimica a vinurilor Muscat Ottonel - anul de recoltd 2009, Murfatlar

Varianta SO,, mgl/l Alcool, % vol. Aciditate totala, Aciditate
liber total dobandit  potential g H.SO./I volatila,
g acid acetic/l
V1 17,5 90,00 11,9 12,1 4,90 0,47
V2 12,5 82,50 11,7 11,9 4,74 0,48
V3 22,5 85,00 12,0 12,1 5,10 0,38
V4 17,5 85,00 11,8 11,9 5,00 0,41
V5 25,0 77,50 12,45 12,1 5,16 0,26
V6 27,5 82,50 12,25 11,9 4,95 0,28
Tabelul 5.5. Compozitia fizico-chimica a vinurilor Muscat Ottonel - anul de recolta 2009, Murfatlar
Varianta  Extract Zahar Glicerol, Esteri, Acet- Alcool Polifenoli
redus, rezidual, g/l g/l aldehida, metilic, totali,
g/l g/l mag/l mag/l mag/l
V1 17,70 2,20 6,14 0,334 42,7 47 250
V2 18,00 2,45 6,52 0,390 47,1 59 295
V3 19,20 2,58 8,02 0,440 30,1 58 220
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V4 19,4 2,70 7,98 0,395 36,4 65 247
V5 20,50 0,96 9,50 0,475 22,7 76 185
V 6 20,90 1,60 10,28 0,447 25,4 84 215

Continutul de acizi volatili si de acetaldehidd au valori minime la variantele fermentate dirijat, pe seama
particularitatilor de metabolism ale drojdiilor folosite.
Continutul de zahér rezidual la probele limpezite enzimatic este ugor superior martorilor, mai ales la vinul de
presa, la care gradul de limpezire, comparativ cu Thcarcatura mustului in suspensii a fost mai avansat. La
probele fermentate cu drojdii selectionate, acesta a fost minim 0,96-1,60 g/I.
Extractul vinurilor obtinute din strugurii macerati enzimatic, este superior martorilor, pe seama unei mai bune
extractii a compusgilor solubili din bob, participanti la extract;
Drojdiile selectionate folosite sunt producatoare de glicerol, determinand o cregtere a continutului acestuia cu
45,5 - 50,0% fatd de martor. Se observa céa si vinurile limpezite enzimatic au, fatd de martor, o concentratie
sporitd de glicerol, deci formarea compusgilor secundari in cursul fermentatiei alcoolice in aceste conditii este
influentatd in mod benefic.
Cu cat limpezirea este mai avansata (V2, V5), cu atat continutul vinurilor in esteri este mai mare. Continutul in
esteri al vinurilor fermentate cu drojdii selectionate este superior, pe seama produsgilor de metabolism ai
drojdiilor. Atat in cazul vinului ravac cat si de presa, se constatd o crestere a continutului in metanol, atunci cand
limpezirea se face enzimatic. Aceasta este rezultatul activitatii pectin-esterazelor din preparatele utilizate.
Cresterea insa nu este semnificativa, neinfluentand practic calitatea vinului.
Vinul de preséa contine mai mult metanol decét cel ravac,deoarece continutul acestuia in substante pectice a fost
mai mare. Deburbarea rapida a mustului determind diminuarea extractiei compusgilor fenolici in must, precum gi
a activitatii polifenoloxidazei, care este indepartatad odata cu partile solide ale strugurilor, unde se afla localizata.
Vinurile fermentate cu drojdii selectionate, au continuturi mai mici de polifenoli decéat cele limpezite enzimatic dar
fermentate spontan, probabil datoritd absorbtiei diferite a acestor compugi de catre celulele drojdiilor.

Tabelul 5.6. Continutul in terpene libere in cazul mustului ravac netratat (V1) si tratat enzimatic (V5)

Compusi Vin obtinut din Vin obtinut din must ravac tratat cu Lallzyme

terpenici, pg/l must ravac martor, Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri) si fermetat cu
V1 drojdii selectionate, V5

Linalool 190,8 2146

Hotrienol 1349 154,2

a Terpineol 82,3 69,2

Citronelol 82,2 1014

Nerol urme urme

Geraniol 55,9 81,6

Acid geranic 54,2 1194

Total compusi 600,3 740,4

terpenici

In tabelul 5.6 sunt prezentate valorile compusilor terpenici dozati prin gaz cromatografie cuplata cu spectrometrie
de masa a vinului obtinut din mustul ravac netratat fermentat cu microflora spontana si tratat cu preparat
enzimatic Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri) si fermentat cu drojdii selectionate.

Vinul obtinut din must ravac tratat cu preparat enzimatic Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri) si fermentat
cu drojdii selectionate, a prezentat un continut mai mare in terpene libere, aceasta crestere datorandu-se
eliberarii lor din formele legate in timpul fermentatiei alcoolice, datoritd activitatii enzimatice reziduale a
strugurilor sau a activitatii enzimatice a drojdiilor de fermentatie (Delcroix si colab., 1994, Delfini si colab., 2001).
Pe de altd parte cregsterea concentratiei in citronelol se datoreazéd metabolismului drojdilor capabile sa-l
sintetizeze din nerol si geraniol (Dugelay si colab., 1992). Ciclizarea nerolului, geraniolului si a linalolului Tn
mediu acid duce la obtinerea de a terpineol,iar ciclizarea in mediu acid cu eliminarea unei molecule de apa a 2,6
dimetil 3,7 octadien 2,6 diol conduce la obtinerea de hotrienol.

Vinurile obtinute din variantele de must au fost analizate senzorial, criterile de apreciere fiind: intensitatea
olfactiva, calitatea puritatii aromatice, fructuozitate, carcater floral, vegetal, mineral, amareala, intensitatea
buchetului, onctuozitate, rotunjime, echilibru gustativ, persistenta gustativa.

Profilul aromatic al vinurilor rezultate din mustul ravac martor (V1) si din mustul ravac tratat cu Lallzyme Cuveé
Blanc (2 g/100 kg struguri) si fermentat cu drojdii selectionate (V5) in urma analizei senzoriale este reprezentat
n diagrama radar din figura 5.13.

Vinul obtinut din mustul tratat cu preparat enzimatic Lallzyme Cuveé Blanc prezintd caracteristici senzoriale
superioare variantei martor.

Intensitatea aromaticd se accentueazé prin utilizarea acestui preparat enzimatic, care contine concentratii
ridicate atat in glicozidazele ce actioneaza in prima etapa a mecanismului enzimatic, cat si in $-glucozidaza ce
actioneaza in a doua etapé a mecanismului enzimatic de eliberare a constituentilor aromatici.
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De aceea, din punct de vedere senzorial, vinurile obtinute cu ajutorul enzimelor de macerare sunt mai
armonioase, mai expresive, mai corpolente si dovedesc cel mai bun echilibru, intensitate si tipicitate a aromei.
Vinurile obtinute din musturi fermentate cu drojdii selectionate, prezintd o aroma varietala mai atenuata, aroma
de fermentatie fiind mai evoluata si mai evidenta.

intensitatea
olfactivd

calitatea puritatii
aromatice

, persistenta
gustativa

echilibru gustativ fructuozitate

onCtUO‘thalC caracter floral —V5
(rotunjime)
intensitatea

: caracter vegetal
buchetului ¢ g

amdreala caracter mineral

Figura 5.13. Profilul aromatic al vinurilor in urma analizei senzoriale
5.1.4. Concluzii partiale

— Folosirea in vinificatie a enzimelor de macerare si a drojdiilor selectionate, creaza o serie de avantaje de
ordin tehnologic: optimizarea unor transforméari ce au loc in fazele de obtinere, formare si evolutie a
vinului, marirea randamentului si rulajului utilajelor. Ele determina insa i modificari ale compozitiei
vinurilor, care conduc la imbunatatirea calitatii lor.

— Prin adaugarea enzimelor pe struguri, se inregistreazad o crestere a randamentului in must ravac cu
9,5% si o scadere a randamentului in must de presa, cu cca. 3,0% , precum si o crestere a
randamentului total Tn must, cu 5,6%.

— Prin actiunea enzimelor pectolitice, durata de limpezire a mustului ravac si cel de presa este practic aceeasi si egala
cu cea de sedimentare. Raportata la procedeul deburbarii clasice, durata de limpezire enzimatica este mai mica cu
70%, iar efectul de limpezire enzimatica este superior cu 50% in cazul mustului ravac si 75% 1n cazul mustului de
presa.

— In functie de incarcatura mustului in suspensii - care pentru o aceeasi tehnologie de vinificare, depinde
de compozitia strugurilor prin folosirea enzimelor pectolitice, filtrabilitatea creste cu 50% in cazul
mustului ravac si 85% pentru mustul de presa.

— Prin folosirea drojdiilor selectionate pe musturi limpezite enzimatic, durata procesului de fermentare
scade - fatd de musturile limpezite clasic - cu 37% - in cazul vinului de presa si 69% - in cazul mustului
ravac. Fata de musturile limpezite enzimatic si fermentate sub actiunea microflorei epifite, scaderea este
de 57% - atat pentru vinul ravac cat si cel de presa.

— Vinurile obtinute din musturi limpezite prin tratamente enzimatice, se remarca prin continuturi superioare
de extract nereducator, glicerol, esteri, alcool metilic si valori mai mici ale continutului de acetaldehida,
acizi volatili si compusgi fenolici.

— Vinurile obtinute din musturi limpezite enzimatic si fermentate cu drojdii selectionate, inregistreaza cele
mai mari valori ale continutului de glicerol, sunt bogate in esteri, au valori foarte mici ale continutului de
acetaldehida i substante fenolice.

5.2. Studiu privind utilizarea enzimelor cu activitate B-glucozidazica la elaborarea vinurilor albe aromate
din struguri soiul Muscat Ottonel

5.2.1. Oportunitatea studiului

Hidroliza precursorilor de aroma fin cursul vinificarii este posibila sub actiunea enzimelor strugurelui, a
echipamentului enzimatic al drojdiilor sau al preparatelor enzimatice exogene. Fiecare din aceste enzime
actioneaza in etape tehnologice diferite incepand de la procesarea recoltelor de struguri si finalizdnd cu
obtinerea gi maturarea vinului.Tratamentul cu preparate enzimatice exogene permite hidroliza glucozei
glicozilate. Experimentele efectuate au demonstrat ca intensitatea hidrolizei enzimatice depinde atat de soi cat si
de eficacitatea preparatului enzimatic utilizat.in general, proportia diferitelor glucozide variaza in functie de
conditiile climaterice, de pozitia geografica a arealului viticol si de starea de maturitate a recoltei.

Scopul cercetérilor intreprinse in conditii de microvinificatie, a fost de a studia principalele efecte ale utilizarii
enzimelor cu activitate enzimatica B glucozidazica asupra eliberérii substantelor de aroma in vinuri.

5.2.2. Materiale si metode de analiza

Strugurii materie prima, materialele auxiliare si variantele tehnologice utilizate. Experimentarile s-au
efectuat pe soiul Muscat Ottonel, in conditile climatice ale anului 2009, utilizdnd doud tipuri de preparate
enzimatice cu activitate 8 glucozidazica si anume Novarom G (Novo Nordisk, Dittingen, Elvetia) si Lallzyme Beta

17



Rezumatul tezei de doctorat
(Lallemand Inc Quebec, Canada) imediat dupa finalizarea fermentatiei alcoolice.
Lallzyme Beta este un preparat enzimatic utilizat pentru eliberarea substantelor de aroma in vinurile albe
obtinute din struguri aromati, prezintd activitate B glucozidazicad intensa. A fost elaborat pentru a mari
intensitatea aromatica a vinurilor. Cu cat este mai mare rezerva de precursori aromatici, cu atat este mai mare
efectul tratamentului enzimatic. Parametrii (temperaturaftimp) minim 12°C/minim 3 saptdmani. Doza
recomandata este de 5 g/hl.
Novarom G este un preparat enzimatic utilizat pentru eliberarea substantelor de aroma in vinurile albe obtinute
din struguri aromati cu activitate B glucozidazicd. Parametrii (temperatura/timp) minim 10-12°C/minim 3
saptamani. Doza recomandata 5-10 g/hl.
in tabelul 5.7. sunt prezentate variantele experimentale si tehnologia de vinificatie aplicatd pentru obtinerea
acestora la nivel de microvinificatie.
Tabelul 5.7. Variantele tehnologice realizate pentru studiul influentei adaosului enzimelor de cu activitate 3
glucozidazica la vinificarea strugurilor din soiul Muscat Ottonel

Varianta Variante tehnologice

Varianta 1 (V1)  must ravac limpezit prin sedimentare statica, si fermentat spontan, sub actiunea microflorei ef

Varianta 2 (V2)  must ravac tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2 9/100 kg struguri) gi
fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite

Varianta 3 (V3)  must ravac tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2 9/100 kg struguri)
si fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite i tratat ulterior cu Lallzyme Beta in
doza de 5g/hl

Varianta 4 (V4)  must ravac tratat cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2 9/100 kg struguri) si
fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite si tratat ulterior cu Novarom G in doza de
5 g/hl

Cuantificarea terpenelor libere s-a realizat dupa procedeul descris inh subcapitolul anterior 5.1.2.

5.2.3. Rezultate si discutii

in continuare sunt prezentate datele obtinute pentru cuantificarea continutului in terpene libere in cazul vinului
ravac obtinut fara tratament cu preparate enzimatice, vinului obtinut din must tratat cu enzime de macerare si a
vinului obtinut din must tratat cu enzime de macerare gi cu enzime pentru potentarea aromei enzime cu activitate
B glucozidazicd. Asa cum se observa in figura 5.17 cantitatea in linalol a variat in functie de tratamentul
enzimatic al mustului si vinului.

Astfel, se observa ca adaosul de enzime la sfarsitul fermentatiei alcoolice are un rol important in continutul in
terpene libere, in cazul linalolului (fig. 5.17) valoarea a crescut cu 76,2% in cazul utilizarii preparatului Lallzyme
Beta (5 g/hl vin) si cu 14,5 % in cazul utilizarii preparatului Novarom G (5 g/hl vin),faté de varianta V1 si cu
56,6% in cazul utilizarii preparatului Lallzyme Beta (5 g/hl vin) si cu 1,7% in cazul utilizarii preparatului Novarom
G (5 g/hl vin),fata de varianta V2. Castro Vazquez si colab., 2002 au observat o cregtere cu 43 % a cantitatii de
linalol in vinul obtinut din struguri soiul Muscat, in urma tratamentului cu preparat enzimatic comercial AR-2000 a
vinului.
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Figura 5.17. Continutul in linalol al probelor analizat: Figura 5.18. Continutul in a terpinol al probelor
pentru variantele studiate analizate pentru variantele studiate
In cazul a terpineolului valoarea a crescut cu numai 6,4% n cazul utilizarii preparatului Lallzyme Beta (5 g/hl vin)
si a scazut cu 12,7 % in cazul utilizarii preparatului Novarom G (5 g/hl vin) fata de varianta V1 (fig. 5.18).
Daca se raporteaza rezultatele la varianta V2, cantitatea de a terpinol a crescut cu 26,5% in cazul utilizarii
preparatului Lallzyme Beta (5 g/hl vin) si cu 5,3% Tn cazul utilizarii preparatului Novarom G (5 g/hl vin).

18



Rezumatul tezei de doctorat

350 200

300 —

160

_ 250 140
= —

2 200 B 120

2 < 100
150 b

§ S 80

100 60

40

50 i 20

0 0 — S
V1 V2 V3 V4 V1 V2 V3 V4
Variante Variante
Figura 5.19. Continutul in geraniol al probelor analizate Figura 5.20. Continutul in nerol al probelor analizate
pentru variantele studiate pentru variantele studiate

in figura 5.19 este reprezentata variatia continutului in geraniol in functie de variantele analizate. Comparand
continutul Tn geraniol pentru variantele V3 si V4 se observa ca in cazul variantei V3 se obtine o cantitate dubla
de geraniol fatd de varianta V4.Analizand datele din figura 5.20 se observa cum continutul nerol de la varianta
V1 si V 2 este foarte redus, asta datordndu-se cresterii concentratiei in citronelol, datorate metabolismului
drojdiilor capabile sa-l sintetizeze din nerol (Dugelay si colab., 1992).
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Figura 5.21. Continutul in compusi terpenici ai Figura 5.22. Profilul aromatic al vinurilor in urma
probelor analizate pentru variantele studiate analizei senzoriale

La varianta V3 continutul de nerol ajunge la 172,5 pg/iar in cazul variantei V4 ajunge la 54,7 pg/l. Cantitatea
totald de terpene a fost de 600,3 pg/l In cazul variantei V1, in cazul variantei V2 a fost de 740,4 pg/l. In urma
utilizarii enzimelor cu activitate B-glucozidazica cantitatea totala de terpene acrescut la 1371,7 pg/l in cazul
variantei V3 sila 887,9 pg/l in cazul variantei V4 (fig. 5.21).

Adaosul de preparat enzimatic cu concentratii ridicate atat in glucozidazele ce actioneazé in prima etapa a
mecanismului enzimatic cat si in B-glucozidaza ce actioneaza in a doua etapd a mecanismului enzimatic
determina cresteri spectaculoase ale concentratiilor in terpenoli volatili specifici strugurilor din soiul Muscat
Ottonel. Vinurile obtinute din variantele V1, V2, V3 si V4 au fost analizate senzorial de un panel de degustatori
autorizati. Criteriile de apreciere au fost: intensitatea olfactiva, calitatea puritatii aromatice, fructuozitate, carcater
floral, vegetal, mineral, améreala, intensitatea buchetului, onctuozitate, rotunjime, echilibru gustativ, persistenta
gustativa. Profilul aromatic al vinurilor rezultate din mustul ravac martor V1 si din mustul ravac tratat cu Lallzyme
Cuveé Blanc (2 g/100 kg struguri) V2, vinul obtinut din must ravac tratat cu Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/100 kg
struguri) si cu Lallzyme Beta (5g/hl vin) dupa fermentatia alcoolica V3 si vinul obtinut din must ravac tratat cu
Lallzyme Cuveé Blanc (2 g9/100 kg struguri) si cu Novarom G (5g/hl vin) dupa fermentatia alcoolica V4 in urma
analizei senzoriale este reprezentat in diagrama radar din figura 5.22.

Vinul obtinut din mustul tratat cu preparat enzimatic Lallzyme Beta prezinta caracteristici senzoriale superioare
variantei martor cat si variantei tratate cu preparat enzimatic Novarom G.

Tratamentul cu cu preparat enzimatic Lallzyme Beta asigura vinurilor calitati gustative superioare, le evidentiaza
volumul si onctuozitatea si le accentueaza fructozitatea si caracterul aromatic varietal tipic fiecarui soi.

La vinurile in care s-a utilizat cu preparat enzimatic Lallzyme Beta dupa fermentatia alcoolica, se semnaleaza
prezenta in cantitati mai scézute a compusgilor vegetali volatili ce influenteazéa calitatea acestor vinuri.
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Prin acest efect benefic este posibila evidentierea mai accentuata a bogatiei si puritatii aromelor varietale tipice
soiului gi arealului viticol de provenienta. Caracterul de fructozitate si stabilitate ale insusirilor olfactive se mentin
in conditii normale de maturare gi invechire a vinurilor.
Avantaje utilizarii preparatului enzimatic Lallzyme Beta sunt urmatoarele:

= asigura o accelerare a extractiei precursorilor de aromg;

= determind o accelerare a stabilitatii compusilor raspunzatori de tipicitatea gustativa;

= permite o crestere a continutului in compusi raspunzatori de profilul si tipicitatea aromatica, ce se
concretizeaza printr-o cregtere valorica reala a calitatii vinurilor tratate.

5.2.4. Concluzii partiale

— Adaosul de enzime cu activitate B glucozidazica la sfarsitul fermentatiei alcoolice are un rol important in
continutul in terpene libere final al vinului.

— Cantitatea totala de terpene a fost de 600,3 ug/l in cazul variantei V1, in cazul variantei V2 a fost de
740,4 pgll; in urma utilizarii enzimelor cu activitate B-glucozidazica cantitatea totala de terpene a crescut
la 1371,7 pg/l in cazul variantei V3 si la 887,9 pg/l in cazul variantei V4.

— Prin utilizarea celor doud preparate enzimatice cu activitate B glucozidazicd s-a observat eficienta
sporitd a preparatului Lallzyme Bet,datoritd cresterii continutului in compusi raspunzétori de profilul gi
tipicitatea aromaticd a vinurilor obtinute din struguri soiul Muscat Ottonel, ce se concretizeazéa printr-o
cregtere valorica reala a calitatii vinurilor.

5.3. Dinamica procesului de limpezire a mustului sub actiunea preparatelor enzimatice

5.3.1. Oportunitatea studiului. Utilizarea enzimelor pectolitice pentru limpezirea mustului, reprezinta un

procedeu simplu, economic si cu efecte pozitive asupra verigilor tehnologice ulterioare (imbunatatirea

filtrabilitatii, comportarea la tratamentele de stabilizare) si a calitatii vinului.

Substantele pectice care se gasesc natural in orice must, impiedica limpezirea acestora datoritd caracterului lor

coloidal; ele pot fi insa scindate enzimatic, cu ajutorul preparatelor enzimatice pectolitice.

Cercetarile efectuate au drept scop optimizarea limpezirii mustului cu ajutorul preparatelor enzimatice, prin

studierea factorilor care influenteaza procesul de limpezire. Cercetarile au urmarit dinamica limpezirii mustului cu

ajutorul preparatelor enzimatice, sub influenta mai multor factori precum tipul mustului supus limpezirii: must

ravac si must de presa; tipul preparatelor enzimatice folosite: enzime de macerare a strugurilor si enzime de

limpezire a mustului; modul de adaugare a enzimelor; dozele de enzime utilizate.

5.3.2. Materiale si metode de analiza

Strugurii materie prima, materialele auxiliare si variantele tehnologice utilizate

S-au utilizat preparate enzimatice de tipul:

Enzimelor de macerare - contin enzime pectolitice din categoria poligalacturonazelor (E.C.3.2.1.15), celulazelor

si hemicelulazelor. Enzimele s-au addugat pe struguri, in buncarul de receptie al desciorchinatorului-zdrobitor.

Enzimelor de limpezire - contin enzime pectolitice din categoria poligalacturonazelor (E.C.3.2.1.15), pectin-metil-

esterazelor (E.C.3.2.1.11) si pectin-liazelor (E.C.4.2.2.10). Enzimele s-au adaugat in must.

Intrucat s-a constatat ca sedimentarea particulelor aflate in suspensie, nu este intotdeauna direct proportionala

cu limpiditatea mustului, dinamica procesului de limpezire a mustului s-a urmarit prin aprecierea a doua marimi:
= viteza de sedimentare a particulelor, prin variatia volumului de sediment, % in timp;

= viteza de limpezire a mustului prin variatia DO 420 nm cititd la cuva de 1 cm, in timp.

Preparate enzimatice utilizate: pentru macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2g/100kg struguri) si pentru limpezire
Lallzyme HC (1 g/hl).
in tabelul 5.9. sunt prezentate variantele experimentale si tehnologia de vinificatie aplicatd pentru obtinerea
acestora la nivel de microvinificatie.
Tabelul 5.9. Variantele tehnologice realizate pentru studiul influentei adaosului enzimelor de macerare si de
limpezire la vinificarea strugurilor din soiul Muscat

Varianta Variante tehnologice

Varianta 1 (V1) must ravac limpezit prin sedimentare statica

Varianta 2 (V2) must ravac limpezit cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (29/100kg strugu
Varianta 3 (V3) must de presa limpezit prin sedimentare statica

Varianta 4 (V4) must de presa limpezit cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2g/100kg strt
Varianta 5 (V5) must asamblat limpezit prin sedimentare statica

Varianta 6 (V6) must asamblat limpezit cu enzime de limpezire Lallzyme HC (1 g/hl)

Varianta 7 (V7) must asamblat limpezit cu enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/hl)c
adaugate in mustuiala

5.3.3. Rezultate si discutii

5.3.3.1. Dinamica proceselor de sedimentare si limpezire a mustului sub efectul enzimelor de macerare
Studiind dinamica procesului de limpezire a mustului, s-a observat cd nu existd o proportionalitate directa intre
viteza de limpezire a acestuia si viteza de sedimentare a particulelor aflate In suspensie. In plus, acest
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comportament este diferit in cazul mustului ravac si in cazul mustului de presd. In cazul mustului ravac,
fncarcatura acestuia in particule mecanice aflate in suspensie, este mare, ele fiind antrenate la scurgere.
Sedimentul apare foarte repede, dar mai mult pe seama particulelor mecanice decat a celor coloidale, care sunt
in cantitate mica (fig. 5.23).
In plus, hidroliza enzimaticd a pectinelor continute de aceastd fractiune de must, sub actiunea pectinazelor
endogene, dureaza foarte mult (Castino, 1995; Villettaz, 1996).
Formarea de sediment in cazul mustului ravac martor (V1), nu imbunatateste semnificativ limpiditatea mustului,
care continua sa ramana opal DO4onm = 0,320 (fig. 5.24).
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Figura 5.23. Dinamica procesului de sedimentare a

mustului ravac sub influenta enzimelor de macerare

(V1-must ravac limpezit prin sedimentare statica, V2-

must ravac limpezit cu enzime de macerare Lallzyme
Cuveé Blanc (29/100kg struguri)

Figura 5.24. Dinamica procesului de limpezire a
mustului ravac sub influenta enzimelor de macerare
(V1-must ravac limpezit prin sedimentare statica, V2-
must ravac limpezit cu enzime de macerare Lallzyme
Cuveé Blanc (29/100kg struguri)

Nu acelasi lucru se intdmpla cu mustul care provine din strugurii tratati cu preparat enzimatic (V2). Pectinazele
exogene isi incep repede actiunea, astfel ca faza enzimatica si cea electrostatica a sedimentarii sunt mult
scurtate,iar numarul particulelor care pot sedimenta la un moment dat este mai mare. De aceea variatia
volumului de sediment in timp, pentru mustul tratat enzimatic, este mai mare, ea fiind insotitd de o limpiditate
foarte buna prezentand o absorbanta de DO4zonm = 0,124.

Tn cazul mustului de presd, incarcétura acestuia in particule mecanice este mai mic4, ele fiind in cea mai mare
parte retinute in bostina, care se comporta ca un mediu filtrant. Deci particulele responsabile de opalescenta
mustului, sunt cele coloidale.
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Figura 5.25. Dinamica procesului de
sedimentare a mustului de preséa sub influenta
enzimelor de macerare (V3-must de presa limpezit prin
sedimentare statica, V4-must de presa limpezit cu
enzime de macerare Lallzyme Cuveé Blanc (29/100kg
struguri)

Figura 5.26. Dinamica procesului de limpezire a
mustului de preséa sub influenta enzimelor de
macerare(V3-must de presa limpezit prin sedimentare
statica, V4-must de presa limpezit cu enzime de
macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2g/100kg struguri)

21



Rezumatul tezei de doctorat
Din analiza figurii 5.25 se observa cé in primele 12 ore la mustul martor (V3) nu se semnaleaza nici aparitia de
sediment, nici o modificare semnificativa a limpiditatii, mustul ramanand foarte opal. in urmétoarele 12 ore se
semnaleaza o depunere de sediment, de 1,2 %, pe seama particulelor mecanice care reusesc sa se depuna,
fara insa a fi insotitd de o limpezire evidenta, mustul fiind in continuare opal. Pe parcursul urmatoarelor 12 ore,
grosimea sedimentului creste pe seama depunerii de noi particule, iar limpiditatea se mai imbunéatateste,
opalescenta finald a acestui must find de DOsonm = 0,512, rdméne constantd pand cand mustul intra in
fermentareMustul de presa tratat enzimatic (V4), are insa o evolutie remarcabild. incarcatura mustului de presa
in substante pectice, este superioara mustului ravac, deci enzimele pectolitice au substratul asupra caruia sa
actioneze, destabilizadnd astfel complexul coloidal responsabil de opalescenta si incarcatura in suspensii a
acestei fractiuni de must. Desi actiunea enzimelor pectolitice exogene nu se remarca chiar din primele minute
(ca la mustul ravac), formarea de sediment este evidenta, iar scadderea volumului acestuia este insotitad si de
cresterea limpiditatii.
Astfel dupa 12 ore, volumul sedimentului este constant,iar limpiditatea este practic cea finalda DO4onm = 0,128
(fig. 5.26). Se observa ca preparatele enzimatice induc de fapt ca durata de limpezire a mustului de presa si cel
ravac sa fie practic aceeasi, efectul de limpezire fiind foarte mare, intotdeauna superior martorilor.
Depozitul rezultat este intotdeauna compact si bine diferentiat de fractiunea lichida. Volumul depozitului depinde
de linia tehnologica folosité si de doza de enzime de macerare utilizate.
5.3.3.2. Dinamica proceselor de sedimentare si limpezire a mustului sub actiunea enzimelor de limpezire
Pentru a studia derularea sedimentarii gi limpezirii mustului sub actiunea preparatelor enzimatice de limpezire,
cercetarilor s-au efectuat pe must asamblat, preparatul enzimatic utilizat fiind Lallyzym HC in doz& de 1g/hl.
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Figura 5.27. Dinamica procesului de sedimentare a Figura 5.28. Dinamica procesului de limpezire a
mustului asamblat sub influenta enzimelor de limpezire mustului asamblat sub influenta enzimelor de limpezire
(V5-must asamblat limpezit prin sedimentare statica, (V5-must asamblat limpezit prin sedimentare statica,
V6-must asamblat limpezit cu enzime de limpezire V6-must asamblat limpezit cu enzime de limpezire
Lallzyme HC -1 g/hl) Lallzyme HC -1 g/hl)

Din analiza figurii 5.27 se observa in cazul mustului martor (V5), o sedimentare mai evidenta a particulelor care
se inregistreaza dupa cca. 2 ore, are un efect de limpezire total nesatisfacator.

Considerand sedimentarea incheiatda cand volumul de sediment este practic constant, deci dupa 12 ore,
limpiditatea acestui must DO 0,m = 0,665, este net inferioara mustului tratat enzimatic, a carui DO p0,m = 0,229.
In cazul mustului tratat enzimatic se constatd o corespondenta directa intre viteza de sedimentare si cea de
limpezire, astfel cad dupa 4 ore procesul de limpezire a mustui sub actiunea enzimelor pectolitice exogene poate
fi incheiat (fig. 5.28).

5.3.3.3. Influenta modului de utilizare a enzimelor asupra limpezirii mustului

Limpezirea mustului se obtine atat prin utilizarea enzimelor de macerare céat si a celor de limpezire, dar dinamica
acestui proces difera, datoritd momentului adaugarii lor cat si datoritd compozitiei distincte a acestor preparate
enzimatice. Intrucat enzimele de macerare se adauga pe mustuiald sau chiar pe struguri, durata de contact
dintre enzima si substrat este mai mare decét in cazul folosirii enzimelor de limpezire, deoarece acestea se
adauga direct in must. Atunci cand se folosesc enzime de macerare, faza hidrolizei enzimatice a pectinelor se
desfasoara practic in timpul zdrobirii strugurilor (cand enzimele se adauga pe struguri), in timpul scurgerii
mustului si presarii (cand enzimele se adaugé in mustuiald), astfel ca in timpul operatiei de deburbare are loc
numai faza de floculare si cea de sedimentare a particulelor aflate in suspensie.

Din analiza figurii 5.29 se observa ca deja dupa 30 minute de deburbare, inh cazul folosirii enzimelor de macerare
(V7), volumul sedimentului a scazut la 40%. In acelasi interval de timp, prin folosirea enzimelor de limpezire
(V6), volumul sedimentului a scazut la 80%, ceea ce denota ca faza hidrolizei enzimatice a pectinelor nu s-a
finalizat.
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Figura 5.29. Influenfa modului de addugare a Figura 5.30. Influenta modului de adaugare a

enzimelor asupra sedimentarii mustului (V5-must enzimelor asupra limpezirii mustului (V5-must

asamblat limpezit prin sedimentare staticd, V6-must asamblat limpezit prin sedimentare staticd, V6-must
asamblat limpezit cu enzime de limpezire Lallzyme HC asamblat limpezit cu enzime de limpezire Lallzyme HC

-1 g/hl, V7- must asamblat limpezit cu enzime de -1 g/hl, V7- must asamblat limpezit cu enzime de

macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/hl) cu enzime macerare Lallzyme Cuveé Blanc (2 g/hl) cu enzime

addugate in mustuiala) adaugate in mustuiala)
Daca in cazul utilizarii enzimelor de macerare, dupa aproximativ o perioada de 3 ore procesul de sedimentare si
limpezire poate fi considerat incheiat, in cazul utilizarii enzimelor de limpezire aceasta se intdmpla abia dupa o
perioada de 12 ore.
Insa dupé acest interval de timp de 12 ore limpiditatea mustului V6 (DO = 0,129), este mai avansata decat
cea a mustului V7 (DOuonm = 0,160), care este mai bogat in compusi ce contribuie la opalescentd dar si la
extractul acestei fractiuni de must, deoarece preparatele de macerare contin enzime "de extractie" a compusilor
din bob in must, ele avand pe Ianga enzime pectolitice si celulaze, hemicelulaze etc. (fig. 5.30).
5.3.3.4. Influenta dozelor de enzime asupra dinamicii limpezirii mustului
Preparatele enzimatice de macerare a strugurilor sau de limpezire a musturilor, se folosesc in doze ce variaza
intre 1 gi4 g/100 kg struguri sau hl must, in functie de natura si particularitatile preparatului enzimatic.
Astfel prin marirea dozei de enzime, cregte viteza de sedimentare si implicit cea de limpezire a mustului (fig.
5.31), deoarece acelasi continut de substante pectice, deci de substrat, este scindat de o doza mare de enzime.
Cu toate acestea, prin marirea dozei peste limita maxima indicata de 1g/hl, efectul raméane constant,decarece
substratul existent este acoperit de cantitatea echivalenta de enzime, si nu mai exista altul care sa poata fi
hidrolizat de excesul de enzime adaugat.
Alegerea dozelor de enzime trebuie judicios stabilitd in functie de mai multi factori: tipul preparatului enzimatic,
continutul strugurilor gi mustului in substante pectice si efectul de limpezire dorit.
Astfel, folosirea unor doze prea mari de enzime de macerare va determina 0 macerare prea avansata a
strugurilor si marirea volumului burbelor. Folosirea unor doze prea mari de enzime de limpezire poate determina
o limpezire prea avansatd a mustului, cu consecinte tehnologice si de compozitie a vinului ce decurg implicit.
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Figura 5.31. Influenta dozelor de preparate enzimatice de limpezire asupra dinamicii limpezirii mustului
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5.3.4. Concluzii partiale

— Dinamica procesului de limpezire a mustului este influentatd de mai multi factori precum natura si
cantitatea compusilor coloidali din must, care depinde de soiul de struguri, gradul lor de coacere si de
tehnologia de vinificare primara folositd, spectrul enzimelor ce intr& in componenta preparatelor
enzimatice cat si modul de adaugare a enzimelor si dozele utilizate.

— Mustul obtinut din soiuri bogate in pectine, precum si musturile de presa, mai ales cele de la presele
continue, contin cantitati mari de coloizi pectici, ce ridicad probleme de limpezire prin metodele clasice,
care se pot transmite vinului.

— Preparatele ce contin cantitdti mai mari de poligalacturonaze si pectinliaze, realizeazd mai rapid
degradarea substantelor pectice.

— Enzimele de macerare realizeaza o exiractie mai avansatad a compusilor structurali din bob, in must, iar
adaugarea lor pe struguri permite marirea timpului de contact intre enzima si substrat si deci marirea
vitezei de sedimentare si limpezire a mustului.

— Prin marirea dozelor de enzime, viteza de sedimentare si gradul de limpezire creste. O limpezire prea
avansatd a mustului nu este de dorit datorité intarzierii intrarii in fermentatie a mustului, perturbarea
derularii fermentatiei alcoolice si scaderii extractivitatii si corpolentei vinurilor rezultate.

— Stabilirea modului de utilizare a preparatelor enzimatice si a dozelor necesare pentru limpezirea
mustului, se va face tindnd cont de: tipul preparatului enzimatic (de macerare sau de limpezire) si scopul
urmarit optimizarea strict a limpezirii mustului, caz in care se recomanda enzime de limpezire sau
imbunétatirea limpezirii mustului si a calitatii vinurilor rezultate, situatie in care se recomanda folosirea
enzimelor de macerare.

— A fost elaborata o schema tehnologica optimizata pentru producerea vinurilor albe aromate de calitate in
podgoria Murfatlar din struguri Muscat Ottonel.

CAPITOLUL 6. STUDII PRIVIND UTILIZAREA TULPINILOR DE DROJDII SELECTIONATE LA
ELABORAREA VINURILOR ALBE AROMATE DE CALITATE

6.1.Studiu privind comportamentul drojdiilor selectionate si a celor din microflora epifita in conditii
aerobe de cultivare
6.1.1. Oportunitatea studiului. Scopul cercetarilor intreprinse in conditii de laborator, a fost de a studia
principalele efecte ale utilizarii diferitelor tulpini de drojdii selectionate, asupra multiplicarii celulelor de drojdie cat
si studiul asupra stabilitatii celulelor de drojdie. Multiplicarea si stabilitatea celulelor de drojdii a fost cuantificata
prin: studiul dinamicii de multiplicare a drojdiilor in conditii asincrone; parametrii cinetici de multiplicare: numarul
de generatii, viteza de multiplicare, timpul de dublare a biomasei; biomasa substantd uscatd, g substanta
uscata/100 ml mediu fermentativ; gradul de autoliza a celulelor, %Na/Nt
6.1.2. Materiale si metode de analiza
Strugurii materie prima, materialele auxiliare si variantele tehnologice utilizate. Pentru realizarea acestui
studiu, materie prima au fost strugurii din soiul Muscat Ottonel, culesi manual din podgoria Murfatlar, in anul
2010. S-au utilizat trei tulpini de drojdii selectionate din specia Saccharomyces cerevisiae sub forma de
preparate comerciale provenind de la trei firme diferite, folosite pe plan mondial pentru soiul Muscat Ottonel.
Toate sunt caracterizate in figele tehnice ca fiind drojdii ce genereazd metaboliti de fermentare cu arome placute
florale sau de fructe exotice.
Codificarea celor 3 tulpini de drojdii utilizate in studiu este prezentata in tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Codificarea tipurilor de drojdie utilizate la fermentatie

Nr. crt. Tipul de drojdie Codificare
1 Fermactive Muscat D1
2 Lalvin QA 23 D2
3 Fermicru AR2 D3

Fermactive Muscat (D1) este o drojdie destinatd obtinerii vinurilor cu grad alcoolic fnalt (16-17% vol.).
Evidentiaza expresia olfactiva tipica fructelor coapte. Intrucat manifestd o capacitate fermentativa superioara in
conditii tehnologice restrictive (34 °C i 17 % vol. alc.), aceasta drojdie se recomanda la obtinerea vinurilor cu un
continut redus in acizi volatili. Celulele sale au capacitatea de a forma agregate ce faciliteaza limpezirea gi
filtrabilitatea vinului, chiar dupéa cateva zile de la finalizarea fermentatiei alcoolice.

Permite obtinerea de rezultate excelente in cazul musturilor bogate in zaharuri, cum sunt cele obtinute din
recolte supramaturate specifice soiurilor din gama Muscat si din alte soiuri aromate culese la supramaturare.
Prin metabolismul sdu, asigura obtinerea de vinuri cu un continut ridicat in glicerol (6,3-7,3 g/l), cu un caracter
olfactiv foarte accentuat si rafinat si un caracter gustativ onctuos si persistent. Doza recomandata este de 25 g/hl
must.
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Lalvin QA 23 (D2) este un preparat de drojdii uscate selectionate Saccharomyces cerevisiae. Preparatul
prezinta caracter killer fatd de tulpinile indigene cu efecte nedorite. Temperatura optimé de fermentare a drojdiei
este 15-32 °C, drojdia fiind capabild s& fermenteze si musturi din struguri cu un continut redus in nutrienti
precum cele filtrate sau centrifugate. Aceasta drojdie nu produce spuma in timpul fermentarii si sedimenteaza
usor dupa finalizarea fermentatiei alcoolice.
Este o drojdie destinata obtinerii vinurilor cu grad alcoolic Thalt (13-14% vol.), in timpul fermentatiei alcoolice
ducénd la acumulari de cantitati mici de SO, si H,S, o aciditate volatild redusa 0,2 g/l H,SO, si foarte putini
metaboliti secundari. Aceasta drojdie produce in timpul fermentarii cantitdti insemnate de B glucozidaza care
permite eliberarea terpenelor legate la soiurile Muscat, eliberand mai multe arome specifice de soi. Doza
recomandata este de 25 g/hl must.
Fermicru AR2 (D3) este o drojdie Saccharomyces cerevisiae destinatd obtinerii vinurilor cu grad alcoolic
ridicat(13-14%), care prezinta caracter Killer fatd de tulpinile de drojdii sélbatice din must. Temperatura optima
de fermentare a drojdiei este 12-24 °C.
Aceasta drojdie nu produce spuma in timpul fermentarii si sedimenteaza ugor dupa finalizarea fermentatiei
alcoolice. Tn timpul fermentatiei alcoolice se acumuleaza cantititi reduse de SO, si H,S, o aciditate volatila
redusa 0,2 g/l CH;COOH si foarte putini metaboliti secundari. Productie ridicata de esteri aromatici, in particular
fenil etil acetat (trandafir, miere) si glicerol 4-6 g/l. Doza recomandata este de 20 g/hl must.
Conditii de cultivare a drojdiilor pentru evaluarea parametrilor cinetici de multiplicare
In vederea evalurii parametrilor cinetici de multiplicare, initial drojdiile au fost reactivate pe must proaspat de
struguri din soiul Muscat Ottonel, cu o concentratie in zaharuri de aproximativ 190 g/l si un pH = 3,5, in culturi pe
agitator la 200 rpm, la o temperatura de 25 °C pe o perioada de timp de 24 de ore.
Volumele transferate il |n mediile de fermentare au fost calculate in asa fel incat concentratia initiala de celule de
drojdii sa fie de 1 x 10’ celule viabile/ml.
Pentru evaluarea parametrilor cinetici de multiplicare, in damigene de 10 litri se aduce un volum de 8 litri must
proaspat de struguri cu o concentratle in zaharuri de aproximativ 190 g/l si un pH = 3,5 si inoculul avand o
concentratie initiala de 1 x 10’ celule viabile/ml. Damlgenele prevazute cu dopuri din tifon pentru a favoriza
accesul oxigenului sunt mentinute la o temperatura de 25 °C timp de 48 de ore. Periodic agitarea damigenelor s-
a realizat manual.
Numarul de celule viabile si viteza de multiplicare au fost evaluate dupa 6, 12, 24, 36 si 48 h. Testul de viabilitate
a fost realizat prin numararea directa a celulelor de drojdie viabile la microscop in prezenta indicatorului albastru
de metilen, cu ajutorul camerei Thoma. Metoda se bazeaza pe capacitatea drojdiilor viabile de a reduce
indicatorul redox din forma oxidata (albastru), in forma redusa (leuco-derivat incolor). Astfel celulele viabile vor
apare la microscop necolorate sau foarte slab colorate, iar celulele neviabile vor fi colorate in albastru.
Numararea cu camera Thoma. Celulele de drojdii se pot numara prin examen microscopic direct, cu ajutorul
citometrelor. Un citometru este o lama de sticla groasa, prevazuta cu trei platforme separate intre ele prin rigole
n sticla. Platforma centralad este denivelata fatd de celelalte doua cu o inaltime de 0,1 - 0,2 mm (inscrisa pe
fiecare camera). Pe platforma centrala este gravata o retea de linii perpendiculare, care delimiteaza o anumita
suprafatd divizatd de catre linii perpendiculare in microcelule de forma patratica (patratele elementare).
Diferentierea dintre tipurile de citometre consta i in marimea variabila a suprafetei unui patratel elementar.
Tn cazul citometrului Thoma, suprafata de 1 mm? este divizatd in 400 de patratele elementare cu latura de 1/20
mm. Numarul de celule prezente intr-un cm de suspensie de anallzat se determina cu formula:

N=n-4-10°d

n care: n - este numarul mediu de celule pe un patratel elementar; d - coeficient de dilutie.
Calculul parametrilor cinetici de multiplicare a drojdiilor
In functie de particularitatile cresterii si reproducerii celulelor microbiene se poate stabili dinamica de crestere
prin numarul de celule sau prin studiul vitezei de acumulare a biomasei in raport cu unitatea de volum a
mediului.
In tabelul 6.2 sunt prezentati parametrii cinetici de evaluare a multiplicarii drojdiilor in faza exponentiala de
crestere.

Tabelul 6.2. Parametrii cinetici de evaluare a multiplicérii drojdiilor

Parametru Notatie Unitate de Calcul

masura
Numarul de generatii, numar de celule pe unitate de n UFC/mL log N —log N,
volum n= T
Viteza de multiplicare, viteza specifica de crestere vl h _InN-InN,

Hy =y

Timpul in care se realizeaza dublarea populatiei, timpul  tg h 0,693
de dublare ty= 7!1
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In tabelul 6.3. sunt prezentate variantele experimentale la nivel de laborator:
Tabelul 6.3. Variantele tehnologice realizate pentru studiul comportamentului tulpinii de drojdie in conditii
aerobe de cultivare

Varianta Variante tehnologice

Varianta 1 (V1)  must fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite S
Varianta 2 (V2)  must fermentat cu drojdii selectionate D1
Varianta 3 (V3)  must fermentat cu drojdii selectionate D2
Varianta 4 (V4)  must fermentat cu drojdii selectionate D3

6.1.3. Rezultate si discutii

in figura 6.1. este prezentatad curba de muiltiplicare a tulpinilor de drojdii selectionate D1, D2 si D3 cat si a
drojdiilor din microflora epifita S. Durata de monitorizare a multiplicarii drojdiilor a fost de 48 de ore. Curba tipica
de dezvoltare (fig. 6.1) comportad urmatoarele faze: faza de latenta, faza de pornire a cresterii, faza de crestere
exponentiala, faza de incetinire a cresterii gi faza stationara de crestere. Celulele care au fost inoculate se aflau
in faza activa de crestere, motiv pentru care adaptarea constand in faza de latenta a fost relativ redusa.
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submersa drojdiile studiate
Celulele au inceput sa se multiplice cu viteza din ce in ce mai mare atingdnd o valoare maxima a vitezei de
multiplicare pmax pentru conditiile specifice in care se desfagoara procesul fermentativ.
Din punct de vedere matematic faza exponentialad de cregtere poate fi descrisa prin doud metode: o metoda ce
ia in calcul cantitatea de biomasa gi 0 a doua metoda ce tine cont de numarul de celule (Waites si colab., 2001).
Cunoscand numarul de celule la inceputul fazei exponentiale (N,) si cel de la finalul acesteia (N;) se poate
calcula numarul de generatii (n) conform relatiei 6.1:
N=N,- 2" (6.1)
Din ecuatia 6.1. se poate calcula numarul de diviziuni aplicand logaritmul natural:
ne logN —log N,
log 2
Cunoscéand perioada de timp corespunzétoare fazei exponentiale de crestere (t) si numarul de generatii (n) se
poate calcula timpul de dublare a populatiei (conform ecuatiei 6.3:
:LZ t-In2 (6.3)
 n InN-InN,
In timpul fazei exponentiale de crestere exista o legatura directad intre numarul de celule si concentratia de
biomasa. Aceasta din urma creste dupa o ecuatie exponentiala de tip (6.4):
X=X, e" (6.4)
Considerand t = t; cand x = 2- X, ecuatia 6.4 devine 6.5:
2X, = X, - (6.5)
Din ecuatia 6.5 se poate stabili corelatia dintre timpul de dublare a biomasei t, gi viteza specifica de cregtere a
celulelor p (6.6):

(6.2)

. _In2_0693

Pou o
in faza exponentiala de crestere [ = pyax UNde:
Mmax - Viteza maxima de crestere a celulelor de drojdie, h™;

(6.6)
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Pe baza acestor calcule au fost obtinute valorile corespunzatoare celor patru fermentatii testate la nivel de
laborator. Analizdnd datele se observd cad numarul maxim de generatii este de 7,20 pentru drojdia D1
(Fermactive Muscat), numarul de generatii pentru drojdia D2 (Lalvin QA 23) a fost de 9,38 si mai redus pentru
drojdiile D3 (Fermicru AR2). Drojdiile din microflora spontana au prezentat un numar de generatii de 6,49.
O explicatie pentru drojdiile a caror numar de generatii a fost mai redus ar fi ca adaptarea celulelor a fost mai
lunga fapt sustinut si de numarul de celule inregistrat in primele 12 h la jumatate fatd de celelalte variante
analizate.
Numarul de generatii calculat pentru drojdiile utilizate in experiment prezintd valori cuprinse intre 5,68 in cazul
drojdiei D3 (Fermicru AR2) si 9,38 in cazul drojdiei D2 (Lalvin QA 23) (figura 6.2).
Valoarea maxima a vitezei specifice de multiplicare p este atinsd in primele 24 h pentru variantele D1
(Fermactive Muscat), D3 (Fermicru AR2) si S in timp ce drojdia D2 (Lalvin QA 23) necesita aproximativ 36 h,
probabil datorita faptului ca aceste celule necesitd un timp mai lung de separare, mobilizare si sinteza a
compusilor necesari adaptarii la mediul proaspat in care patrund.
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Figura 6.3. Viteza de multiplicare a drojdiilor studiate Figura 6.4. Timpul de generatie determinat pentru
drojdiile studiate

Cea mai mare viteza de multiplicare, a prezentat-o drojdia D2 (Lalvin QA 23), iar cea mai mica viteza de
multiplicare s-a obtinut in cazul drojdiei D3 (Fermicru AR2) (figura 6.3).
Evolutia timpului de dublarea a biomasei se coreleaza perfect cu rezultatele obtinute anterior, ceea ce exprima
fidelitate acestora (figura 6.4).
Astfel, se observa ca valorile cele mai bune ale parametrilor cinetici de multiplicare sunt cele obtinute pentru
drojdia D2 (Lalvin QA23) urmata de D1 (Fermactive Muscat). Pentru tulpina de drojdie D2 (Lalvin QA23),
numarul de generatii a fost 9,38 viteza specifica de crestere 0,78 (h™), iar timpul de dublare a biomasei 1,27 (h).
Parametrii cinetici de multiplicare a drojdiilor cu valorile cele mai mici au fost obtinute in cazul drojdiei D3
(Fermicru AR2), iar valorile cele mai bune pentru parametrii cinetici au fost obtinute in cazul drojdiilor D2 (Lalvin
QA 23) si D1 (Fermactive Muscat). Prin studiul stabilitati metabolice a drojdiilor (figura 6.5), se observa ca cel
mai redus grad de autoliza cu o valoare de 70,37%, dupa 48 de ore de la inceputul fermentatiei alcoolice se
obtine la drojdia D1 (Fermactive Muscat), urmata de D2 (Lalvin QA 23) si D3, diferentele dintre celelalte doua
drojdii D2 (Lalvin QA 23) si D3 (Fermicru AR2) fiind foarte mici. Gradul de autoliza cu valoarea cea mai mare

dupa 48 de ore a fost inregistrat in cazul fermentatiei cu drojdii din microflora epifita a strugurilor.
120 -

100 - S I
2
Z 80 - 9
o -
: : ' § 0
N | T
EBU H
3 ]
© £
o 40 - L o D2 |
< I &
E
‘(520-
Dl—

B Dz o3 S 0 02 04 06 08 1 12 14 16
Probe analizate
B0 E12h H24h 36h W48h HEDh Substanta uscata g/100 mL
Figura 6.5. Stabilitatea metabolica a drojdiilor Figura 6.6. Cantitatea de biomasa substanta uscata

27



Rezumatul tezei de doctorat
obtinuté pentru tulpinile de drojdie studiate
Rezultatele obtinute la evaluarea randamentului de biomasa substantd uscata (g biomasa substanta uscatéa/100
ml mediu), dupd 60 de ore de cultivare confirma rezultatele obtinute anterior, si anume ca cel mai bun
randament de inmultire al drojdiilor il au drojdiile D2 (Lalvin QA 23) si D1 (Fermactive Muscat) (figura 6.6).
6.1.4. Concluzii partiale

— Prin determinarea parametrilor cinetici de Tnmultire a drojdiilor studiate s-a observat ca cei mai buni
parametri cinetici de fermentare sunt cei obtinuti pentru drojdia D2 (Lalvin QA 23), urmata de drojdia D1
(Fermactive Muscat), diferentele dintre cele doua drojdii fiind foarte mici.

— Cel mai redus grad de autoliza cu o valoare de 70,37%, dupa 48 de ore de la inceputul fermentatiei
alcoolice se obtine la drojdia D1 (Fermactive Muscat), urmata de drojdia D2 (Lalvin QA 23).

— Rezultatele obtinute la evaluarea randamentului de biomasa substanta uscata (g biomasa substanta
uscatd/100 ml mediu), dupa 60 de ore de cultivare, confirma rezultatele obtinute anterior, cel mai bun
randament de inmultire al drojdiilor avandu-l drojdiile D2 (Lalvin QA 23) si D1 (Fermactive Muscat).

— Drojdia utilizatd in procesul de fermentare a mustului de struguri din soiul Muscat Ottonel, influenteaza
direct atat randamentul de fermentatie, cat si calitatea compusgilor secundari elaborati de drojdii in timpul
fermentatiei alcoolice.

6.2. Studiu privind alegerea tulpinii de drojdie selectionata dotata cu activitate enzimatica B glucozidazica
in vederea elaborarii vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat Ottonel

6.2.1. Oportunitatea studiului. Scopul acestui studiu a fost de a testa mai multe tulpini de drojdii selectionate
din punct de vedere al prezentei si intensitatii activitatii enzimatice B-glucozidazice.

6.2.2. Materiale si metode de analiza

Determinarea activitatii enzimatice B-glucozidazice a drojdiilor. Masurarea activitatii B-glucozidazice s-a
realizat prin metoda cu paranitrofenil beta D gluco-piranozidul (pNPG) (Barbagallo si colab, 2004). Principiul
metodei se bazeaza pe reactia enzimatica:

Ho, HO
oOH
_—
HO = B-CGlucozidazi * H
OH
oH OH

OH

OH ; g
paranitrofenol D-glicozi
p-Mitrafenil - B-D-glucopiranozid {(pMP)
(pNPG) Culoare galbeni

citire la & = 400 nm
Pentru determinarea activitatii enzimatice B-glucozidazice o cantitate de 1 g preparat uscat de drojdie a fost
inoculat in 500 ml must de struguri steril cu pH = 5,0 (mustul a fost adus la pH = 5,0 prin adaos de solutie de
hidroxid de sodiu 0,1 N). Culturile au fost mentinute pe agitator la 200 rpm, la o temperaturd de 25 °C, o
perioada de timp de 24 de ore.
Dupa 24 de ore mediul in fermentatie a fost centrifugat la 4000 x g, timp de 10 de minute la temperatura de 4 °C
si ambele atat supernatantul cat si precipitatul au fost utilizate ulterior pentru evaluarea activitatii enzimatice.
Precipitatul inti a fost mojarat si apoi a fost redizolvat in 10 ml tampon citrat-fosfat de concentratie 0,01 M si pH
= 5,0 si utilizat ulterior pentru evaluarea activitatii enzimatice  glucozidazice. Substratul reactiei enzimatice a
fost preparat in concentratie 0,05 M in tampon citrat-fosfat de concentratie 0,01 M si pH = 5,0. Pentru reactia
enzimatica intr-un tub eppendorf s-au introdus 20 ml substrat, 25 pl extract enzimatic dupa care amestecul s-a
termostatat intr-o baie de apa la temperatura de 40 °C, timp de 20 de minute. Pentru stoparea reactiei
enzimatice s-au adaugat 3 ml solutie de carbonat de sodiu de concentratie 1 M, dupa care s-a citit densitatea
optica la spectrofotometru la lungimea de unda de 420 nm. O unitate de activitate enzimatica (UA) este definita
ca fiind cantitatea de extract enzimatic necesar pentru eliberarea unui nmol de para nitrofenol (pNP) pe ora la
temperatura de 40 °C.
Influenta tulpinilor de drojdie asupra precursorilor de aroma din must. Evaluarea influentei utilizarii
tulpinilor de drojdii selectionate, asupra precursorilor de aroméa s-a realizat prin evaluarea cantitativd a acestor
precursori $i anume a glucozei glicozilate inainte si dupa fermentatia alcoolica. Experimentele s-au realizat cu
must proaspat obtinut din struguri Muscat Ottonel, culesi manual din podgoria Murfatlar in anul 2010.
Fermentatia a avut loc in damigene de 10 litri timp de 15 zile la temperatura de 18 °C. In mustul proaspét de
struguri din fiecare damigeana a fost adaugat 2,5 g de preparat uscat. Damigenele au fost prevazute cu palnii de
fermentare, realizéndu-se astfel controlul oxigenului in timpul fermentatiei alcoolice.
in tabelul 6.5. sunt prezentate variantele experimentale pentru obtinerea acestora la nivel de microvinificatie.
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Tabelul 6.5. Variantele tehnologice realizate pentru studiul influentei tulpinii de drojdie la vinificarea strugurilor
din soiul Muscat Ottonel

Varianta Variante tehnologice

Varianta 1 (V1)  must fermentat spontan, sub actiunea microflorei epifite S

Varianta 2 (V2)  must fermentat cu drojdii selectionate D1

Varianta 3 (V3)  must fermentat cu drojdii selectionate D2

Varianta 4 (V4)  must fermentat cu drojdii selectionate D3
Dozarea glucozei-glicozilate. Dozarea cantitativa a glucozei glicozilate s-a realizat in trei etape si anume prima
data se trece esantionul de vin printr-un cartus C18 (Williams si colab., 1995; Williams si Francis, 1996; Sanchez
Palomo si colab., 2006). Este vorba despre o cromatografie de separare in faza inversd unde elutia se
realizeaza cu etanol. Glucozele-glicozilate separate se hidrolizeaza printr-o hidroliza acida in prezenta acidului
sulfuric si la cald (70-80°C) care permite eliberarea moleculelor de glucoza. Glucoza eliberatd se dozeaza prin
metoda enzimatica.
Determinarea glucozei prin metoda enzimatica.
6.2.3. Rezultate si discutii
6.2.3.1. Determinarea activitatii B-glucozidazice a drojdiilor
Au fost testate mai multe tulpini de drojdii selectionate din punct de vedere al prezentei si intensitétii activitatii B-
glucozidazice. S-a constatat ca activitatea B-glucozidazica este prezenta in proportii inegale in supranatant cat
si in biomasa.n toate situatiile studiate activitatea enzimatica a supernatantului a fost mai mica decat activitatea
enzimatica a biomasei studiate.
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Figura 6.7. Activitatea B-glucozidazica intracelulard  Figura 6.8. Activitatea B-glucozidazica extracelularé in
in functie de tulpina de drojdie functie de tulpina de drojdie
In uma studiului efectuat in cazul biomasei si a supernatantului, s-a constatat c& cea mai putemica activitate -
glucozidazica prezinta tulpina D2 (Lalvin QA 23), urmata de D1 (Femactive Muscat), D3 (Fermicru AR2) si in
final S (drojdiile din microflora spontana), dupa cum se observa in graficele din figurile 6.7 i 6.8.
Din figurile 6.7 si 6.8 se observa ca tulpina de drojdie D2 a avut o activitate enzimatica B glucozidazica
intracelulara si extracelulara ridicata de 71,8 UA si respectiv 63,4 UA.
Activitatea B glucozidazica intracelulara a tulpinilor D1, D3 si S a fost cu 17,2%, 49,5% si respectiv cu 70,4% mai
redusa decat activitatea B glucozidazica intracelulara a drojdiei D2. Activitatea B glucozidazica extracelulara
pentru tulpinile de drojdii D1, D2, D3 si S a fost cu 15,2%, 11,7%, 3,5% si respectiv 44,9% mai reduse, decat
activitatile enzimatice B glucozidazice intracelulare. Din datele prezentate se observa ca cea mai mare putere de
exorbtie a prezentat-o drojdia D3, lucru extrem de util in vinificatie. Cea mai redusa putere de exorbtie a
enzimelor a fost inregistrata pentru drojdiile din microflora spontana S.
6.2.3.2. Evaluarea impactului tulpinii de drojdie asupra hidrolizei glucozei-glicozilate G-G
Dupa finalizarea fermentatiei alcoolice, care a durat in jur de 15 zile s-a determinat cantitatea de precursori de
arome prin cuantificarea cantitatii de glucoza glicozilatéd. Rezultatele care reprezintd cantitatea de glucoza
glicozilata relativa (%) sunt prezentate in figura 6.9. Analiza cantitativa a precursorilor de aroma determinati atat
inainte cat si la sfarsitul fermentatiei alcoolice a mustului de struguri cu tulpina de drojdie D2, demonstreaza ca
aceasta exercita o capacitate de hidroliza foarte puternica comparativ cu celelalte tulpini de drojdie.
Pentru obtinerea unor vinuri aromate de calitate trebuie s& se adopte o strategie de procesare corespunzétoare
si anume: tulpina de drojdie selectionata pentru caracterul fermentativ i odorant trebuie s prezinte capacitate
ridicatd de a hidroliza macromoleculele de G-G; hidroliza enzimatica sub actiunea drojdiilor, poate atinge maxim
50% din continutul existent de precursori de arome G-G. Din acest motiv se impune utilizarea culturilor starter de
drojdii selectionate ce asigura intensificarea caracterului olfactiv aromat prin cregterea continutului de molecule
odorante.
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Figura 6.9. Impactul tulpinii de drojdie asupra hidrolizei G-G
6.2.4. Concluzii partiale

— Activitatea B glucozidazica intracelulara pentru tulpinile de drojdii studiate, a fost mai mare decét
activitatea B glucozidazica extracelulara.

— Prezenta activitatii B-glucozidazice este in functie de tulpina de drojdie utilizata, iar drojdia D2(Lalvin QA
23) prezinta importantad pentru activitatea sa -glucozidazica.

— Unele tulpini ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae testate sunt capabile sa hidrolizeze
macromoleculele de G-G prezente in mustul de struguri in cursul fermentatiei alcoolice, deoarece
prezintd activitati enzimatice B-glucozidazice.

6.3. Sinergia dintre culturile de drojdii selectionate si preparatele enzimatice cu activitate g glucozidazica
6.3.1. Oportunitatea studiului. Preparatele enzimatice cu activitate enzimaticd 3-glucozidazicad sunt obtinute cu
precadere din mucegaiul Aspergillus niger (Cabaroglu si colab., 2003). Selectia tulpinii de Aspergillus niger
necesara producerii de B-glucozidaze este o etapad importanta la obtinerea de preparate enzimatice echilibrate,
folosite la eliberarea compusilor aromatici (odoranti) din macromoleculele de G-G (Spagna si colab., 1998).
Tratamentul cu preparate enzimatice exogene permite hidroliza glucozei glicozilate. Experimentele efectuate au
demonstrat ca intensitatea hidrolizei enzimatice depinde atat de soi cat si de eficacitatea preparatului enzimatic
utilizat (Park, 1996).

in general, proportia diferitelor glucozide variaza in functie de conditile climaterice, de pozitia geografica a
arealului viticol si de starea de maturitate a recoltei (Colagrande si colab., 1994, Maicas si Mateo, 2005).
Rezultatele demonstreaza ca B-D-glucozidazele provenite de la drojdile Saccharomyces cerevisiae nu sunt
inhibate de catre glucoza. In schimb, stabilitatea acestor enzime la pH coborat este limitata. Datoritd acestui
inconvenient legat de valoarea pH-ului mustului aflat in fermentatie, a apéarut ideea de a studia daca exista o
actiune sinergica intre activitatea B-glucozidazica a unei tulpini de drojdie Saccharomyces cerevisiae gi aceeasi
activitate a unui preparat enzimatic exogen. Scopul acestui studiu a fost de a evidentia existenta unui sinergism
intre activitatea enzimatica B glucozidazica a drojdiilor si preparatele enzimatice cu activitate enzimatica B
glucozidazica.

6.3.2. Materiale si metode de analiza

Struguri, drojdii, preparate enzimatice si variantele tehnologice utilizate. Pentru realizarea acestui studiu,
ca materie prima s-au folosit struguri din soiul Muscat Ottonel, culesi manual din podgoria Murfatlar in anul 2010.
in tabelul 6.6. sunt prezentate variantele experimentale si tehnologia de vinificatie aplicatd pentru obtinerea
acestora la nivel de microvinificatie. Toate variantele au avut in comun adaosul de dioxid de sulf in concentratie
de 50 mg SO,/ aplicat pe mustuiald la macerare, deburbarea gravitationald si sulfitarea cu 50 mg SO,/ dupa
incheierea fermentatiei alcoolice.

Tabelul 6.6. Variantele tehnologice realizate pentru studiul influentei utilizarii unor produse oenologice la

vinificarea strugurilor din soiul Muscat Ottonel

Varianta Variante tehnologice

Varianta 1 (V1)  Vinificare cu macerare 6 ore, deburbare gravitationala, fermentare spontana

Varianta 2 (V2)  Vinificare cu macerare enzimatica (Lallzyme Cuve Blanc, 2 g/hl) 6 ore, deburbare
gravitationala, fermentare spontana si adaos de Lallzyme 8 imediat dupa finalizarea
fermentatiei alcoolice (5 g/hl)

Varianta 3 (V3)  Vinificare cu macerare enzimatica (Lallzyme Cuve Blanc, 2 g/hl) 6 ore, deburbare
gravitationala, fermentare cu drojdie D1 (20 g/hl), si adaos de Lallzyme  imediat dupa
finalizarea fermentatiei alcoolice (5 g/hl)
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Varianta 4 (V4)  Vinificare cu macerare enzimatica (Lallzyme Cuve Blanc, 2 g/hl) 6 ore, deburbare
gravitationala, fermentare cu drojdie slectionatd D2 (20 g/hl), si adaos de Lallzyme 3
imediat dupa finalizarea fermentatiei alcoolice (5 g/hl)

Varianta 5 (V5)  Vinificare cu macerare enzimatica (Lallzyme Cuve Blanc, 2 g/hl) 6 ore, deburbare
gravitationala, fermentare cu drojdie slectionatd D3 (20 g/hl), si adaos de Lallzyme 3
imediat dupa finalizarea fermentatiei alcoolice (5 g/hl)

Diferenta dintre variante a fost modul de deburbare (gravitational sau enzimatic-gravitational) si utilizarea sau nu
a unor tulpini de drojdii selectionate pentru realizarea fermentatiei alcoolice. Pentru fiecare varianta,
experimentele s-au repetat de cate trei ori. Fiecare repetitie s-a realizat cu mustuiald omogena provenita din
struguri de pe o singura parcela. Pentru macerarea enzimatica s-a folosit un preparat enzimatic pectolitic, care
prezinta si activitate enzimatica betaglucozidazica, Lallzyme Cuvee Blanc, produs ce a dat rezultate foarte bune
atat in in practica céat gi in testérile anterioare. Pentru fermentare s-au folosit trei tulpini drojdii selectionate dintre
cele mai folosite pe plan mondial pentru soiul Muscat Ottonel din specia Saccharomyces cerevisiae sub forma
de preparate comerciale provenind de la trei firme diferite. Toate sunt caracterizate in fisele tehnice, ca fiind
drojdii ce genereazd metaboliti de fermentare cu arome placute florale sau de fructe exotice.

Pentru eliberarea aromelor legate s-a utilizat preparatul enzimatic cu activitate B glucozidazica, Lallzyme Beta
(Lallemand Inc Quebec, Canada) imediat dupa finalizarea fermentatiei alcoolice.

Pentru evaluarea existentei unui sinergism intre activitatea enzimatica B glucozidazica a drojdiilor si preparatele
enzimatice cu activitate enzimatica  glucozidazica a fost dozata glucoza glicozilata prin metoda in trei etape
descrisa in subcapitolul anterior.

Identificarea si cuantificarea terpenelor libere conform subcapitolului 5.2.2.

Caracterizarea fizico-chimica a vinului se face conform subcapitolului 5.2.2.

Analiza senzoriala a vinurilor. Analiza senzoriala a vinurilor a fost realizatd de un panel format din 10
persoane 8 béarbati si 2 femei, toate persoanele fiind atestate ca degustatori autorizati membri ai Asociatiei
Degustatorilor Autorizati din Romania. in cazul vinurilor aromate descriptorii alesi pentru analiza au fost
intensitatea olfactiva, calitatea puritatii aromatice, fructuozitate, caracter floral, caracter vegetal, caracter mineral,
amareala, intensitatea buchetului, onctuozitate (rotunjime), echilibru gustativ, persistenta gustativa. Punctajul
maxim acordat a fost de 5 puncte pentru calificativul excelent, 4 puncte pentru calificativul foarte bine, 3 puncte
pentru calificativul bine, 2 puncte pentru calificativul slab, 1 punct pentru calificativul insuficient.

6.3.3. Rezultate si discutii

6.3.3.1. Efectul sinergic al tulpinii de drojdie si preparatului enzimatic cu activitate enzimatica f3
glucozidazica asupra aromei vinului

In figura 6.11 este reprezentat procentul de precursori de arome hidrolizat cu si fara adaos de preparat
enzimatic cu activitate B glucozidazica. Rezulatele obtinute demonstreaza ca adaosul de enzimd exogena
mareste activitatea (3-glucozidazica pentru fiecare din tulpinile de drojdii testate (fig. 6.11).
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Figura 6.11. Efectul corelativ al drojdiei si enzimei asupra hidrolizei glucozei glicozilate

Continutul Tn terpene libere creste si mai evident in cazul utilizarii drojdiei QA 23 atunci cand este asociata cu o
enzima de macerare si cu o0 enzima cu activitate ridicata 8 glucozidazica.

Asocierea drojdiei QA 23, cu Lallzyme B (preparat enzimatic cu concentratii ridicate atat in glucozidazele ce
actioneaza in prima etapd a mecanismului enzimatic cat si in B-glucozidaza ce actioneazéa in a doua etapa a
mecanismului enzimatic) determina cresteri spectaculoase ale concentratiilor in terpenoli volatili.

Valorile analitice ale compusgilor odoranti terpenici pusi in libertate la soiul Muscat Ottonel, depind de natura
drojdiei utilizata la fermentatia alcoolica, dar si de continutul in B-glucozidaza al preparatului enzimatic utilizat la
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sfarsitul fermentatiei alcoolice (tabelul 6.7). Din analiza datelor din tabelul 6.7 se evidentiazd urmmatoarele
aspecte: folosirea drojdiei Fermactive Muscat (D 1) determina cresteri ale continuturilor in terpenoli liberi la soiul
Muscat Ottonel, care ajung pana la cca. 40% pentru hotrienol, responsabil de aroma de floare de tei si zambila;
pana la 74% in cazul linaloolului, responsabil de aroma de coriandru si floare de portocal si chiar pana la 235%
n cazul geraniolului, responsabil de aroma de trandafir gi ceara.
Tabel 6.7. Continutul in agliconi eliberati pentru variantele studiate

Compusi

ug Vi V2 V3 V4 V5
terpenici, pug/l

Linalool 1072 114.6 1861 3324 2014
Hotrienol 916 104,1 1283 1556 1251
a Terpinol 53,3 68,6 81,7 96,6 72.9
Citronelol 60,2 71.4 928 1043 1125
Nerol urme urme 69,5 1295 54,7
Geraniol 31,6 61,6 106,2 2672 1271
Acid geranic 227 39.4 117,3 2093 157,2
Total compusi 366,6 459,7 781,9 1294.9 850,9

terpenici

6.3.3.2. Efectul tulpinilor de drojdie asupra dinamicii fermentatiei alcoolice
Alegerea drojdiei pentru fermentare trebuie judicios corelata cu durata fermentarii. O fermentare prea lenta
ar putea influenta negativ vinul obtinut prin declangarea altor procese fermentative si imbogatirea acestuia in
compusi volatili nedoriti.
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Figura 6.12. Dinamica fermentatiei alcoolice a mustului pentru variantele studiate
De asemenea, existd situatii atunci cand datoritd limpezirii prea severe a mustului se impune folosirea
activatorilor de fermentare. Prin studierea dinamicii fermentatiei alcoolice a mustului fermentat in cele cinci
variante s-a urmarit stabilirea modului in care tulpina de drojdie selectionaté influenteaza derularea acestui
proces fermentativ.
Diagramele cu evolutia densitatii mustului fermentat cu cele trei tulpini de drojdie sunt prezentate in figura 6.12.
Din figura 6.12 se observa ca fermentarea mustului limpezit enzimatic V2, sub actiunea microflorei epifite, se
declangseaza mai tarziu, de aceea in acest timp trebuie asigurata protectia antioxidantd a mustului, dar dureaza
mai putin decét la varianta V1. Fermentarea este mai linigtitd si mai uniforma.
Atunci cand se folosesc drojdii selectionate la variantele V3, V4 si V5 amorsarea fermentatiei este mult mai
rapida, iar durata de fermentare este mai scurtd. Aceasta nu se impune ca o consecinta a utilizarii limpezirii
enzimatice, putand fi folositd doar pentru avantajele pe care o fermentatie cu drojdii selectionate le poate aduce:
temperaturi de fermentare mai scdzute, producerea de cantitdti mai mici de acizi volatili, spectrul diferit al
produsilor secundari ai fermentatiei alcoolice responsabili de "aroma de fermentatie", folosirea unor goluri de aer
la fermentare mai mici datoritd spumarii mai reduse in timpul fazei de fermentatie tumultoasa etc.
6.3.3.3. Efectul tulpinilor de drojdie asupra calitatii vinurilor
Pentru a studia cum se reflectd utilizarea diferitelor tulpini de drojdie pentru fermentare, asupra compozitiei
fizico-chimice si senzoriale a vinurilor, s-au determinat principalii parametri fizico-chimici ai acestora (tabelul 6.8
si 6.9).
Analizand datele din tabel se observa ca raportul de combinare a dioxidului de sulf este mai bun la variantele
fermentate cu drojdii selectionate.
Continutul de acizi volatili si de acetaldehida au valori minime la variantele fermentate dirijat, pe seama
particularitatiior de metabolism ale drojdiilor folosite. Prelucrarea statisticd (analiza variantei) a rezultatelor
analizelor fizico-chimice a aratat ca nu exista diferente statistic semnificative intre probe din punctul de vedere al
concentratiei finale in alcool micile diferente rezultdnd din variabilitatea inerentéd dintre probe. Continutul de
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zahar rezidual la probele limpezite enzimatic este usor superior martorilor. La probele fermentate cu drojdii
selectionate, acesta a fost mai mic 0,98 g/l; 1,65 g/l si respectiv 1,8 g/l, decat in cazul fermentatiei spontane,
lucru datorat probabil existentei unor drojdii mai putin performante in microflora epifita.
Extractul vinurilor obtinute din strugurii macerati enzimatic (variantele V2, V3, V4 si V5), este superior variantei
V1, pe seama unei mai bune extractii a compusilor solubili din bob, participanti la extractul vinurilor.
Drojdiile selectionate folosite sunt producatoare de glicerol, determindnd o cregtere a continutului acestuia cu
40,0-50,0 % fatd de martor. Se observa ca si vinurile macerate enzimatic au, fatd de martor, o concentratie
sporitd de glicerol, deci formarea compugilor secundari in cursul fermentatiei alcoolice in aceste conditii este
influentatd in mod benefic.
Tabelul 6.8. Compozitia fizico-chimica a vinurilor Muscat Ottonel - anul de recoltd 2010, Murfatlar

Varianta SO,, mgl/l Alcool, % vol. Aciditate totala, Aciditate volatila
liber total dobéandit potential g H2SO./I g acid acetic/l
Vi 10,5 85,00 11,56 11,9 4,80 0,50
V2 12,5 82,50 11,88 11,9 4,84 0,41
V3 17,5 70,50 12,31 12,1 5,10 0,34
V4 22,5 74,50 12,26 11,9 5,30 0,22
V5 18,5 77,50 12,46 12,1 4,95 0,25

Tabelul 6.9. Compozitia fizico-chimica a vinurilor Muscat Ottonel - anul de recolta 2010, Murfatlar

Varianta  Extract Zahar Glicerol,  Esteri, Acet- Alcool Polifenoli
redus, g/l rezidual, g/l g/l aldehida, metilic, totali,
g/l mag/l mag/l mag/l
Vi 18,60 2,56 4,72 0,324 47,2 49 238
V2 19,50 2,70 5,18 0,355 42,4 54 251
V3 20,70 1,65 8,30 0,448 28,7 65 197
V4 20,93 0,98 9,44 0,399 22,5 58 180
V5 20,52 1,80 7,82 0,441 34,6 73 210

Continutul in esteri al vinurilor fermentate cu drojdii selectionate (V3, V4 si V5) este superior variantelor V1 i V2,
pe seama produsilor de metabolism ai drojdiilor in timpul fermentatiei alcoolice.

La vinurile macerate enzimatic se constatd o crestere a continutului in metanol. Aceasta este rezultatul activitatii
pectinesterazelor din preparatele enzimatice utilizate. Cregterea insé nu este semnificativa, neinfluentéand practic
calitatea vinului.

Deburbarea rapida a mustului determind diminuarea extractiei compusilor fenolici Th must, precum gi a activitatii
polifenoloxidazei, care este indepartatéd odatd cu partile solide ale strugurilor, unde se afla localizata. Vinurile
fermentate cu drojdii selectionate, au continuturi mai mici de polifenoli decéat cele macerate enzimatic dar
fermentate spontan, probabil datoritd absorbtiei diferite a acestor compugi de catre celulele drojdiilor.

Vinurile obtinute din cele cinci variante au fost analizate senzorial, utilizadnd urméatoarele criterii de apreciere:
intensitatea olfactiva, calitatea puritatii aromatice, fructuozitate, caracter floral, vegetal, mineral, amareala,
intensitatea buchetului, onctuozitate, rotunjime, echilibru gustativ, persistenta gustativa.

Profilul aromatic al vinurilor rezultate din variantele V1, V2, V3, V4 si V5 in urma analizei senzoriale de catre un
panel de degustatori autizati este reprezentat in diagrama radar din figura 6.13.

Vinul obtinut din mustul tratat cu preparat enzimatic de macerare Lallzyme Cuveé Blanc, fermentat cu drojdie
selectionata Lalvin QA 23 si tratat cu preparat enzimatic Lallzyme 8, imediat dupa finalizarea fermentatiei
alcoolice, varianta V4 prezinta caracteristici senzoriale superioare celorlalte variante.

Intensitatea aromaticd se accentueaza prin utilizarea acestui preparat enzimatic care contine concentratii
ridicate atat in glicozidazele ce actioneaza in prima etapa a mecanismului enzimatic, cat si in $-glucozidaza ce
actioneaza in a doua etapé a mecanismului enzimatic, de eliberare a constituentilor aromatici.

De asemenea se observa o potentare a caracterului aromatic in prezenta unor tulpini de drojdii selectionate
capabile sa sintetizeze 8 glucozidaza. De aceea din punct de vedere senzorial, vinurile obtinute astfel sunt mai
armonioase, mai expresive, mai corpolente si dovedesc cel mai bun echilibru, intensitate si tipicitate a aromei.
Vinurile obtinute din musturi fermentate cu drojdii selectionate, prezintd o aroma varietala mai atenuata, aroma
de fermentatie fiind mai evoluata si mai evidenta.

Astfel, vinul rezultat din mustul fermentat cu drojdie selectionata Lalvin QA 23 este mai apreciat decét vinurile
obtinute Tn celelalte variante experimentale. Acest vin a prezentat un caracter olfactiv intens si complex, dominat
de senzatii agreabile de fructe si mirodenii ihsotit de un echilibru remarcabil in cavitatea bucala (fara urme de
duritate finald), dominat de o persistenta gustativa accentuata.
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Figura 6.13. Profilul aromatic al vinurilor in urma analizei senzoriale
Intensitatea aromatica si fructuozitatea acestui vin (V4) s-au accentuat prin utilizarea preparatului enzimatic
Lallzyme B, imediat dupd finalizarea fermentatiei alcoolice. Vinul rezultat din mustul fermentat cu tulpina
Fermicru AR2 (D3) a fost unanim mai slab cotat de catre juriu. Acest vin a prezentat un caracter olfactiv intens
dominat de mirodenii, dar mai putin fructuos si mai vegetal. Caracterul gustativ este net inferior, iar persistenta
este mai slaba. Aceste evaluari senzoriale efectuate la stadiul de vin tanar evidentiaza intensitati aromatice mai
ridicate la tulpinile Lalvin QA 23 si Fermactiv Muscat.
6.3.4. Concluzii partiale
— Asocierea tulpinii de drojdie ce este capabila sa sintetizeze 8 glucozidaza cu un preparat enzimatic cu
concentratii ridicate, atat in glucozidazele ce actioneaza in prima etapa a mecanismului enzimatic cat si
in B-glucozidaza ce actioneazd in a doua etapd a mecanismului enzimatic, determind cresteri
spectaculoase ale concentratiilor in terpenoli volatili.
— In cazul folosirii tulpinilor de drojdii selectionate amorsarea fermentatiei este mult mai rapida, iar durata
de fermentare este mai scurta.
— Continutul in glicerol si esteri al vinurilor fermentate cu drojdii selectionate este superior variantelor
fermentate spontan, pe seama produsilor de metabolism ai drojdiilor in timpul fermentatiei alcoolice.
— Pentru o mai buna caracterizare aromatica a soiului Muscat Ottonel, in scopul evidentierii tipicitatii
aromatice a soiului este foarte importanta alegerea tulpinii de drojdie selectionata, gestionarea corecta a
procesului de vinificatie si utilizarea de preparate enzimatice cu activitate 8 glucozidazica.

CAPITOLUL 7. STUDII PRIVIND UTILIZAREA DIFERITELOR ECHIPAMENTE LA OBTINEREA VINURILOR
ALBE AROMATE DE CALITATE
7.1. Influenta operatiei de macerare asupra calitatii vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat
Ottonel
7.1.1. Oportunitatea studiului. Scopul acestui studiu a fost de a testa mai multe conditii de desfasurare a
operatiei de macerare prefermentativa in vederea obtinerii vinurilor albe aromate de calitate.
7.1.2. Materiale si metode de analiza
Strugurii materie prima gi variantele tehnologice utilizate
Pentru realizarea acestui studiu, ca materie prima s-au folosit struguri din soiul Muscat Ottonel, culesi manual
din podgoria Murfatlar in anul 2009. in tabelul 7.1. sunt prezentate variantele experimentale si tehnologia de
vinificatie aplicata pentru obtinerea acestora la nivel de macrovinificatie.
Toate variantele au avut in comun adaosul de dioxid de sulf in concentratie de 50 mg SO,/| aplicat pe mustuiala
la macerare, deburbarea gravitationala si sulfitarea cu 50 mg SO,/l dupa finalizarea fermentatiei alcoolice.
Tabelul 7.1. Variantele tehnologice realizate pentru studiul influentei macerérii la vinificarea strugurilor din soiul
Muscat Ottonel

Varianta Variante tehnologice

Influenta temperaturii de macerare

Varianta 1 (V1) Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare spontana

Varianta 2 (V2)  Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare cu drojdie selectionaté Lalvin QA23 (20 g/hl)

Varianta 3 (V3)  Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 20 °C, deburbare
gravitationala, fermentare spontana
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Varianta 4 (V4)  Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 20 °C, deburbare
gravitationala, fermentare cu drojdie selectionata Lalvin QA23 (20 g/hl)

Influenta duratei de macerare

Varianta 1 (V1) Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare spontana

Varianta 2 (V2)  Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationald, fermentare cu drojdie selectionata Lalvin QA23 (20 g/hl)

Varianta 5 (V5)  Vinificare cu macerare 24 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare spontana

Varianta 6 (V6)  Vinificare cu macerare 24 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationald, fermentare cu drojdie selectionata Lalvin QA23 (20 g/hl)

Influenta utilajului folosit la macerare

Varianta 1 (V1)  Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare spontana

Varianta 2 (V2)  Vinificare cu macerare 12 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare cu drojdie selectionata Lalvin QA23 (20 g/hl)

Varianta 7 (V7)  Vinificare cu macerare 12 ore in prese pneumatice la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationala, fermentare spontana

Varianta 8 (V8)  Vinificare cu macerare 12 ore in prese pneumatice la temperatura de 15 °C, deburbare
gravitationald, fermentare cu drojdie selectionata Lalvin QA23 (20 g/hl)

Utilajele pentru macerare au fost cisternele metalice (din inox) (fig. 7.1) verticale si presele pneumatice
discontinui (fig.7.2). Macerarea in prese discontinui a functionat ca macerare in cisterne ROTO.Diferenta dintre
variante a fost temperatura de macerare, durata de macerare, utilajul in care s-a realizat macerarea, cat si
utilizarea sau nu a unor tulpini de drojdii selectionate pentru realizarea fermentatiei alcoolice.Pentru fiecare
varianta, experimentele s-au repetat de doud ori. Fiecare repetitie s-a realizat cu mustuiald omogena provenita
din struguri de pe o singura parcela.
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Figura 7.1. Cisterne verticale pentru macerare
fermentare
Determinarea terpenelor libere si legate conform subcapitolului 5.1.2.
Caracterizarea fizico-chimica a vinului conform subcapitolului 5.1.2.
Analiza senzoriala a vinurilor conform subcapitolului 5.1.2.
Prelucrarea statistica a datelor

7.1.3. Rezultate si discutii

7.1.3.1. Efectul temperaturii de macerare asupra extractiei terpenelor din pielitele strugurilor

Sunt prezentate cantitatile de terpene libere si terpene legate in cazul mustuielii macerate la temperatura de 15
°C si 20 °C in cisterne verticale din inox timp de 12 ore. Asa cum se observa in figura 7.4, continutul in terpene
libere a fost mai mic comparativ cu continutul in terpene legate.
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Figura 7.4. Influenta temperaturii de macerare Figura 7.5. Influenta duratei de macerare
asupra continutului in terpene libere si legate din must asupra continutului in terpene libere silegate din
must

Astfel, Tn mustul macerat la temperatura de 15 °C (varianta V1) continutul in terpene libere a fost de 0,270 mg/|
linalool, iar la mustul la temperatura de 20 °C (varianta V3), continutul in terpene libere a fost usor mai mare de
0,347 mg/l linalool, datoritd temperaturii mai mari utilizata la operatia de macerare.

Raportul dintre terpenele legate si libere in probele variantelor V1 si V3 au avut valori de 11,22 pentru V1 si
10,77 pentru V3.

Prin utilizarea unei temperaturii mai mari la operatia de macerare continutul in precursori a crescut cu 11,93 %
pentru varianta V3.

7.1.3.2. Efectul duratei de macerare asupra extractiei terpenelor libere si legate din pielitele strugurilor

in tabelul 7.5. sunt prezentate cantitatile de terpene libere si terpene legate in cazul mustuielii macerate la
temperatura de 15 °C timp de 12 ore si 24 de ore in cisterne verticale din inox.

Asa cum se observa in figura 7.5, continutul in terpene libere a fost mai mic comparativ cu continutul in terpene
legate.

Astfel, in mustul macerat la temperatura de 15 °C timp de 12 ore (varianta V1) continutul in terpene libere a fost
de 0,270 mg/l linalool, iar la mustul la temperatura de 15 °C timp de 24 ore (varianta V5), continutul in terpene
libere a fost ugsor mai mare de 0,412 mg/l linalol, datoritad duratei mai mari utilizata la operatia de macerare de 24
de ore.

Raportul dintre terpenele legate si libere in probele variantelor V1 si V5 au avut valori de 11,22 pentru V1 si 7,57
pentru V5. Acest lucru se explica prin durata mai mare de macerare, timp in care o parte din terpenele legate au
fost hidrolizate de catre enzimele cu activitate B glucozidazica prezente in struguri.

Prin utilizarea unei durate mai mari la operatia de macerare continutul in terpene libere a crescut cu 65,53 %
pentru varianta V5 comparativ cu varianta V1.

7.1.3.3. Influenta utilajelor folosite la operatia de macerare asupra extractiei terpenelor libere si legate
din pielitele strugurilor

in tabelul 7.6. sunt prezentate cantitatile de terpene libere si terpene legate in cazul mustuielii macerate la
temperatura de 15 °C timp de 12 ore in cisterne verticale din inox si in prese pneumatice.
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Figura 7.6. Influenta utilajelor folosite la macerare asupra continutului in terpene libere gi legate din must

Macerarea in cisternele de inox este statica, pe cand macerarea in presele pneumatice este dinamica, presele
avand posibilitatea rotirii i implicit a realizarii unei omogenizari mai bune a mustuielii Tn timpul macerarii.
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Asa cum se observa in figura 7.6, continutul in terpene libere a fost mai mic comparativ cu continutul in terpene
legate.
In mustul macerat la temperatura de 15 °C timp de 12 ore (varianta V1) in cisterna de inox continutul in terpene
libere a fost de 0,270 mg/l linalol,iar la mustul la temperatura de 15 °C timp de 12 ore (varianta V7) in presa
pneumatica, continutul in terpene libere a fost ugor mai mare de 0,291 mg/l linalol,datoritd faptului ca in presa s-
a putut realiza un contact mai bun intre faza solida si cea lichida prin rotirea presei pneumatice.
Raportul dintre terpenele legate si libere in probele variantelor V1 si V7 au avut valori de 11,22 pentru V1 si
11,99 pentru V7. Prin utilizarea presei pneumatice la operatia de macerare continutul in terpene libere a crescut
cu 7,21 % pentru varianta V7,comparativ cu varianta V1, iar continutul in terpene legate a crescut cu 1,15%
pentru varianta VV7,comparativ cu varianta V1.
7.1.3.4. Efectul temperaturii, duratei si a utilajelor folosite la macerare asupra calitatii vinurilor
Pentru a studia cum se reflecta diferiti factori precum temperatura, durata si utilajul folosit la oparatia de
macerare, asupra compozitiei fizico-chimice si senzoriale a vinurilor, s-au determinat principalii parametri fizico-
chimici ai acestora (tabelul 7.7 gi 7.8).
Analizand datele din tabel se observa ca raportul de combinare a dioxidului de sulf este mai bun la variantele
fermentate cu drojdii selectionate si anume la variantele V2, V4, V6 si V8. Continutul de acizi volatili si de
acetaldehida au valori minime la variantele fermentate dirijat, pe seama particularitatilor de metabolism ale
drojdiilor folosite. Cea mai mica valoarea a aciditatii volatile s-a obtinut pentru varianta V2, acest lucru s-a
datorat si faptului c& macerarea s-a efectuat la temperatura scazuta si anume la 15 °C.
Tabelul 7.7. Compozitia fizico-chimica a vinurilor Muscat Ottonel - anul de recoltd 2009, Murfatlar

Varianta SO,, mg/l Alcool, % vol. Aciditate totala, Aciditate
liber total dobandit potential g H.SOy/I volatila, g acid
acetic/l
Vi 12,5 85,50 11,86 12,0 4,85 0,42
V2 18,5 78,50 12,15 11,9 4,88 0,18
V3 10,5 80,50 11,95 12,1 5,15 0,48
V4 225 70,50 12,28 11,9 5,27 0,22
V5 16,4 87,50 12,10 12,2 4,99 0,51
V6 20,6 69,3 12,3 12,1 5,05 0,28
V7 9,8 77,6 11,98 12,0 5,10 0,44
V 8 25,0 72,4 12,25 11,9 5,12 0,20

Tabelul 7.8. Compozitia fizico-chimica a vinurilor Muscat Ottonel - anul de recolta 2009, Murfatlar

Varianta  Extract Zahar Glicerol, Esteri, Acet- Alcool Polifenoli
redus, g/l rezidual, g/l g/l aldehida, metilic, totali,
g/l mag/l mag/l mag/l
Vi 18,68 2,50 4,82 0,315 48,1 44 188
V2 19,56 1,88 5,45 0,385 22,4 54 173
V3 20,84 2,65 6,30 0,368 48,7 48 202
V4 21,17 1,98 7,44 0,415 25,5 56 186
V5 21,44 2,44 7,80 0,440 49,6 51 252
V 6 21,93 2,05 8,65 0,474 30,1 65 221
V7 21,27 2,15 6,53 0,427 42,3 47 215
V8 21,84 1,66 7,99 0,463 21,8 58 201

Valoarea cea mai mare a aciditatii volatile a fost de 0,51 g/l acid acetic si s-a obtinut la varianta V5, in care
vinificarea s-a realizat cu macerare 24 ore in cisterne verticale la temperatura de 15 °C, deburbare gravitationala
si fermentare spontana sub actiunea microflorei epifite a strugurilor.

Prelucrarea statistica (analiza variantei) a rezultatelor analizelor fizico-chimice a aratat ca nu exista diferente
statistic semnificative intre probe din punctul de vedere al concentratiei finale in alcool, micile diferente rezultand
din variabilitatea inerenta dintre probe.

Continutul de zahar rezidual a fost mai redus la probele fermentate cu drojdii selectionate si anume 1,88 g/l
pentru varianta V2, 1,98 g/l pentru varianta V4 si 1, 66 pentru varianta V8. Probele fermentate cu drojdii din
microflora epifitd au inregistrat valori mai mari pentru zaharul rezidual, maximul fiind nregistrat pentru varianta
V3 in valoare de 2,65 g/l. Extractul vinurilor obtinute din strugurii macerati la diferite temperaturi (15 °C si 20°C),
durate diferite 12 ore si 24 de ore si in echipamente diferite (cisterne de inox si prese pneumatice discontinui), a
avut valori mai mari atunci cad durata de macerare a fost mai mare (24 de ore) si atunci cand s-a realizat
macerarea in presa pneumatica discontinua (datoritd unei mai bune omogenizéri a partilor solide cu mustul), pe
seama unei mai bune extractii a compusilor solubili din bob, participanti la extractul vinurilor.
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Drojdiile selectionate folosite sunt producatoare de glicerol, determindnd o cregtere a continutului acestuia,
valoarea cea mai mare fiind Thregistratad pentru varianta V6. Continutul n esteri al vinurilor fermentate cu drojdii
selectionate (V2, V4, V6 si V8) este superior variantelor V1, V3, V5 si V7, pe seama produsilor de metabolism ai
drojdiilor in timpul fermentatiei alcoolice. La vinurile la care durata de macerare a fost mai mare de 24 de ore se
constata o cregtere a continutului in metanol. Aceasta este rezultatul activitatii pectinesterazelor din boabele de
struguri. Aceasta cresterea insé nu este semnificativa, neinfluenténd practic calitatea vinului. Vinurile fermentate
cu drojdii selectionate, au continuturi mai mici de polifenoli, decét cele macerate enzimatic, dar fermentate
spontan, probabil datoritd absorbtiei diferite a acestor compusi de céatre celulele drojdiilor.
Vinurile obtinute din cele opt variante au fost analizate senzorial, utilizdnd urmatoarele criterii de apreciere:
intensitatea olfactiva, calitatea puritatii aromatice, fructuozitate, caracter floral, vegetal, mineral, amareala,
intensitatea buchetului, onctuozitate, rotunjime, echilibru gustativ, persistenta gustativa.
Profilul aromatic al vinurilor rezultate din variantele V1, V2, V3, V4, V5, V6, V7 si V8 in urma analizei senzoriale
de catre un panel de degustatori autorizati este reprezentat in diagrama radar din figura 7.7, 7.8 si 7.9.
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Figura 7.7. Profilul aromatic al vinurilor variantele V1, Figura 7.8. Profilul aromatic al vinurilor variantele V1,
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Figura 7.9. Profilul aromatic al vinurilor variantele V1, V2, V7 $i V8 in functie de utilajul folosit la macerare
Vinul obtinut din varianta V4, fermentat cu drojdie selectionata Lalvin QA 23 prezinta caracteristici senzoriale
superioare celorlalte variante analizate V1, V2 si V3 chiar daca macerarea acestuia a avut loc la temperatura de
20 °C. Acest vin s-a evidentiat printr-un caracter floral mai pronuntat si o fructuozitate mai potentata.

De aceea, din punct de vedere senzorial, vinurile obtinute prin macerare la 20°C sunt mai armonioase, mai
expresive, mai corpolente si dovedesc cel mai bun echilibru, intensitate si tipicitate a aromei.

Vinurile obtinute din musturi fermentate cu drojdii selectionate, prezintd o aroma varietala mai atenuatd, aroma
de fermentatie fiind mai evoluata si mai evidenta.

Astfel, vinul rezultat din mustul macerat la 20 °C si fermentat cu drojdie selectionatd Lalvin QA 23 este mai
apreciat decat vinurile obtinute in celelalte variante experimentale. Acest vin a prezentat un caracter olfactiv
intens si complex, dominat de senzatii agreabile de fructe si mirodenii insotit de un echilibru remarcabil in
cavitatea bucala (fard urme de duritate finald), dominat de o persistentd gustativd accentuatd.in functie de
durata de macerare, vinul obtinut din mustul la care durata de macerare a fost mai mare a prezentat o intensitate
olfactiva si intensitatea buchetului mai intense, decéat varianta la care durata de macerare a fost mai redusa.

De asemenea fructuozitatea acestui vin (V6) s-a accentuat prin utilizarea unei durate de macerare mai mare.
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in figura 7.9. este prezentat profilul aromatic al vinurilor obtinute prin variantele V7 si V8. Varianta V8, la care
macerarea s-a realizat in presa pneumatica a prezentat o persistentd gustativa mai intensa si o aroma mai pura
decét varianta V7.
Vinurile fermentate spontan au prezentat un caracter olfactiv intens dominat de mirodenii, dar mai putin fructuos
si mai vegetal. Caracterul gustativ este net inferior, iar persistenta este mai slaba fatad de cele fermentate cu
drojdii selectionate.
7.1.3.5. Prelucrarea statistica a datelor
Conditiile pentru optimizarea obtinerii vinurilor cu un continut ridicat in compusi terpenici au fost prelucrate
statistic prin analiza factoriala utilizdnd metoda suprafetei de raspuns.
Rezultatele obtinute si detaliate anterior au evidentiat faptul ca cele mai relevante variabile cu efect direct asupra
obtinerii etanolului au fost temperatura (X;) si durata de macerare (X5).
Astfel, a fost utilizat un model factorial pentru a investiga efectul simultan al celor 2 factori asupra raspunsului gi
anume asupra cantitatii de terpene libere (Y).
Matricea valorilor studiate este redata in tabelul 7.9.
Ecuatia care descrie modelul pétratic este:
Y=a+b-X,+c- X, +d-XZ+eXZ+f-X,-X,
Semnificatia fiecarui coefficient determinat prin regresie nelineara a fost analizata cu ANOVA. Pentru estimarea
coeficientilor s-a utilizat programul statistic STATISTICA 8.
Modelul suprafetei de raspuns a utilizat tipul compozitie centrald de modelare gCentraI Composite Design),
utilizénd 2 factori, 2 niveluri (+1, -1), 1 punct central (model experimental factorial 2° + 1 punct central), 1 bloc (o
singura serie de experimente). Modelul experimental a continut 9 experimente conform tabelului 7.9.
R?=0,99441; R® ajustat = 0,98883; MS Rezidual = 149,0678
Modelul corespunde atat unei ecuatii liniare céat si patratice.
Tabelul 7.9. Matricea valorilor

Nr.crt. | T,°C t Terpene
X1 X, libere, pug/L
Y
1 10 12 342,1
2 10 24 426,8
3 10 36 465,3
4 15 12 5214
5 15 24 634,3
6 15 36 651,1
7 20 12 523,3
8 20 24 654,8
9 20 36 659,1

Atat modelul liniar cat si cel patratic sunt adecvate pentru descrierea fenomenului p<0.05.
ANOVA; Var.:Var3; R-sqr=,99441; Adj:,98883 (Spreadsheetl)
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=149,0678
DV: Var3

Factor SS |df|] Ms | F | p
()varl (L) | 60601,5/ 1/60601,50 406,5365/0,000036
Varl (Q) 16332,3| 1/16332,27109,56270,000471
(2var2 (L) | 25181,3] 1/25181,28/168,9250 0,000202
Var2 (Q) 4035,0/ 1/ 4035,01 27,0683/0,006504
Error 596,3 4| 149,07

Total SS 106746,3 8

Coeficientii ecuatiei sunt cei din tabelul. Graficul suprafatad de raspuns tridimensional obtinut este o reprezentare
graficd pentru studiul interactiunii dintre cei doi factori selectati pentru determinarea concentratiei optime in
vederea atingerii concentratiei maxime de terpene libere. Optimul de productie sau de extractie a terpenelor se
inregistreaza la 18°C in intervalul 28 — 34 ore cand se obtine un maxim.

Graficul mediilor marginale si a coeficientilor limitd prezintd o concentratie maxima de 650 micrograme/| terpene
pentru un timp de 36 minute sau ore in intervalul de temperatura 16 -21°C.

Valoarea lui p < 0,05 indica termenii semnificativi ai modelului. Graficul Pareto confirma faptul ca pentru modelul
patratic si liniar atat temperatura cét si durata au influenta asupra procesului de extractie a terpenelor.
Comparatia dintre valorile concentratiei in terpene libere obtinutd experimental si valorile predictionate de
modelul de regresie, sugereaza faptul cad acesta poate fi folosit pentru a predictiona viitoarele valori ale
raspunsului Y (continut in terpene libere) corespunzatoare valorilor particulare ale variabilelor de regresie.
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Gruparea valorilor experimentale si a celor calculate de model in apropierea dreptei de regresie demonstreaza
ca modelul ales este cel adecvat.

Effect Estimates; Var.:Var3; R-sqr=1, (Spreadshes
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs

DV: Var3
Factor Effect \ Coeff.
Mean/Interc. | 542,022z 542,022Z
(1)Varl (L) | 201,000 100,500C
varl (Q) 90,3667 45,1832
(2Var2 (L) | 129,5667 64,7832
var2  (Q) 44,9167 22,4582
1L by 2L 6,3000  3,1500
1L by 2Q 20,250C 10,125C
1Q by 2L 0,1000  0,0500
1Q by 20 2,3500 1,1750
Fitted Surface; Variable: Viar3 3D Contour Plot of Var3 against Var1 and Var2
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=149,0678 Spreadsheet! 10v*10c
Dy: vard Var3 = Distance Weighted Least Squares
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Figura 7.10. Suprafata de raspuns ce descrie variatia
continutului in terpene libere in functie de temperatura
si durata de macerare pe baza modelului adoptat
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Observed vs. Predicted Values
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=149,0678
DV: Var3
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Figura 7.14. Corelatia dintre valorile estimate si cele obtinute experimental ale continutului in terpene libere in functie
de temperatura si durata
7.1.4. Concluzii partiale

— Extractia terpenelor libere si a celor legate din pielitele strugurilor este conditionatd de temperatura de
macerare, durata de macerare si utilajul in care are loc operatia de macerare.

— Contactul dintre pielitele strugurilor la temperaturi controlate 15°C timp de 12 ore sau 24 de ore in timpul
macerarii, conduce la obtinerea caracterului floral al vinurilor cat si la accentuarea notelor de prospetime
si fructuozitate precum si corpolenta atat de apreciate la vinurile albe aromate.

— Maceratia mustuielii a condus la exiractia terpenelor legate din pielite in cantitdti mai mari, iar prin
asocierea macerarii cu tratamentul enzimatic, cu enzime cu activitate enzimatica 3 glucozidazica se vor
obtine vinuri cu un potential aromatic mai evident.

— Continutul Tn glicerol si esteri al vinurilor fermentate cu drojdii selectionate este superior variantelor
fermentate spontan, pe seama produsilor de metabolism ai drojdiilor in timpul fermentatiei alcoolice.

— Pentru o mai buna caracterizare aromaticd a soiului Muscat Ottonel, in scopul evidentierii tipicitatii
aromatice a soiului este foarte importantd gestionarea corectad a procesului de vinificatie, in special a
operatiei de macerare cét gi alegerea tulpinii de drojdie selectionatd pentru fermentatie.

— S-a elaborat gi verificat un model matematic liniar si patratic care descrie extractia terpenelor libere sub
efectul corelat al factorilor temperatura si durata de macerare.

— Relevanta modelului este certificata de gradul ridicat de suprapunere ale valorilor predictionate si cele
obtinute experimental ce descriu extractia terpenelor libere in functie de temperaturd si durata de
macerare.

7.2. Influenta operatiei de presare asupra calitatii vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat Ottonel
7.2.1. Oportunitatea studiului. Tn ultimii ani, utilizarea preselor pneumatice cu membrane a fost progresiv
introdusd in procesarea strugurilor albi si obtinerea vinurilor albe de calitate. Utilizarea corespunzéatoare a
acestor prese in tehnologia de obtinere a vinurilor albe de calitate presupune cunoasterea conditiilor care
influenteazd randamentul de obtinere a mustului cat si calitatea acestuia. Este evident faptul cd prin presare
trebuie sa se realizeze o extractie controlata a fenolilor (atunci cand acest lucru este necesar pentru tip special
de vin), iar mustul rezultat sa aiba o turbiditate minima.

Operatia de presare gi calitatea mustului obtinut

O presare de Tnaltd calitate ar trebui s& permitd obtinerea unor musturi cu un continut minim de polifenoli.
Setarile pentru operatia de presare constau in extractia acestuia cu o crestere lentd a presiunii pentru evitarea
zdrobirii partilor solide ale boabelor si limitarea activitatii enzimatice oxidazice (Aleixandre si Garcia, 1993).
Calitatea mustului rezultat in urma presarii se reflectd intr-o valoare a turbiditatii cuprinsa intre 50 si 150 de
unitati nefelometrice (NTU) (Berger, 1991) si, in general, o densitate optica la 420 nm scdzutd gi de asemenea,
un nivel scazut al indicelui de polifenoli totali la 280 nm. De asemenea, pH-ul si aciditatea totala a mustului
trebuie sa fie adecvate pentru vin alb. Liniile de productie utilizate la producerea vinurilor albe de calitate trebuie
astfel manageriate, astfel incat calitatea mustului si implicit a vinului sa fie cat mai buna.

Conform diferitelor studii, presarea adecvatd a mustuielii favorizeaza obtinerea finald a vinurilor de calitate
(Boulton si colab., 1996). Exista diferite tipuri constructive de prese: prese verticale si orizontale, continui si
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discontinui. In presele verticale partile solide tind sa se acumuleze paralel cu suprafata de presare si astfel
mustul se filtreaza prin stratul solid. In presele continui presarea este rapida si mustul separat prezinta turbiditate
mare, deoarece nu exista practic acea autofiltrare. in presele orizontale cu membrana, presiunea este exercitata
prin umplerea membranei cu aer comprimat, sau cu apa sub presiune.
Ciclurile de presare si caracteristicile mustului. Compozitia diferitelor fractiuni de must obtinute Th urma
presarii a fost studiata de diferiti autori (Arfelli i colab., 1992; Aleixandre si Garc, 1993; Vera si colab., 1993).
Structura internd a boabelor de struguri este eterogena si cuprinde trei zone: zona centrald unde componentii
majoritari sunt glucidele si acidul malic, zona intermediard unde componentii majoritari sunt glucidele si acidul
tartric si zona perifericd unde sunt prezenti polifenolii $i sarurile minerale. Aceastad distributie eterogena a
compusilor are repercusiuni tehnologice in operatia de presare. Cand strugurii sunt supusgi unor presiuni sau la
macerare, primul must este eliberat din zona de intermediara, iar ultima fractiune de must va proveni din zona
periferica.
Daca se considera un program de presare care permite extragerea progresiva a mustului in trepte, odata cu
cresterea presiunii, primele fractiuni de must vor contine suc din zona intermediard bogatd in zaharuri si acid
tartric. Fractiunile ulterioare de must vor fi mai bogate in acid malic si ultima fractiune de must n polifenoli si
saruri minerale. Scopul acestui studiu a fost de a evalua influenta modului de presare asupra calitatii vinurilor
albe aromate de calitate. S-a realizat o comparatie intre doud metode diferite de presare a strugurilor albi in
vederea obtinerii vinurilor albe de calitate prin folosirea preselor pneumatice cu membrana. Prima metoda
constd in presarea directd a strugurilor desciorchinati gi zdrobiti, iar a doua metodd constd in macerarea
mustuielii in presa.

4.2. Materiale i metode de analiza

Strugurii materie prima si variantele tehnologice utilizate. Pentru realizarea acestui studiu, ca materie prima
s-au folosit struguri din soiul Muscat Ottonel, culesi manual din podgoria Murfatlar in anul 2009.

Au fost comparate doua sisteme de presare: (a) presa cu membrana semi-deschisa, cu un cilindru perforat, care
nu permite contactul dintre must si bostina (fig. 7.15) si (b) presa cu membrana inchisa, in care este posibil
contactul dintre must si bostina (fig. 7.16).

Testele au fost efectuate la nivel de macrovinificatie. Fiecare fractiune de must obtinuta, a fost analizata si s-au
evaluat urmatorii parametrii fizico-chimici cum ar fi pH-ul, aciditatea totala prin titrare cu NaOH 0,1N in prezenta
fenolftaleinei ca indicator, substanta uscata cu refractometrul si implicit continutul in glucide, densitatea optica la
420 nm (OD), continutul in polifenoli totali i turbiditatea.

Figura 7.15. Presa cu membrana semi-deschisa Figura 7.16. Presd cu membrana inchisa
Indicele de polifenoli totali IPT (280 nm) reprezintd continutul mustului in compusi fenolici. Pentru determinari

s-a masurat spectrofotometric absorbanta la A = 280 nm n cuva de cuart de 10 mm.

Turbiditatea mustului s-a determinat prin citire la turbidimetrul Turb 550 IR (fig. 7.17). Aceste rezultate au fost

folosite pentru a caracteriza diferentele dintre fiecare fractiune de must obtinutad in urma presarii si sistemul de

presare.

In sistemul de presare semi-deschis, mustul ravac si diferitele fractlunl obtinute in urma presérii, sunt obtinute in

conformitate cu urmatorul program: prlma fractiune de panala 0,5 10° Pa (0,5 bar), a doua fractiune pana la 0,7
"10° Pa (0,7 bar) sia 3-a fractiune panala 1.5 10° Pa(1,5 bar), (Fig. 7.18).

In sistemul de presare nchis, mustuiala a fost intai racita la 15 °C si macerata ulterior in presa timp de 12 ore, la

temperatura de 15 °C. Cu acest sistem de presare intai a fost separat mustul ravac, prima fractiune de pana la

0,4 10° Pa (0,4 bar), a doua fractiune péana la 0,6 10° Pa (0,6 bar) , a- 3-a fractiune pana la 0.8 - 10° Pa (0,8
bar), a-4-a fractiune panala 1.1- 10° Pa (1,1 bar) si a-5-a fractiune panala 1.6 10° Pa (1,6 bar), (Fig. 7.19).
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Figura 7.17. Turbidimetru Turb 550 IR

. A B
£ It [
é 0 ’ l ’ ‘ ’ \ g Il’_‘l\ / \
g, .'—\ = m IRV ERY E R .
= A I . W . WY | l ! \ , I ” \ ’ ‘ / \ / \ I \ I \
1-3 B4 B f\'?{J' -'J:Yls 46 V‘J B5 !VG BS B9 Vr 04 1 JMVl’- 130 135 vb 58 163 Iv-l a7 181 l) ::] - ‘\, / — \” ,(g — \ ]l‘ — ’\au l: —
Figura 7.18. Prog,ram presare varianta (a) Figura 7.19Tln;:;‘;;am presare varianta (b)

4.3. Rezultate si discutii

Evolutia continului in glucide pentru diferitele fractiuni de must, in cazul ambelor sisteme de presare faré si cu
macerarea prealabila a mustuielii este reprezentata in fig 7.20. In ambele situatii a fost observata o scadere a
continutului in glucide de la mustul ravac pana la ultima fractiune de must obtinuta.

Asa cum se observa, cantitatea cea mai mare in glucide este prezenta in cazul mustului ravac si in cazul
mustului fractiunea 1.

Pe masura ce presiunea creste a fost extras sucul celular din partea centrala si periferica a boabelor de struguri
si anume mustul care contine o cantitate mai redusa de glucide.

Variatia aciditatii totale si a pH-ului a inregistrat diferente remarcabile in cazul celor doua procedee de presare.
in general, mustul cu aciditatea cea mai mare este mustul ravac. Aciditatea fractiunilor de must scade odata cu
crestrea presiunii (fig. 7.21).

245 - e 6 -
240 | g 5
235 - =
B
< 230 - =S4
o 225 - <3 .
£ m Presare varianta a = HPresare varianta a
< 220 S .
~ 215 - [ Presare varianta b b= BPresare varianta b
210 | gt
205 2 0
Must Must Must Must Must Must < Must Must Mus t Must Must Must
ravac  fractiunea fractiunea fractiunea fractiunea fractiunea ravac  fractiunea fractiunea fractiunea fractiunea fractunea
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Figura 7.20. Continutul in glucide a fractiunilor de must Figura 7.21. Aciditatea fractiunilor de must pentru
pentru ambele variante de presare ambele variante de presare

In cazul macerarii mustuielii, aciditatea fractiunii 1 scade dupa care raméane constantd pentru fractiunea 2 si
fractiunea 3 si mai scade ugor la fractiunea 4 si 5.

Prin presarea directa aciditatea scade gradual odata cu cresterea presiunii de presare.

Cum era de asteptat variatia pH-ului este inversa fati de aciditate. intre valoarea pH-ului mustului ravac si a
mustului fractiunea 1 este o crestere a pH-ului de 0,2-0,3 unitati (fig. 7.22).
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Figura 7.22. pH-ul fractiunilor de must pentru ambele Figura 7.23. Turbiditatea fractiunilor de must pentru
variante de presare ambele variante de presare

A fost de asemenea observat faptul c& mustul ravac este mai limpede decat mustul fractiunea 1, iar ultimele
fractiuni prezinta o turbiditate mai redusa. Mustul ravac macerat a avut o turbiditate mai redusa (400-650 NTU-
unitati nefelometrice de turbiditate), fatd de mustul ravac nemacerat (850-1000 NTU) obtinut prin varianta de
presare directa (fig. 7.23).
Densitatea opticad méasuraté la 420 nm este corelatad cu continutul in polifenoli a mustului si implicit cu starea de
oxidare a vinului (Singleton si colab., 1980), perioada de macerare (Darias-Martin si colab., 2000).
Se observa ca DO 420 nm creste la fractiunile de must obtinute prin marirea valorii presiunii in ambele cazuri.
Cresterea valorii densitatii optice este corelata direct cu extractia compusilor polifenolici in special a catechinelor
si flavonolilor, prin contactul dintre must si partile solide (seminte si pielitele strugurilor).
intre cele doua sisteme de presare au fost observate diferente semnificative. Mustul ravac macerat are DO.0 nm
= 0,2-0,6 iar mustul ravac nemacerat are valori mult mai mici DO nm = 0,01-0,02 (fig. 7.24).
Se cunoagte faptul c& mustul se imbogéteste in compusi polifenolici in timpul operatiei de macerare (Darias-
Martin si colab., 2000).
In acest caz macerarea mustuielii in presé conduce la obtinerea unui must cu un continut mai mare de fenoli. Pe
masura ce creste presiunea, fractiunile de must se imbogéatesc in polifenoli din partile solide ale strugurelui
(pielite si seminte).
Continutul in polifenoli totali este mai mare in cazul mustului ravac macerat, decat pentru mustul ravac
nemacerat (fig. 7.25).
Prin evaluarea randamentului in must ravac in cazul celor doud sisteme de presare, se observa ca prin
macerarea mustului cantitatea de must ravac este superioara, probabil datoritd activitatii enzimelor pectolitice
endogene din boabele de struguri, decét cantitatea de must ravac obtinuté prin presare directa (fig. 7.26).
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7.2.4. Concluzii partiale

—

—
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Continutul de zahar al mustului nu a fost diferit in cele douad sisteme de presare, o scadere fiind
inregistrata odata cu cresterea presiunii.

Aciditatea totala scade cu cresterea presiunii, mai ales Tn cazul presarii directe a mustuielii.
pH-ul creste cu fiecare fractiune de presare, intr-adevar, la un nivel de calitate necorespunzator pentru
vinificatie.

Macerarea a condus la obtinerea unui must ravac mai putin tulbure. Turbiditatea a fost drastic redusa
prin marirea presiunii la fractiunile finale de must. Macerare a condus la obtinerea unui must ravac cu un
continut fenolic mai ridicat monitorizat prin DO la 420 nm gila DO 280nm.

Cu toate acestea, prin controlul timpului de macerare si a temperaturii se poate reduce DO la 420nm, a
mustului ravac.

Continutul in polifenoli al mustului ravac creste la varianta cu macerare, cunoscéndu-se efectul benefic
al acestora asupra sanatatii umane.

Macerarea mustuielii inainte fermentarii conduce la obtinerea unei cantitati mai mari de must ravac.

Din aceste motive macerare strugurilor Thainte de presare, in presa discontinua poate fi o alternativa
pentru obtinerea vinurilor aromate de calitate.

CAPITOLUL 8. Concluzii finale
Calitatea vinurilor este un concept foarte complex ca mod de exprimare precum si ca mod de formare a
acestei caracteristici si igi are originea in calitatea strugurilor si este puternic influentatd de modul de
conducere a fiecarei faze tehnologice ce marcheaza formarea si evolutia vinurilor. intre aceste etape
generale de obtinere, vinificatia primara are un impact hotarator asupra evolutiei si stabilitatii vinurilor.
Utilizarea preparatelor enzimatice in vinificatie, cautd s& optimizeze aproape toate operatiile vinificatiei
primare zdrobirea strugurilor, macerarea mustuielii - in tehnologia vinurilor aromate, scurgerea mustului,
presarea mustuielii, limpezirea musturilor si a vinurilor.
Pentru ca efectele utilizarii acestei variante biotehnologice de obtinere a vinurilor, s& fie cat mai
remarcabile, preparatele enzimatice de uz oenologic s-au specializat foarte mult, adaptandu-se
caracteristicilor sortimentului de struguri, particularitatilor unor operatii tehnologice si scopurilor urmarite.
Dacd unele preparate enzimatice maresc eficienta unor operati tehnologice sau determina
imbunétatirea calitatii vinurilor (culoare, aroma, extractivitate), alte preparate enzimatice aduc rezolvarea
unor probleme tehnologice care pana acum nu puteau fi solutionate cu variantele clasice. Un astfel de
caz, este limpezirea vinurilor provenite din struguri botritizati, care nu cedeaza la tratamentele clasice de
limpezire, ceea ce afecteaza evolutia si stabilitatea acestor vinuri.
Modul de utilizare a preparatelor enzimatice trebuie ales in corespondenta cu multitudinea factorilor ce
influenteazd desfagurarea operatilor tehnologice din vinificatie. El trebuie corelat cu compozitia
strugurilor in momentul recoltarii, cu nivelul tehnologiei folosite si cu caracteristicile vinurilor ce se vor
obtine.
Studiile efectuate pana acum, au urmarit efectele utilizarii preparatelor enzimatice, efecte obtinute in
special Th momentul vinificarii. Nu s-au putut trage inca concluzii asupra evolutiei si stabilitatii acestor
efecte In timp, atat datorita diversificarii si specializarii producerii preparatelor enzimatice de uz
oenologic cat si a faptului ca in ultima perioada tendinta consumatorilor este orientata catre vinuri tinere.
Stabilirea corecta a tehnologiilor de vinificare cu ajutorul preparatelor enzimatice, este inca un deziderat,
care insa reuseste sa capteze interesul tehnologilor care doresc sa obtina vinuri de marca.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Prin alegerea corectd a drojdiei selectionate, potrivitd soiului $i zonei de productie a strugurilor Muscat
Ottonel, se pot obtine rezultate corespunzatoare tipicitatii zonei (fara diferente majore la aroméa si
structurd a vinului), dar cu un plus in ceea ce priveste finetea gustativa si olfactiva; acest lucru este
important, deoarece tehnologul poate utiliza in mod frecvent aceste drojdii selectionate indiferent de
conditiile climaterice, pentru a obtine o calitate relativ constanta a vinurilor.

Pentru musturile din acelasi areal care provin din acelasi soi de struguri (Muscat Ottonel, Murfatlar),
indiferent de parcela din vie, din care provin strugurii, nu exista o influentd majora din punct de vedere al
cineticii fermentarii in functie de drojdiile selectionate utilizate, acestea comportandu-se relativ constant
din punct de vedere a vitezei de fermentare.

Indiferent de tehnologia de vinificatie (traditionald sau moderna) existd posibilitatea ca prin alegerea
judicioasa a drojdiei selectionate pentru fermentatie, ce produce multi compusi de aroma, tipicitatea
aromatica a soiului, gustul si corpolenta sa fie puternic influentate.

Exista posibilitatea de a intensifica aromele considerate tipice soiului Muscat Ottonel (coriandru,
trandafir, flori de portocal, flori de tei) utilizénd o drojdie selectionatad ce genereaza o cantitate mare de
arome de fermentare, dar vinificatorul trebuie sa fie atent pentru a nu modifica tipicitatea aromatica si a
nu accentua anumite arome (de ex. aromele vegetale) ce pot fi considerate neplacute de catre
consumatori.

Continutul in glicerol si esteri al vinurilor fermentate cu drojdii selectionate este superior variantelor
fermentate spontan, pe seama produsilor de metabolism ai drojdiilor in timpul fermentatiei alcoolice.

In cazul in care solicitarile consumatorilor se indreaptid spre vinuri mai aromate, acest lucru este
realizabil din punct de vedere tehnologic, prin utilizarea unei deburbari enzimatice a mustului si prin
utilizarea unor drojdii selectionate adaptate producerii unei cantitati mai mari de metaboliti aromatici de
fermentatie.

Extractia terpenelor libere si a celor legate din pielitele strugurilor este conditionatd de temperatura de
macerare, durata de macerare, cét si de utilajul in care are loc operatia de macerare.

Operatia de presare alaturi de operatia de macerare are o influenta majora aupra calitatii mustului si
implicit asupra vinului obtinut.

Pentru o mai buna caracterizare aromatica a soiului Muscat Ottonel, in scopul evidentierii tipicitatii
aromatice a soiului este foarte importantd gestionarea corecta a procesului de vinificatie, in special a
operatiei de macerare si presare cat si alegerea tulpinii de drojdie selectionata pentru fermentatie.

A fost elaborata o schema tehnologica optimizata pentru producerea vinurilor albe aromate de calitate in
podgoria Murfatlar din struguri Muscat Ottonel.

9. Contributii si perspective de continuare a cercetarilor

Producerea vinurilor albe aromate de calitate este un domeniu de activitate cu o vechime considerabila. in
permanentd specialigtii s-au straduit s& aduca contributii noi la imbunatatirea calitatii aromatice a vinului produs
finit. Astfel, avand in vedere acest obiectiv, pe parcursul studiului s-au realizat studii asupra modului de obtinere
a vinurilor albe de calitate in functie de conditile de macerare utilizate si utilajele in care se realizeaza operatia,
a tulpinii de drojdie utilizate, cat si a preparatelor enzimatice utilizate.

Originalitatea cercetarilor efectuate, in conformitate cu obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat, se
concretizeaza printr-o serie de elemente de noutate, care sporesc valoarea stiintifica a studiilor realizate.

In baza rezultatelor experimentale originale obtinute in teza se pot evidentia drept contributii stiintifice si practice
urmatoarele:

>
>

v ¥ VY

>

s-au evaluat caracteristicile fizico-chimice ale strugurilor din soiul Muscat Ottonel din podgoria Murfatlar
n perioada 2007-2010;

s-a studiat utilizarea enzimelor de macerare gi a enzimelor cu activitate B-glucozidazica in elaborarea
vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat Ottonel;

s-a evaluat dinamica procesului de limpezire a mustului sub actiunea preparatelor enzimatice;

s-a studiat evaluarea comportamentul drojdiilor selectionate si a celor din microflora epifitd Th conditii
aerobe de cultivare;

s-a realizat selectia tulpinii de drojdie dotatéd cu activitate enzimaticd B glucozidazicad in vederea
elaborarii vinurilor albe aromate din struguri soiul Muscat Ottonel,

s-a cuantificat sinergia dintre culturile de drojdii selectionate si preparatele enzimatice cu activitate 3
glucozidazica;

s-a studiat influenta operatiei de macerare asupra calitatii vinurilor albe aromate din struguri din soiul
Muscat Ottonel;

in acest fel s-au relevat modalitati practice de obtinere vinurilor albe aromate de calitate foarte buna, lucru care
se reflecta intr-o eficientd economica ridicata.
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Toate acestea au fost posibile datorité existentei unor echipamente moderne de procesare cat si datoritd dotarii
corespunzatoare a laboratorului cramei si nu n ultimul rand a calificarii superioare a personalului.
Pe parcursul elaborarii tezei de doctorat rezultatele obtinute au fost comunicate la diverse manifestari stiintifice
si publicate. Originalitatea studiilor realizate constd in evaluarea si monitorizarea tuturor factorilor care
influenteaza direct calitatea vinurilor albe aromate obtinute din struguri Muscat Ottonel.
Rezultatele cercetéarilor experimentale obtinute pot constitui o bazd de date stiintifice, care pot fi punctul de
plecare in vederea continuarii cercetarilor cu privire la utilizarea biotehnologiilor moderne pentru obtinerea
vinurilor albe aromate din struguri Muscat Ottonel de calitate foarte buna.
Dar, dupa cum se stie, orice lucrare nu poate oferi totul, aceasta fiind doar o secvetd a unui studiu care poate
continua.

10. Concretizarea rezultatelor obtinute in urma cercetarilor pe tematica tezei de doctorat
Articole/studii publicate in reviste din tara recunoscute de CNCSIS

e tu N., R&peanu G., Hopulele T., 2011, Assessment of free and potentially volatile monoterpenes in
Muscat Ottonel grapes variety, Ovidius University Annals of Chemistry, Volume 22(1), 27-31.
http://www.univ-ovidius.ro/anale-chimie/chemistry/2011-1/5_ Itu.pdf

e tu N.,, Rapeanu G., Hopulele T., 2011, Effect of maceration enzymes addition on the aromatic white
winemaking, The Annals of the University Dunarea de Jos of Galati, Fascicle VI — Food Technology,
ISSN 1843 - 5157, New Series, Year Il (XXXIII), in press http://www.ann.ugal.ro/tpa/in_press.htm

e |tu N.,, Rapeanu G., 2011, The use of commercial enzymes in white grape must clarification, Journal of
Agroalimentary Processes and Technologies, in press.

Articole publicate in reviste indexate in baze de date internationale BDI

e |tu N., 2008, Synergy between selected yeast and B-glucosidase activity of enzymatic preparations used

to obtain flavored wine, Innovative Romanian Food Biotechnology, 2, 40-47.
Participari la manifestari stiintifice internationale

e |tu N., Rapeanu G., 2011, Assessment of free and potentially volatile monoterpenes in Muscat Ottonel
grapes variety, International Conference CHIMIA 2011 “New trends in applied chemistry”, June 9-10,
Constanta, Romania.

e |tu N., Rapeanu G., 2010, Enhancement of aroma in Muscat Oftonel white wines by using B-glucosidase
enzyme preparations, International Symposium Euro — aliment 2011, Bridging Education and Research
with Engineering and Industry, 6-7 octombrie 2011, Galati, Romania.

Alte publicatii

e Croitoru C., Nedjma M., Mencinicopschi Gh., Sabalyrolles J.M., Carapid P., Busuioc O.P., Itu N., s.a.,
2005 - Fermentatia alcoolica. Optimizarea nutritiei drojdiilor, Simpozionul National ,,Biotehnologii noi
utilizate in vinificatia moderna pentru imbunétatirea calitatii senzoriale a vinurilor", Predeal, 01-02 lulie
2005, 3-9.

e Croitoru C., Nedjma M., Mencinicopschi Gh., Moutonet M., Carapid P., Busuioc O.P., Itu N., s.a., 2005,
Enzime si derivati de origine levuriana. Valoficarea si stabilizarea potentialului aromatic (odorant) al
vinurilor, Simpozionul National ,,Biotehnologii noi utilizate in vinificatia moderna pentru imbunatatirea
calitatii senzoriale a vinurilor”, Predeal, 01-02 iulie 2005, 10-21.

e Croitoru C., Nedjma M., Mencinicopschi Gh., Herve A., Carapid P., Busuioc O.P., Itu N., s.a., 2005,
Profilul aromatic al vinurilor. Sinergia dintre drojdii si enzimele B glicozidazice, Simpozionul National
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