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ABSTRACT. Wine fermentation was traditionally car-
ried out by indigenous yeasts associated with grapes and
cellar equipment. Today majority of wine production is
based on use of active dried yeast which ensures rapid
and reliable fermentation and reduces the risk of slug-
gish or stuck fermentation and microbial contamination.
Most commercial wine yeast strains available today have
been selected in the vineyard for oenological traits. The
selection of yeasts for winemaking consists of identifying
specific cultures, mainly Saccharomyces, which can fer-
ment grape juice effectively and can produce good quality
wines.

In this paper isolation and selection of local yeast
strains from the vineyard Purcari was presented.

KEYWORDS: grape must, local yeast, white and red wines,
allocation, isolation, quality.

INTRODUCERE

O importanta deosebita n domeniul biotehnologi-
ei si microbiologiei vinului o constituie sistematizarea
morfologico-culturald a tulpinilor de levuri locale, care
asigura pastrarea pentru industria vinicola a culturilor
cu o0 activitate Tnalta, obfinute prin selectarea si conser-
varea genofondului microbian autohton.

in vinificatia Republicii Moldova, In ultimul timp, la
fermentarea mustului se folosesc pe larg levurile active
uscate (LAU) produse in diferite tari din Europa: Fran-
ta, Elvetia, Italia, Germania etc. Costul inalt al LAU de
import (40-90 €), care duce la cresterea sinecostului
productiei finite si in unele cazuri nu sunt accesibile

pentru majoritatea producatorilor de vinuri, problemele
existente in limpezirea mustului si slaba acomodare a
levurilor straine la conditiile de fabrica, precum si obfi-
nerea in unele cazuri a nuantelor straine dupa fermen-
tarea mustului, impune necesitatea utilizarii levurilor
autohtone.

Tnainte de selectarea levurilor autohtone este ne-
cesar de evidentiat diferite microorganisme prezente
in must, de identificat specia si de ales tulpina cea mai
potrivita Tn baza unor criterii stabilite in oenologie [1].

Levurile responsabile pentru fermentarea alcoolica
in vinificatie, de obicei patrund Tn must de pe suprafata
strugurilor, echipamentului utilizat sau prin administra-
rea directa a levurilor specifice [2, 3]. Procesul de fer-
mentare poate fi dirijat si natural: fara inocularea levu-
rilor selectionate si prin administrarea in must a maielei
de levuri selectionate sau a levurilor comerciale — levuri
active uscate (LAU) de import [4, 5]. In prezent LAU
sunt raspandite Tnh multe tari, prin utilizarea carora se
obtin rezultate excelente [2]. Se mentioneaza ca un vin
mai calitativ se obtine atunci cand este fermentat cu
utilizarea levurilor locale [2, 6].

Tn ultimul timp, a crescut interesul fata de utiliza-
rea tulpinilor de levuri locale izolate din mustul fer-
mentat, care detin anumite caracteristici metabolice
specifice si pot influenta pozitiv calitatea produsului
finit. Cu toate ca multe levuri comerciale sunt folosite
pentru fermentarea mustului, se considera ca utiliza-
rea levurilor locale va fi mai eficientd, deoarece ele
poseda un potential dominant in procesul de fermen-
tare in vinificatie. In plus, utilizarea levurilor locale
trebuie sa asigure obtinerea proprietatilor senzoriale
tipice si specifice pentru vinurile fabricate in anumite
centre vitivinicole.

Diversitatea levurilor din vin este o sursa favorabila
pentru selectarea tulpinilor noi, care domina in timpul
procesului de fermentatie si evalueaza caracteristicile
organoleptice ale vinurilor [7].

Tn timp ce unele tulpini de levuri sunt destul de fiabi-
le Tn procesul de fermentare, altele greu se adapteaza
la conditiile mediului si au o activitate fermentativa mai
redusa sau sunt predispuse de a se inactiva inainte de
fermentarea completa a zaharurilor, iar ca rezultat con-
tribuie la diminuarea calitatii vinurilor si aparitia riscuri-
lor de alterare microbiologica a vinurilor finite.

in acest context, o sarcina importanta in domeniul
microbiologiei vinului este obtinerea levurilor autohtone
din anumite centre vitivinicole, cu Tnsusiri tehnologice
valoroase, usor adaptabile la mediul dat, ce fermen-
teaza total glucidele din must pentru a obtine vinuri
albe si rosii seci cu calitati organoleptice Tnalte, Tn ve-
derea garantarii autenticitatii vinurilor de provenienta,
precum si depozitarea in Colectia Ramurala de Micro-
organisme pentru Industria Oenologica.

Scopul abordat in acest studiu consta n evidentie-
rea si selectarea tulpinilor de levuri locale pentru utili-
zarea lor la fabricarea vinurilor albe si rosii seci in plaiul
vitivinicol ,Purcari”
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MATERIALE $1 METODE

Cercetarile au fost efectuate n laboratorul ,Bioteh-
nologii si microbiologia vinului” al Institutului Stiinfifico-
Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare.

in calitate de obiecte de cercetare au fost utilizate:

- struguri si must din soiuri de struguri albe (Char-
donnay, Feteasca alba) si rosii (Cabernet-Sauvignon,
Rara neagra) recoltafi din plaiul vitivinicol ,Purcari”;

- tulpini noi izolate din plaiul vitivinicol ,Purcari”.

Studiul microbiologic (microscoparea, insamanta-
rea pe medii nutritive, acumularea biomasei levuriene
etc.) a fost efectuat conform instructiunii controlului mi-
crobiologic al productiei vinicole in vigoare (IC MD 67-
42582515-001:2010), rezolutiei OIV (OENO-MICRO
08-370, versiunea 10/2011) si surselor bibliografice
microbiologice existente in oenologie.

REZULTATE Sl DISCUTII

in scopul izolarii si selectarii tulpinilor de levuri lo-
cale din plaiul vitivinicol ,Purcari” au fost efectuate
cercetari de obtinere a culturilor pure de pe boabele
de struguri si din mustul de struguri de soiuri albe (Fe-
teasca alba, Chardonnay) si soiuri rosii (Rara neagra,
Cabernet-Sauvignon). Pentru realizarea cercetarilor la
aceasta etapa a fost utilizatd schema de izolare redata
in figura 1 si etapele de cercetare expuse in tabelul 1.

Probele de struguri au fost prelevate din plantatiile
viticole ale ,Vinariei Purcari” (s. Purcari, rn. Stefan-Vo-
da), In sezonul de vinificatie (luna septembrie—noiem-
brie, a. 2016);

— mustul din soiul Feteasca alba s-a caracterizat
prin urmatorii indici initiali: concentrafia zaharurilor —
194 g/dm?, aciditatea titrabila — 4,9 g/ dm3;

— mustul din soiul Chardonnay s-a caracterizat
prin urmatorii indici initiali: concentratia zaharurilor —
202 g/dm?, aciditatea titrabila — 7,7 g/ dm?3;

— mustul din soiul Rard neagra s-a caracterizat

Materialul de insamantare
(boabe, must)

!

Insamantarea suspensiei celulare
pe mediu solid agarizat

!

Selectarea coloniilor izolate

!

Reinsamantarea coloniilor
pe mediu lichid

!

Insamantarea suspensiei celulare
pe mediu solid agarizat

!

Purificarea culturii

!

Obtinerea culturii pure

Fig. 1. Schema de izolare a tulpinilor de levuri

Tabelul 1
Etapele si conditiile de cercetare pentru izolarea celulelor de levuri
Materialul _biologic din care s-a Specificatia Momentul izolarii
realizat recoltarea
Momentul recoltarii: Spala_re:
Boabe o . T-4 min.
- maturitate tehnologica .
T-8 min.
Continut in zaharuri:
190-200 g/dm? (soiuri albe)
210-220 g/dm? (soiuri rosii) - .
Doze de sulf aplicate: Inceputul fermentatiei
- Must nesulfitat S : “
Must - 75 mg/dm? Slzlurl Fermentatia tumultuoasa
- 150 mg/dm? albe kY .
; Sfarsitul fermentatiei
- Must nesulfitat Soiuri
3
- 60 mg/dm rosii
-120 mg/dm?
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Fig. 2. fnsa’mﬁn,tarea prin metoda ,,ansei epuizate” pentru obtinerea culturilor pure

prin urmatorii indici inifiali: concentratia zaharurilor —
207 g/dm?, aciditatea titrabila — 5,7 g/ dm?;

— mustul din soiul Cabernet-Sauvignon s-a caracte-
rizat prin urmatorii indici initiali: concentratia zaharurilor
— 220 g/dm3, aciditatea titrabila — 6,2 g/dm?.

Pentru realizarea izolarii celulelor de levuri din must
au fost folosite etapele de cercetare expuse in tabelul 1.

Izolarea celulelor de levuri autohtone s-a realizat
pornind de la o singura celuld, utilizandu-se metoda di-

Fig. 3. Microscoparea tulpinilor de levuri izolate din must nesulfitat Feteascd albd

(1 - varianta 1, 2 - varianta 6)

Fig. 4. Microscoparea tulpinilor de levuri izolate din must sulfitat SO, - 120 mg/dm’

Rard neagrd (1 - varianta 4, 2 - varianta 5)

luiilor succesive si metoda izolarii Tn cultura pura prin
tehnica epuizarii ansei prin metoda sectoarelor. Din
clasa Ascomycotina au fost izolate 64 de tulpini (34 din
soiuri albe, 30 din soiuri rogii).

Pentru obfinerea culturilor pure de levuri si eviden-
tierea proprietatilor calitative, mostrele studiate au fost
supuse procedeului de reinsamantare cu utilizarea me-
todei ,ansei epuizate” (fig. 2).

in scopul stabilirii puritatii celulelor levurilor izolate,
a fost efectuatd microsco-
parea culturilor cercetate
cu ajutorul  microscopului
.Meopta” (Cehia), utilizand
programa speciala TUCSEN
si video camera Scinelab
TCA-8.0 color. Pentru aceas-
ta, tulpinile de levuri au fost
incubate preventiv timp de 3
zile pe mediu nutritiv (must
de struguri) la temperatura
de 28 °C.

Rezultatele obtinute prin
metoda de microscopare au
fost confirmate si completate
cu fotografii, care sunt pre-
zentate n figurile 3, 4.

In scopul argumentarii
apartenentei tulpinilor de le-
vuri studiate conform crite-
riilor de identificare taxono-
mica dupa Kudreaviev, s-a
demonstrat ca din 64 de cul-
turi izolate numai 31 de tul-
pini de levuri apartin genului
2 Saccharomyces.

Levurile de fermentare
din genul Saccharomyces
au forma celulei rotunda
sau elipsoidala, in timp ce
microorganismele din genul
Torulopsis au o forma sferi-
ca, iar forma de laméie sau
cilindrica este caracteristica
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pentru microorganismele din genurile Hanseniaspora,
Kloeckera.

De asemenea, a fost stabilit ca levurile studiate nu
formeaza micelii reale si toate se inmulfesc pe cale
vegetativa, prin Tnmugurire multilaterala si sexuat, prin
spori, ceea ce confirma ca aceste tulpini apartin genu-
lui Saccharomyces.

CONCLUzII

in perioada de cercetare (anii 2016-2017) au fost
izolate 64 de tulpini de levuri: 34 de tulpini din soiurile
albe si 30 din soiurile rosii, din plantatiile cu soiuri de
struguri Chardonnay, Feteasca alba, Rara neagra si
Cabernet-Sauvignon, care se refera la plaiul vitivinicol
JPurcari”. Tn urma microscopdrii, examinand toate tul-
pinile izolate conform cerintelor microbiologice, au fost
selectate 31 de culturi pentru studii suplimentare teh-
nologice (15 din soiuri albe si 16 din soiuri rogii).

Microscoparea levurilor a permis sa constatam ca
celulele studiate se afla in stare de inmugurire, dar se
deosebesc prin forma si dimensiuni. La fel, tulpinile de
levuri izolate din plaiul vitivinicol ,Purcari” sunt de tip
eucariot, n care se disting bine componentele micro-
scopice celulare.

Tulpinile de levuri izolate sunt apreciate ca un ma-
terial biologic valoros, recomandabile Tn perspectiva in
practica vinicold, acestea contribuind la obtinerea unor
vinuri de calitate ce reflecta personalitatea si potentjalul
soiurilor specifice plaiului ,Purcari”.
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