Carmencita et

Date: 2023.07.24 12:32:16

Vintu +03'00"
UNIVERSITATEA PENTRU STIINTELE VIETII

»ION IONESCU DE LA BRAD” DIN IASI
FACULTATEA DE HORTICULTURA
SCOALA DOCTORALA STIINTE INGINERESTI

DOMENIUL HORTICULTURA
SPECIALIZAREA VITICULTURA SI OENOLOGIE

TEZA DE DOCTORAT

Doctorand,
Ing. Mihai Cristian FOCEA

Conducator de doctorat
Prof. univ. dr. Valeriu V. COTEA m.c. AR

2023






TIASI UNIVERSITY OF LIFE SCIENCES
FACULTY OF HORTICULTURE

DOCTORAL SCHOOL OF ENGINEERING SCIENCES
DOCTORAL DOMAIN HORTICULTURE
SPECIALIZATION VITICULTURE AND OENOLOGY

Ph.D THESIS

PhD Student
Eng. Mihai Cristian FOCEA

Scientific coordinator,
Univ. prof. PhD Valeriu V. COTEA m.c. AR

2023






UNIVERSITATEA PENTRU STIINTELE VIETII
»ION IONESCU DE LA BRAD” DIN IASI

FACULTATEA DE HORTICULTURA
SCOALA DOCTORALA STIINTE INGINERESTI

DOMENIUL HORTICULTURA
SPECIALIZAREA VITICULTURA SI OENOLOGIE

TEZA DE DOCTORAT

STUDII PRIVIND INFLUENTA DIFERITELOR SUSE DE
LEVURI ASUPRA CALITATII VINURILOR SPUMANTE
OBTINUTE PRIN METODA TRADITIONALA

Doctorand,
Ing. Mihai Cristian FOCEA

Conducator de doctorat
Prof. univ. dr. Valeriu V. COTEA m.c. AR

2023






TIASI UNIVERSITY OF LIFE SCIENCES
FACULTY OF HORTICULTURE

DOCTORAL SCHOOL OF ENGINEERING SCIENCES

HORTICULTURE DOMAIN
VITICULTURE AND OENOLOGY

Ph.D. THESIS

STUDIES ON THE INFLUENCE OF DIFFERENT YEAST
STRAINS ON THE QUALITY OF SPARKLING WINES
PRODUCED BY TRADITIONAL METHOD

PhD Student
Eng. Mihai Cristian FOCEA

Scientific coordinator,
Univ. prof. PhD Valeriu V. COTEA m.c. AR

2023






CUPRINS

INTRODUCERE 17

REZUMAT 24

PARTEA I: STADIUL ACTUAL AL CERCETARII PRIVIND INFLUENTA
DIFERITELOR SUSE DE LEVURI ASUPRA CALITATII VINURILOR

SPUMANTE . ..ottt caseesaseesssesssseesse s s s sseesseessssessse s e essseasassasannans 36

1. NOTIUNI DE BAZA IN PRODUCEREA VINURILOR SPUMANTE 37

1.1. Definirea si clasificarea vinurilor efervescente. . 37

1.2. Etapele obtinerii vinurilor spumante___________ 37

1.2.1. Soiuri utilizate la obtinerea vinurilor spumante 37

1.2.2. Procesarea strugurilor 38

1.2.3. Fermentatia primara — obtinerea vinului baza_ 39

1.2.4. Fermentatia malolactica, . 40

1.2.5. Limpezirea si stabilizarea vinului-baza . 40

1.2.6. Asamblajul vinurilor 41

1.2.7. Fermentarea secundara si maturareain butelii___________ 41

1.2.8. Remuajul si degorjarea 45

1.3. Metode de obtinere a vinurilor spumante 45
1.4. Stadiul actual al cercetarii privind selectia levurilor in tehnologia de obtinere a

VINURTLOr SPUMANEE 49

2. ASPECTE GENERALE PRIVIND CALITATEA VINURILOR SPUMANTE_ 56
2.1. Compozitia chimica a vinurilor spumante____________ 56
2.2. Stadiul actual al cercetarii privind implicatiile tehnologice asupra calitatii

VINURLOr SPUMANEE 61

PARTEA A [I1lI-A: CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND INFLUENTA

DIFERITELOR SUSE DE LEVURI ASUPRA CALITAIII VINURILOR

SPUMANTE OBTINUTE PRIN METODA TRADITIONALA _______________________________ 64

3. SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI, CADRUL NATURAL,

INSTITUTIONAL SI ORGANIZATORIC, MATERIALELE SI METODE

UTILIZATE 65
3.1. Scopul si obiectivele studivlui . 65
3.2. Cadrul natural, institutional i organizatoric_____________ . 66

3.2.1. Descrierea cadrului natural 66
3.2.2. Prezentarea cadrului institutional si organizatoric al studiului 67
3.2. Materiale si metode utilizate 67

3.2.1. Caracterizarea soiurilor de struguri analizate 67






4. REZULTATELE
ASUPRA CALITATII

4.1. Contributia levurilor asupra parametrilor fizico-chimici
4.2. Influenta levurilor asupra continutului de metale din vinurile spumante
4.3. Impactul levurilor asupra continutului 1n acizi organici
4.4. Influenta levurilor asupra profilului de aroma al vinurilor spumante

CONCLUZII

LISTA PUBLICATIILOR

CERCETARII PRIVIND INFLUENTA LEVURILOR
VINURILOR SPUMANTE OBTINUTE

LISTA TABELELOR

LISTA FIGURILOR

78
78
84
90
95

109
117
130
131

132
134






CONTENTS

INTRODUCTION 20

ABSTRACT 30

PART I: THE CURRENT STATE OF RESEARCH ON THE INFLUENCE OF
DIFFERENT YEASTS ON THE QUALITY OF SPARKLING WINES 36

1. BASIC NOTIONS IN THE PRODUCTION OF SPARKLING WINES 37

1.1. Definition and classification of sparkling wines 37
1.2. Stages of obtaining sparkling wines_____ 37
1.2.1. Varieties used to obtain sparkling wines_____ 37
1.2.2. Grape pProCesSiNg . 38
1.2.3. Primary fermentation — obtaining the base wine_____ 39
1.2.4. Malolactic fermentation. ...~~~ 40
1.2.5. Clarification and stabilization of the base wine 40
1.2.6. The assembly of wines 41
1.2.7. Secondary fermentation and maturation inthe bottle 41
1.2.8. Remuage and disgorging 45
1.3. Methods of obtaining sparkling wines_ 45
1.4. The current state of research on the selection of yeasts in the technology of
obtaining sparkling Wines 49

2. GENERAL ASPECTS REGARDING THE QUALITY OF SPARKLING

WINES 56
2.1. Chemical composition of sparkling wines . 56
2.2. Current state of research on technological implications on sparkling wine

QUAIIEY 61

PART Il: OWN CONTRIBUTIONS REGARDING THE INFLUENCE OF
DIFFERENT YEASTS ON THE QUALITY OF SPARKLING WINES
OBTAINED THROUGH THE TRADITIONAL METHOD____ 64
3. THE PURPOSE AND OBJECTIVES OF THE STUDY, THE NATURAL,
INSTITUTIONAL AND ORGANIZATIONAL FRAMEWORK, MATERIALS

AND METHODS . 65
3.1. Main purpose and objectives 65
3.2. The natural, institutional and organizational framework of research 66

3.2.1. Description of the natural setting_____ 66
3.2.2. Presentation of the institutional and organizational framework 67

3.2. Materials and methods 67






3.2.1. Characterization of the analyzed grape varieties_ 67

3.2.2. The technology of obtainingsamples______ 68

3.2.3. Applied analysis methods_____ 73

4, RESEARCH RESULTS REGARDING THE INFLUENCE OF YEASTS ON
THE QUALITY OF SPARKLINGWINES . 78
4.1. The contribution of yeasts on the physico-chemical parameters 78
4.2. The influence of yeasts on the metal content of sparkling wines 84
4.3. The impact of yeasts on the content in organicacids_______ 90
4.4. The influence of yeasts on the aroma profile of sparkling wines___ 95
CONCLUSIONS ettt eeeeee et et et et e n s e seseases et eeeenen s aeseasenenennenens 113
REFERENGCES | oottt e ettt eeeen s eeseseee et ee e sen s s aeseaseneneenenenanaens 117
APPENDICES 128
LIST OF PUBLICATIONS 129
LISTOFTABELS 133

LIST OF FIGURES 134



16



INTRODUCERE

Desi la inceput vinurile obtinute in Champagne erau combinate cu cele produse n
jurul Parisului si cunoscute drept ,,vinuri ale Frantei”, mai tarziu, bautura ,,champagne” a
facut renumita intreaga regiune (Cotea, 2005).

Arealul viticol din regiunea Montagne de Reims era dedicat culturii strugurilor
negri, pe cand regiunea Ay — celor albi. Ca si Burgundia, cele mai bune zone au fost
definite de calugari in secolele XII si XVIII, cand au inceput s cumpere soiuri de calitate
superioara.

Dom Perignon (1638 — 1715), calugar benedictin de la Manastirea de Haut Villers
din (Epeney), a obtinut pentru prima datd, in jurul anului 1670, o bautura efervescenta,
denumitd Champagne dupad numele regiunii viticole de provenienta. Aceasta prezenta o
concentratie alcoolica moderata (aproximativ 10 % vol. alc.) si 0 presiune de 1,5 — 2
atmosfere. Daca la inceputul secolului al XIX-lea vinul rosu constituia aproximativ 90 %
din totalul productiei, piata vinurilor ieftine s-a prabusit odata cu inceperea primului
razboi mondial, vinul efervescent raiméanand reprezentativ pentru arealul respectiv.

Vinul spumant a fost produs initial din struguri negri, avdnd o culoare rosé. Dom
Pérignon a pus bazele presarii blande, care permitea un contact minim al sucului cu
bostina. Nu se cunosc cu exactitate soiurile cultivate Tn acele timpuri in regiunea
Champagne insa din cele 80 de tipuri, Pinot Noir si Pinot Gris erau preponderente. Odata
cu invazia filoxerei, culturile de vita de vie au fost distruse, fiind apoi replantate soiurile
existente si in prezent. Initial, bautura era obtinuta din sapte soiuri nobile, insa in prezent,
aceasta poate fi produsd numai din soiurile Pinot noir, Pinot meunier si Chardonnay
(Cotea, 2005). De asemenea, denumirea de champagne poate fi folosita numai in regiunea
mentionata.

Cea mai mare parte a vinurilor spumante este obtinuta dintr-un amestec de soiuri,
dar un ‘Blanc de Blancs’ provine exclusiv din Chardonnay, pe cadnd un ‘Blanc de Noirs’
provine doar din soiuri negre (de obicei doar Pinot Noir).

Producerea vinurilor spumante pe teritoriul Roméaniei a Tnceput atunci cand lon
lonescu de la Brad, agronom renumit al secolului XIX, a creat aceasta bauturd pentru
domnitorul Mihail Sturdza (Cotea, 2005).

Exista doud procese principale de productie pentru vinurile spumante de calitate:
metode traditionale si charmat. In procedura traditionald, a doua fermentatie alcoolica a
vinului de baza se realizeaza in butelii din sticla sigilate. Unele dintre cele mai populare
vinuri spumante, precum bautura champagne si cava, sunt produse prin metoda
traditionald. Caracteristicile senzoriale si organoleptice sunt unul dintre cei mai importanti
indicatori ai calitatii vinului spumant pentru acceptarea unui produs de catre consumatori.

Vinurile spumante implica fermentarea secundara a vinurilor linistite (Strictu
sensu). Calitatea si caracteristicile vinului spumant, gradul de stabilitate, proprietatile
senzoriale sunt dependente in mare parte de compozitia fizico-chimica a strugurilor si a
vinului-baza, de tehnologia de obtinere aplicata, de conditiile de mediu etc. (Cotea s.a.,
2021).
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In prezent, concentratia alcoolici a vinurilor este mai ridicati din cauza a
numeroase variabile, Tn special a schimbarilor climatice (Jones s.a., 2014; Koufos s.a.,
2013). In acelasi timp, multi consumatori prefera produse slab alcoolice (9 % — 13 % vol.
alc.), ca o consecintd a aspectelor sociale (restrictii in trafic), dar si a problemelor de
sinitate asociate (Labanda s.a., 2009; Saliba s.a., 2013). In decursul timpului, au fost
aplicate mai multe tehnici pentru a produce vinuri cu o concentratie alcoolica scazuta, fie
prin utilizarea mustului cu concentratii scazute de zaharuri, a unor levuri selectionate
specifice, fie prin intreruperea precoce a fermentatiei alcoolice (Pickering s.a., 1998). De
asemenea, pentru a obtine o concentratie alcoolica prestabilita in vinuri, se pot folosi
diverse practici, cum ar fi procedeele termice sau pe baza de membrane. Cu toate acestea,
la utilizarea tratamentelor termice, sunt distrusi compusi volatili importanti (Takacs s.a.,
2007; Lopez s.a., 2002). Mai multe proceduri pe bazd de membrana pot fi utilizate pentru
a reduce continutul de alcool din vin (Jorddo s.a., 2015), ajutand la pastrarea caracteristicii
senzoriale a vinului initial (Pickering s.a., 1998). Aceste proceduri (nanofiltrare, osmoza
inversd) manifestd un beneficiu important, si anume consumul redus de energie atunci
cand se lucreazd la temperaturi scizute spre moderate. Osmoza inversa reprezinta o
procedura folositd cu succes In scopul diminudrii concentratiei alcoolice si genereaza un
impact negativ nesemnificativ asupra structurii si compozitiei vinului (asigura stabilitatea
compusii aromatici si caracteristicile senzoriale), realizdndu-se la temperaturi scazute
(Saha s.a., 2013).

Productia si consumul de vin spumant sunt in tendintd ascendentd in ultimul
deceniu, incepand sa fie consumat nu doar la ocazii speciale, cat si in momente mai putin
specifice (Mufioz-Redondo s.a., 2020). in conformitate cu metoda traditionald de obtinere
a vinurilor spumante, acestea sunt supuse unui proces fermentativ dublu, astfel incat dupa
prima fermentatie alcoolica si in urma adaugarii amestecului de tiraj, vinurile sa fie supuse
celei de a doua fermentatii (Coehlo s.a., 2009).

Printre cele mai cunoscute vinuri spumante se numard Cava (produs in Spania),
Espumante (Portugalia), SEKT (Austria si Germania), Pezsgo (Ungaria) si
Samponseskoye (Rusia). Soiurile de struguri utilizate frecvent la obtinerea vinurilor
spumante la nivel global sunt: Macabeo, Parellada si Xarello (Cava), Pinot Gris, Aligote,
Pinot Blanc, Grolleau, Cabernet Sauvignon sau Chenin Blanc (Butnariu, 2020).

Ca urmare a tendintei consumatorilor de a se orienta spre bauturile cu o concentratie
alcoolicd mai scazuta, corelata cu dorinta noii generatii de senzatii organoleptice diferite,
teza de doctorat cu titlul ,,Studii privind influenta diferitelor suse de levuri asupra
calititii vinurilor spumante obtinute prin metoda traditionala” isi propune sa
studieze influenta levurilor (Saccharomyces spp.) utilizate la cea dea doua
fermentatie asupra calititii vinurilor spumate albe. Tn acest sens, a fost utilizat soiul
Muscat Ottonel, strugurii fiind recoltati in toamna anului 2015 din podgoria Iasi — Copou.
Probele experimentale si analizele de laborator au fost realizate in cadrul cramei
experimentale si a Laboratorului de Oenologie ale Facultatii de Horticultura, Universitatea
pentru Stiintele Vietii ,,lon Ionescu de a Brad” din lasi. Prezenta cercetare se focuseazi
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pe evaluarea unor constituenti chimici (acizi organici, ioni metalici, compusi volatili)
dar si a caracteristicilor senzoriale ale vinurilor spumante rezultate.

Conform rezultatelor, drojdiile pot influenta variat calitatea finalda a vinurilor
spumante. Avand in vedere caracteristicile fizico-chimice, tipul drojdiilor inoculate a
aratat un impact minor, dar important asupra parametrilor fizico-chimici. Compozitia
metalelor din vin in timpul fermentatiei, maturarii si depozitarii nu este stabila. Analiza
variantei evidentiazd o influenta semnificativa a continutului de metale in functie de tipul
levurilor inoculate.

Rezultatele evidentiaza un continut mai ridicat in acizii organici analizati in cazul
vinului baza, comparativ cu vinurile spumante obtinute ulterior. Rezultatele nu au indicat
diferente majore in ceea ce priveste concentratia principalilor acizi organici si valorile pH-
ului. Tntr-o prima etapa concentratia acizilor organici a prezentat variatii minore in raport
cu tipul de levuri inoculate pentru cea de-a doua fermentatic (p > 0,05). Modificari
semnificative au fost obtinute intre cele doud momente de analizd (6 si 11 luni de
pastrare).

Levurile administrate pentru cea de-a doua fermentatic au contribuit la cresterea
semnificativda a concentratiei majoritatii compusilor volatili (p < 0,05). Rezultatele
obtinute confirma ca ipoteza ca tipul preparatului levurian contribuie semnificativ la
imbogétirea profilului volatil al vinurilor spumante. Octanoatul de etil si decanoatul de etil
au fost reprezentative pentru toate probele, imprimand in general note fructate (in special
banana, mar) si florale (floare de soc).

Rezultatele prezentate contribuie la completarea, imbunatatirea si deci, imbogatirea
literaturii de specialitate in domeniul temei abordate, cat si la optimizarea tehnologiilor de
vinificatie existente.

Teza de doctorat a fost realizata sub conducerea domnului prof. univ. dr. Valeriu V.
Cotea si constituie rezultatul muncii si dedicatiei disciplinei de Oenologie si Vinificatie
din cadrul Universitatii pentru Stiintele Vietii ,,Jon Ionescu de a Brad” din lasi, fata de
care Tmi exprim deosebita consideratie si le adresez multumiri.

De asemenea, Tmi transmit recunostinta fatd de prof. dr. Gicad Gradinaru pentru
increderea acordata si sprijinirea in parcursul meu profesional.
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INTRODUCTION

Due to the high concentration of carbon dioxide, sparkling wines have always been
considered "special" wines, consumed occasionally and at special events (Cotea, 2005).
The moment of the first appearance of effervescent wines is not fully known, these being
even mentioned in the Old Testament (Cotea, 2005). The term "Champagne" has been
used since the 14th century, describing the geographical region of the same name around
the city of Reims, a poor area exploited for pastures and grain cultivation. In the
beginning, the wines from the Champagne region were combined with those produced
around Paris and known as "wines of France". Later, the beverage named "champagne"
made the whole region famous (Cotea, 2005).

The wine-growing area from the Montagne de Reims region was dedicated to the
cultivation of black grapes, while the Ay region was to the white ones. Like Burgundy, the
best areas were exploited by monks in the 12th and 18th centuries, when they began to
buy higher-quality varieties.

Dom Perignon (1638 — 1715), a Benedictine monk from the Monastery of Haut
Villers in (Epernay), obtained for the first time (around 1670) an effervescent beverage
called Champagne, after the name of the wine region of origin. It had a moderate alcoholic
concentration (about 10% vol. alc.) and pressure between 1.5 and 2 atmospheres. If at the
beginning of the 19th-century red wine constituted about 90 % of the total production, the
production of cheap wines collapsed with the start of the First World War, sparkling wine
remaining representative of the area in question. The sparkling wine was first produced
from black grapes, having a rosé color. Dom Pérignon laid the foundations for gentle
pressing, which allowed minimal contact of the juice with the wort.

The varieties cultivated in those times in the Champagne region are not exactly
known, but of the 80 varieties, Pinot Noir and Pinot Gris were predominant. With the
invasion of phylloxera, the vines were destroyed, and the existing varieties were then
replanted. Initially, champagne was obtained from seven noble varieties, but nowadays, it
can only be produced from Pinot noir, Pinot meunier and Chardonnay varieties (Cotea,
2005). Also, the name champagne can only be used in the mentioned region. Most
champagne is made from a mixture of varieties, but a '‘Blanc de Blancs' comes exclusively
from Chardonnay, while a '‘Blanc de Noirs' comes from only red varieties (usually only
Pinot Noir).

The production of sparkling wines in Romania began when lon lonescu de la Brad,
a renowned agronomist of the 19th century, created this drink for ruler Mihail Sturdza
(Cotea, 2005).

There are two main production processes for high-quality sparkling wines,
traditional and 'Charmat’ methods. In the first-mentioned, the second alcoholic
fermentation of the base wine is carried out in sealed bottles. Some of the most popular
sparkling wines, such as champagne and cava, are produced using the traditional method.
Sensory characteristics are some of the most important indicators of sparkling wines'
quality for consumer acceptance of a product. Sparkling wines involve the secondary
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fermentation of still wines (strictu sensu) (Tardea et al., 2010). The quality characteristics
of the sparkling wine, its stability, and the sensory properties are dependent on the
physical-chemical composition of the grapes and the base wine, the applied production
technology, environmental conditions, etc. (Cotea et al., 2021).

Currently, the alcoholic strength of wines is higher due to numerous variables,
including climate change (Jones et al., 2014; Koufos et al., 2013). At the same time, many
consumers want to consume low-alcohol products (9-13% volume alcohol), as a
consequence of social aspects (such as traffic restrictions), but also of associated health
problems (Labanda et al., 2009; Saliba et al., 2013). Over time, different techniques have
been developed to produce low-alcoholic wines (by using grape juice with low sugar
levels, by administrating specially selected yeasts, or by early stopping fermentation)
(Pickering et al., 1998). The use of thermal or membrane-based processes can also be
efficient to achieve a predetermined alcoholic concentration in wines. However, when
using thermic treatments, numerous important volatile compounds are affected (Takacs et
al., 2007; Ldpez et al., 2002; Jordao et al., 2015). The membrane-based procedures
(nanofiltration, reverse osmosis) show important benefits, namely reduced energy
consumption when working at low to moderate temperatures and assure to preserve the
sensory characteristic of the wine (Pickering et al., 1998). Reverse osmosis is a procedure
successfully used to reduce the alcohol concentration and generates an insignificant
negative impact on the structure and composition of the wine (it ensures the stability of
the volatile compounds and the organoleptic properties), being carried out at low
temperatures (Saha et al., 2013).

Both the production and consumption of sparkling wine are on an ascendent trend
in the last decade, beginning to be consumed not only on special occasions, but also in less
specific moments (Mufioz-Redondo et al., 2020). According to the traditional method,
they are subjected to a double fermentation process, so that after the first alcoholic
fermentation and following the addition of the 'tirage’ liqueur, the wines are subjected to
the second fermentation (Coehlo et al., 2009 ).

Among the most famous sparkling wines are Cava (produced in Spain), Espumante
(Portugal), Sekt (Austria and Germany), Pezsgo (Hungary) and Samponseskoye (Russia).
The grape varieties frequently used to obtain sparkling wines globally are: Macabeo,
Parellada and Xarello (Cava), Pinot Gris, Aligote, Pinot Blanc, Grolleau, Cabernet
Sauvignon or Chenin Blanc (Butnariu, 2020).

As a consequence of consumers trend to consume lower alcohol beverages,
correlated with the request of the new generation for different organoleptic sensations, the
doctoral thesis intitulated "Studies on the influence of different yeast strains on the quality
of sparkling wines produced by traditional method" aims to study the influence of
different yeasts (Saccharomyces spp.) on the quality of white sparkling wines. For this
experiment, Muscat Ottonel grapes from the Iasi - Copou vineyard were used. The grapes
were harvested at full ripeness in the autumn of 2015. The different yeast preparations
were inoculated at the second fermentation of the base wine. The experimental samples
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and laboratory analyzes were carried out in the experimental winery and the Oenology
Laboratory of the Faculty of Horticulture, "lon lonescu de a Brad" University of Life
Sciences in lasi. The present research focuses on the evaluation of general
physicochemical parameters of the resulting samples and of some chemical constituents
(organic acids, metal ions, volatile compounds). The results were completed with a
sensory description of the samples and a statistical representation of the data.

According to the results, the type of inoculated yeasts significantly influences the
final quality of the base wine. Thus, V3 and V4 variants presented the lowest values for
the volatile acidity and total sulfur dioxide.

The yeasts inoculated for the second fermentation of the base wine contributed to a
significant increase in the concentration of most volatile compounds (p < 0.05) in the final
samples (sparkling wine). The results confirm the hypothesis that the type of yeast
preparation contributes significantly to the enrichment of the volatile profile of the
analyzed sparkling wines. V1 variant shows the highest concentrations of most volatile
compounds, while V2 and V3 presented the smallest quantities. Following the
organoleptic evaluation, important differences can be observed between the analyzed
variants. Ethyl octanoate and ethyl decanoate were representatives for all samples, being
responsible for their fruity (especially banana, and apples) and floral (elderflower) notes.
The presented results contribute to the improvement, and enrichment of the specialized
literature regarding the addressed subject, as well as to the optimization of the existing
winemaking technologies.

According to the results, yeasts can influence the final quality of sparkling wines in
various ways. Considering the physico-chemical characteristics, the type of inoculated
yeasts has a minor but important impact on the physico-chemical parameters. The
composition of metals in wine during fermentation, maturation and storage is not stable.
The analysis of variance reveals a significant influence of the metal content according to
the type of inoculated yeasts.

The results highlight a higher content in the analyzed organic acids in the case of
the base wine, compared to the sparkling wines. The results did not indicate major
differences in the concentration of the main organic acids and the pH values. In a first
stage, the concentration of organic acids showed minor variations in relation to the type of
inoculated yeasts for the second fermentation (p > 0.05). Significant changes were
obtained between the two analysis phases (6 and 11 months of storage).

The yeasts administered for the second fermentation contributed to a significant
increase in the concentration of most volatile compounds (p < 0.05). The assured results
confirm the hypothesis that the type of yeast preparation contributes significantly to the
enrichment of the volatile profile of sparkling wines. Ethyl octanoate and ethyl decanoate
were representative of all samples, generally imprinting fruity (especially banana, apple)
and floral (elder flower) notes.
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The presented results contribute to the completion, development and thus,
enrichment of the specialized literature in the field of the addressed theme, as well as to
the optimization of the existing winemaking technologies.

The doctoral thesis was completed under the supervision of Prof. Univ. Dr. Valeriu
V. Cotea, being the result of the work and dedication of the members of Oenology section
from "lon lonescu de a Brad" Iasi University of Life Sciences, to whom | express my
special consideration and thank them.

I would also like to express my gratitude to Prof. Dr. Gicd Gradinaru for his trust
and support in my professional career.
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REZUMAT

Vinurile efervescente se caracterizeaza prin concentratii ridicate de dioxid de
carbon, fiind considerate vinuri speciale. In conformitate cu metoda traditionala de
obtinere a vinurilor spumante, acestea sunt supuse unui proces dublu fermentativ, astfel
incat dupa prima fermentatie alcoolica si in urma adaugarii amestecului de tiraj, vinurile
sa fie supuse celei de-a doua fermentatii in butelii (Coehlo s.a., 2009). Exista multi factori
implicati in compozitia chimicd a vinurilor spumante, cum ar fi soiul si varietatea,
tehnologia de cultivare, calitatea vinului-baza, tipul levurilor inoculate pentru fermentatia
secundard etc. Cu toate acestea, cea de-a doua fermentatie si etapa de maturare pe
sedimentul de drojdie constituie factori cheie asupra calitatii finale a vinurilor spumante
(Pozo-Bayon s.a., 2009). Corelata cu dorinta noii generatii de a testa senzatii
organoleptice diferite, teza de doctorat cu titlul ,,Studii privind influenta diferitelor suse de
levuri asupra calitatii vinurilor spumante obtinute prin metoda traditionald™ isi propune
sa studieze influenta levurilor (Saccharomyces spp.) utilizate la cea dea doua fermentatie
asupra calitatii vinurilor spumante albe. Prezenta cercetare se axeazd pe evaluarea unor
constituenti chimici (acizi organici, ioni metalici, compusi volatili), cdt si pe evaluarea
profilului senzorial al vinurilor spumante obtinute. Pentru Tndeplinirea scopului general,
protocolul experimental a presupus stabilirea urmatoarelor obiective specifice: studierea
literaturii de specialitate si selectarea unei baze de date relevante; stabilirea protocolului
experimental si a activitatilor; realizarea variantelor experimentale; analiza proprietatilor
fizico-chimice generale ale probelor obtinute; evaluarea nivelului de metale din vinurile
spumante; analiza continutului de acizi organici; determinarea principalilor compusi
volatili din probele finale; studiul caracteristicilor senzoriale ale variantelor analizate;
interpretarea statisticd a datelor si compararea acestora cu rezultatele din literatura de
specialitate.

Vinurile spumante au fost obtinute din struguri Muscat Ottonel, cultivati n
Podgoria Iasi-Copou. Probele experimentale si analizele de laborator au fost realizate in
cadrul cramei experimentale si a Laboratorului de Oenologie ale Facultitii de
Horticultura, Universitatea pentru Stiintele Vietii ,,Jon lonescu de a Brad” din lasi. Au fost
realizate astfel cinci variante experimentale. Strugurii au fost recoltati la maturitate
deplina, manual Tn toamna anului 2015. In vederea desfasurarii fermentatiei alcoolice, au
fost inoculate diferite levuri apartindnd speciei Saccharomyces. Procesul fermentativ s-a
desfasurat in conditii controlate de temperaturd (20 °C). Dupa finalizarea fermentatiei
primare, vinul (VO0) a prezentat initial o concentratie alcoolica de 12,5 % vol. alc. Pentru a
reduce acest nivel si a obtine o concentratie alcoolicd predeterminata (10,5 % vol.) a fost
aplicata osmoza inversa (rezultand V0’). Fermentatia secundara a avut loc in butelii din
sticla, fiind inoculate diferite levuri comerciale, dupa cum urmeaza: 10C FIZZ™ - V1,
I0C DIVINE™ - V2; LEVULIA CRISTAL™ - V3; I0OC 18-2007™ - V4. Rezultatele
analizelor fizico-chimice ale vinurilor spumante analizate se incadreaza in limitele admise
de normativele Organizatiei Internationale a Viei si Vinului (OIV, 2020). Avand in vedere
ca pentru obtinerea acestora s-a folosit acelasi vin-baza, posibilele diferente sunt puse pe
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seama inocularii diferitelor tipuri de levuri in vederea desfasurarii fermentatiei secundare.
S-au observat modificéri minore ale principalilor parametri fizico-chimici analizati la 11
luni de la producerea probelor, comparativ cu rezultatele inregistrate la 6 luni. In functie
de nivelul zaharurilor remanente, probele experimentale pot fi incadrate ca vinuri
spumante brute. Concentratia alcoolica a vinurilor spumante analizate a variat de la
11,3 % vol. (V2 si V4) pana la 11,6 % vol. (V1 si V3). Parametri precum densitatea,
aciditatea totald, zaharurile reziduale si extractul nereducator au valori dependente, cu
diferente importante intre esantioane. Analiza variantei a indicat diferente semnificative
ntre caracteristice fizico-chimice ale probei martor si a celor care au continut levuri (p <
0,001 pentru majoritatea parametrilor). De asemenea, valorile au fost influentate si de
tipul levurilor inoculate (p < 0,001 pentru majoritatea perechilor de medii, p < 0,05 pentru
aciditatea volatildi in ambele perioade de analiza, diferente nesemnificative pentru
densitate). Tn urma aplicarii testului post-hoc Tukey HSD, s-au evidentiat perechile de
variante care s-au diferentiat semnificativ pentru fiecare indicator fizico-chimic n parte.
Astfel, in cazul densitatii, diferentele au vizat proba martor (V0) comparativ cu variantele
V1, V2, V3 si V4, care au continut levuri. De asemenea, se observa o influentd minora
asupra calitatii fizico-chimice la probele in care s-au inoculat levuri.

Profilul ionilor metalici al vinurilor spumante joacd un rol important in modularea
atributelor senzoriale ale acestora. Compozitia metalelor din vin in timpul fermentatiei,
maturarii si depozitdrii nu este stabila. Cantitatea de K si Ca este ascendenta pe parcursul
pastrarii (de la 6 la 11 luni), pe cand nivelul ionilor de Mg si Na se diminueaza
considerabil pe perioada pastrarii. in timpul fermentatiei, levurile consumi cantititi
importante de ioni metalici, cum ar fi Ca, Cu, Fe, K si Mg (Cotea, 2009). De asemenea, in
urma proceselor de sedimentare si indepartare a drojdiei sunt eliminate cantitati
importante ale ionilor metalici analizati. Cu toate acestea, concentratii mai mari ale unor
compusi (Zn, Fe, Cu, Ni, Mn) au fost identificate in probele in care s-au inoculat levuri
pentru cea de-a doua fermentatie. in plus, comparand concentratiile de Fe, Cu, Ni si Mn
din probele V1-V4 se observa o dinamica ascendenta in perioada de pastrare-maturare.
Acest fenomen ar putea sugera susceptibilitatea probelor de vin la aparitia tulburelii sau a
sedimentarii, precum si deprecierea calitatii senzoriale, corelate cu actiunea catalitica si
oxidativa ale cationilor studiati (in special Fe si Cu). Potrivit lui Galani-Nikolakaki s.a.
(2002), principala sursa de contaminare cu Fe este solul, precum si ustensilele si masinile
folosite in timpul productiei si procesdrii. Analiza variantei evidentiazd o influentd
semnificativa a continutului de metale in functie de tipul levurilor inoculate. De asemenea,
testul post-hoc indica perechile de medii intre care existd diferente semnificative (in
general, p < 0,01, cel putin doud medii fiind diferite semnificativ, la pragul de semnificatie
99 %, indiferent de momentul analizarii).

Acizii organici din vin provin in special de la materia prima, in urma tratamentelor
administrate sau pot fi formati in urma desfasurdrii proceselor metabolice ale
microorganismelor. Un nivel optim de acizi organici asigura caracterul echilibrat, proaspat
si racoritor al vinurilor, pe cand nivelurile ridicate vor imprima gust acru intens.
Rezultatele evidentiazd un continut mai ridicat in acizii organici analizati in cazul vinului
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baza, comparativ cu vinurile spumante obtinute ulterior. Acidul malic reprezinta, alaturi
de acidul tartric, aproximativ 90 % din totalul acizilor organici din vin (Robles s.a., 2019).
Probele analizate au prezentat valori cuprinse intre 6,33 g/L si 6,46 g/L acid malic la
determinarile realizate dupa 6 luni de pastrare si intre 5,61 g/L (V3’) si 6,63 g/L (V2’)
dupa 11 luni. S-a remarcat o tendinta crescatoare a concentratiei acidului malic intre 6 si
11 luni de pastrare a majoritatii variantelor, cu exceptia probei V3, unde continutul acestui
acid a inregistrat scaderi importante in timp. Dupa acidul malic, cel mai abundent acid a
fost acidul tartric, cu o concentratic medie cuprinsa intre 0,99 g/L si 5,97 g/L. Valorile
acidului tartric rdiman aproape constante intre cele doud momente de analiza (6 luni si 11
luni), Tnregistrandu-se o usoara scddere in cazul variantei V3 si 0 crestere in cazul
variantei V4. Alaturi de primii doi acizi prezentati, acidul citric contribuie semnificativ la
definirea culorii si stabilitatii vinurilor spumante. Acidul citric a fost prezent in toate
probele de vinuri spumante. Valorile au variat de la 0,58 g/L (V1 si V3) — 0,61 g/L (V4) la
6 luni si 0,51 g/L (V3 si V4) — 0,59 g/L (V1) la 11 luni. Concentratiile de acid lactic au
variat in functie de activitatea drojdiei, fiind de obicei format din degradarea acidului
malic. Cele mai mai valori ale acestui compus au fost determinate la probele V1
(0,42 g/L) si V4 (0,40 g/L) dupa 6 luni de pastrare, urménd si inregistreze acumulari
importante pand la 11 luni. Acidul succinic se formeazd la inceputul fermentatiei, in
functie de tulpina de levuri inoculate si variazd in functie de compozitia in azot
(Waterhouse s.a., 2016). In ceea ce priveste probele analizate in prima etapa, cel mai mare
continut de acid succinic a fost identificat la probele V3 si V4 (0,31 g/L), urmate de V2
(0,20 g/L) si V1 (cu 0,18 g/L), in vinul baza gasindu-se valori de 8 - 10 ori mai mari.
Continutul de acid succinic a crescut pe perioada pastrarii In toate variantele. Intr-o prima
etapa concentratia acizilor organici a prezentat variatii minore in raport cu tipul de levuri
inoculate pentru cea de-a doua fermentatie (p > 0,05). Modificari semnificative au fost
obtinute intre cele doud momente de analizd (6 si 11 luni de pastrare). De exemplu, in
cazul acidului malic, analiza post-hoc a evidentiat diferente semnificative (p < 0,05) ntre
mediile probelor V1-V4, V1-V2 si V2 - V3 pentru determinarile efectuate la 6 luni de la
pastrare. In continuare, analizele realizate la 11 luni au aritat diferente semnificative (p <
0,01) intre grupurile V1-V2, V1-V3, V2-V3 si V3-V4.

Profilul de aroma constituie un factor major care determina caracterul si calitatea
vinului spumant, dar si acceptabilitatea si competitivitatea acestuia pe piata.
Complexitatea profilului de aroma pe parcursul fermentatiei creste semnificativ datorita
sintezei de compusi volatili de catre levurile Saccharomyces cerevisiae spp. Acestea
manifestd un rol important In definirea caracteristicilor vinului spumant, inclusiv a
concentratiei alcoolice, a proportiei de dioxid de carbon, a prezentei manoproteinelor si a
precursorilor unor diferiti compusi de aroma. Compusii volatili cuantificati (reprezentati
prin esteri, acizi, alcooli si terpene) au fost separati 1n clasele lor chimice.

Esterii contribuie la caracteristicile senzoriale ale vinurilor, fiind principalii
responsabili pentru notele florale si fructate. Din aceastd categorie, compusi precum
octanoatul de etil, decanoatul de etil, laureatul de etil, miristatul de izopropil, palmitatul de
etil si oleatul de etil au fost identificati in urma analizei prin gaz-cromatografie. Nivelurile
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lor au variat in functie de levurile inoculate. Potrivit lui Mufioz-Redondo s.a (2020), unii
esteri sunt considerati markeri ai celei de-a doua fermentatii. Acetatul de izoamil este de
obicei derivat din metabolismul levurilor in timpul fermentatiei alcoolice. Acest compus
contribuie imprimarea unei arome fructate si confera complexitate vinurilor albe
(Vigentini s.a., 2017). Concentratiile sale au variat de la 11,71 pg/L in proba V2 la
22,78 pg /L n proba V4. Acetatul de 2-fenetil a fost identificat in probele V1 si V3, in
timp ce concentratia cea mai mica a fost inregistrata in cazul variantei V2. Conform lui
Genovese s.a. (2013), decanoatul de etil (cu miros floral) si acetatul de 2-feniletil (aroma
de trandafir) pot prezenta efect sinergic, chiar si la niveluri reduse. Valorile acetatului de
2-feniletil raportate de Torchio s.a. (2012) au fost comparabile cu rezultatele obtinute in
cadrul prezentului experiment (22,33 pg/L pana la 47,72 pg/L). Succinatul de dietil se
formeaza de obicei 1n timpul fermentatiei alcoolice. Esantionul V2 a afisat cel mai inalt
nivel al acestui compus (62,58 pg/L). Potrivit lui Torrens s.a (2008) si Riu-Aumatell s.a.
(2006), succinatul de dietil reprezinta unul dintre esterii specifici perioadei de maturare.
Proportiile acestora pot indica cresteri semnificative in timpul celei de-a doua fermentatii,
ca urmare a contactului cu celulele de drojdie. Acizii pot proveni din strugurii materie
primd dar pot rezulta si In urma reactiilor chimice desfagurate in timpul fermentatiei
alcoolice. Concentratiile mari ale acidului decanoic, coroboratd cu valorile ridicate ale
acidului octanoic determind un efect inhibitor de duratd asupra cresterii si dezvoltarii
levurilor (Riu-Aumatell s.a., 2006; Delfini s.a., 2001). in probele analizate, continutul de
acid octanoic a variat de la 580,64 pg /L in varianta V1, la 258,79 pg /L in proba V2.
Acidul decanoic a atins o concentratie maxima in proba V1 (145,25 pg/L) si o valoare
minimd in proba V2 (11,36 pg/L). Alcoolii reprezinta componente aromatice secundare
derivate din transformarea zaharurilor si aminoacizilor in timpul procesului de
fermentatie, cu o influentd semnificativd asupra profilului senzorial al vinului
(Nascimento s.a., 2018; Caliari s.a., 2015). In ceea ce priveste nivelul de alcooli, alcoolul
izoamilic, 4-octanolul, 1-heptanolul si 2-feniletilul au fost reprezentativi in probele
analizate. Alcoolul izoamilic reprezintda, in general, mai mult de 50 % din compusii
responsabili de nota de fuzel (Ribéreau-Gayon s.a., 2004). Probele experimentale au
prezentat cantitati de la 1019,50 pg/L alcool izoamilic in proba V3, la 485,91 pg/L in
cazul variantei V2. Compusul 1-heptanol a fost identificat in cantitati mari in varianta V2,
asigurand un miros vegetal plicut si note fructate (mere si banane). In toate probele
analizate a fost detectat alcool feniletilic, un compus volatil cu miros placut dulce, floral si
notd de miere. Cantitdti mai mari ale acestui compus au fost identificate in probele V1
(1150,12 pg/L) si V4 (683,46 pg/L).

Terpenele reprezinta metaboliti secundari care provin din struguri. Dintre acestea,
linalolul ofera vinurilor o aroma florala proaspata, condimentatd, cu note de lamaie.
Varianta V1 a prezentat cel mai mare nivel de L-linalool (138,86 pg/L), urmata de V3
(120,43 pg/L, V4 (44,31 pg/L) si V2 (16,65 pg/L). Acest compus este transformat prin
actiunea acizilor in geraniol, nerol si, respectiv, terpineol (Lengyel, 2012). Dintre acestia,
terpineolul contribuie la definirea mirosului fructat si floral. Tn urma analizei prin
cromatografie de gaze, cea mai mare concentratie a fost identificata in V1 (42,79 pg/L),
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urmata de variantele V3 (41,40 pg/L), V2 (28,19 pg/L) si V4 (24,19 pg/L). Acest compus
poate proveni din struguri (in concentratii scdzute) si manifestd o perceptie olfactiva
ridicatd (Lengyel, 2012). Datele au evidentiat un impact semnificativ pozitiv asupra
profilului volatil in urma suplimentarii levurilor. Se remarca faptul ca levurile inoculate in
probele V1 si V3 au manifestat cea mai mare influentd asupra majoritatii compusilor
volatili studiati (p < 0,05). Se respinge astfel ipoteza nulda conform careia levurile nu ar
afecta profilul volatil al vinuurilor spumante. In ceea ce priveste rezultatele testului Tukey
HSD (diferente semnificative sincere) privind diferentele dintre diversele perechi de
probe, rezultate semnificative pot fi observate intre V1 si V3 in cazul 1-heptanolului si
terpineolului. In plus, diferente semnificative statistic intre probele V2 si V4 in ceea ce
priveste acidul butiric, linalolul si terpineolul. In cazul succinatului de dietil si acidului
decanoic, diferenta semnificativd a fost obtinuta intre variantele V3 si V4 (p < 0,05).
Analiza componentelor principale descrie variatiile compozitiei compusilor volatili ai
vinurilor spumante produse sub influenta unor diferite tulpini de levuri comerciale. Primul
factor a descris 59,82 % din variabilitatea datelor si a fost strans corelat cu majoritatea
compusilor volatili identificati (octanoatul si decanoatul de etil, acetatul de 2-fenetil,
lauratul de etil, acidul hexanoic, octanoic, decanoic si 9-decenoic, alcoolul izoamilic, 4-
octanolul, alcoolul feniletilic, linalolul L si a-terpineolul). Prin urmare, aceste componente
prezinta corelatie inaltd cu majoritatea compusilor volatili identificati in probele analizate.
Primele doud componente principale au reprezentat aproximativ 85 % din variabilitatea
totala a datelor. Prima componentd principala care a explicat cea mai mare parte a
variabilitatii totale a datelor (59,82 %) a fost corelatd cu acetatul de izoamil, etilul
decanoatul, lauratul de etil, alcoolul izoamil si linaolul (au prezentat in toate cazurile
incarcari factoriale mai mari de 0,90). Pentru a doua componenta principala, succinatul de
dietil si miristatul de izopropil au prezentat valori ridicate si pozitive. Reprezentirile
grafice specifice analizei in componente principale arata o corelatie pozitiva a compusului
1-heptanol cu acidul butiric (r aproape de +1), dar o corelatie negativd cu miristatul de
izopropil (r aproape de —1). In plus, linalolul si decanoatul de etil sunt corelate pozitiv, in
timp ce linalolul si acidul butiric prezintd o corelatie negativa. De asemenea, sunt corelate
pozitiv octanoatul de etil, decanoatul de etil si alcoolul izoamil, cele mai raspandite
substante volatile din probele analizate. Pe de altad parte, acestea sunt corelate negativ cu
acidul butiric si 1-heptanolul. Variabilele raportate la factorul 1 permit diferentierea
probelor dupa fractia volatili. Intrucat unul dintre scopurile experimentului a fost
evaluarea influentei drojdiilor inoculate asupra fractiei volatile a vinurilor spumante
experimentale, datele confirmd ca diferite preparate pot genera diferite concentratii ale
compusilor volatili.

Din punct de vedere senzorial, vinurile spumante analizate se definesc prin note
intens fructate (banane, mere) si florale (flori de soc), asociate cu niveluri ridicate ale
esterilor (de exemplu, octanoatul de etil si decanoatul de etil). Din punct de vedere a
concentratiei 1n care se gasesc, compusii precum acetatul de izoamil, palmitatul de etil, 4-
octanolul sau 1-heptanolul nu au ardtat o contributie semnificativa asupra profilului
senzorial evidentiat. Conform analizei senzoriale, toate vinurile spumante obtinute au fost

28



caracterizate ca fiind echilibrate din punct de vedere gustativ, cu persistentd crescuta,
aciditate ridicatd (care a imprimat prospetime) si textura buna (in special proba V4).
Varianta V1 a fost remarcatd pentru notele florale (flori de soc), in timp ce caracterul
fructat a fost predominant in V2 (in special banane verzi). Probele s-au diferentiat si din
punct de vedere a efervescentei. Capacitatea vinurilor spumante de a produce spuma, cat
si gradul de efervescenta a acestora depinde de compozitia sa si de tehnologia de obtinere
aplicatd. Proba V1 a primit cea mai mare notd pentru acest descriptor, pe cand V4 a
prezentat cea mai redusad efervescentd. Intensitatea gustului dulce este mai mica cu cat
gradul de efervescentd a fost perceput mai ridicat. In ceea ce priveste corelatia dintre
compusii volatili si perceptia senzoriald, notele fructate (mere, banane verzi, piersici) ale
probelor experimentale pot fi explicate prin prezenta in cantitati mari a octanoatului de
etil, decanoatului de etil sau a succinatului de dietil. Mirosul floral se datoreazi in
principal concentratiilor mari de alcool feniletilic. Probele analizate au fost percepute ca
fiind echilibrate din punct de vedere gustativ. S-a remarcat o influentda semnificativa a
levurilor asupra profilului senzorial final, proba martor prezentand cele mai mici note
pentru majoritatea descriptorilor urmariti. Varianta V4 s-a evidentiat prin aciditate si
efervescenta ridicatd, o buna textura (cea mai mare notd) si persistentd crescutd. Proba
notatd cu V2 a fost apreciatd pentru note intens fructate (mere, pepene galben), pe cand
varianta V3 s-a remarcat prin caracterul vegetal, de drojdie, dar si mere.

Rezultatele au ardtat o influentd minora a levurilor asupra proprietitilor fizico-
chimice ale vinurilor spumante insd un impact esential asupra continutului in compusi
volatili si a caracteristicilor senzoriale ale acestora. De asemenea, profilul acizilor organici
si a metalelor a fost influentat in mare masura de tipul levurilor inoculate. Datele
prezentate contribuie la completarea, imbunatatirea si imbogdatirea literaturii de
specialitate in domeniul temei abordate, cat si la optimizarea tehnologiilor de vinificatie
existente.
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ABSTRACT

Sparkling wines are characterized by high concentrations of carbon dioxide, being
considered special wines. In accordance with the traditional method of obtaining sparkling
wines, they are subjected to a double fermentation process, thus after the first alcoholic
fermentation and following the addition of the tiraje liqueur, the wines are subjected to
the second fermentation (Coehlo et al., 2009). There are many factors involved in the
chemical composition of sparkling wines, such as variety, cultivation technology, quality
of the base wine, type of inoculated yeasts for secondary fermentation, etc. However, the
second fermentation and the aging stage on yeast sediment are key factors on the final
quality of sparkling wines (Pozo-Baydn et al., 2009). Correlated with the new generation's
desire for different organoleptic sensations, the doctoral thesis entitled ,, Studies on the
influence of different yeast strains on the quality of sparkling wines produced by
traditional method” aims to study the influence of yeasts (Saccharomyces spp.) (used in
the second fermentation) on the quality of white sparkling wines. The present research
focuses on the evaluation of some chemical constituents (organic acids, metals, volatile
compounds), but also on the evaluation of the sensory profile of the obtained sparkling
wines. To fulfil the general purpose, the experimental protocol assumed the establishment
of the following specific objectives: studying the specialized literature and selecting a
relevant database; establishing the experimental protocol and activities; realization of
experimental variants; analysis of the general physicochemical properties of the obtained
samples; evaluating the level of metals in sparkling wines; analysing the content of
organic acids; determining of the main volatile compounds in the final samples; studying
the sensory characteristics of the analysed variants; statistical interpretation of the data and
their comparison with the results from the specialized literature.

For obtaining the experimental sparkling wines, Muscat Ottonel grapes, cultivated
in the lasi-Copou Vineyard were used. The experimental samples and laboratory analyses
were carried out in the experimental winery and the Oenology Laboratory of the Faculty
of Horticulture, "lon lonescu de a Brad" lasi University of Life Sciences. Thus, five
experimental variants were made. The grapes were manually harvested at full maturity in
the autumn of 2015. In order to carry out the alcoholic fermentation, various yeasts
belonging to the Saccharomyces species were inoculated. The fermentation process took
place under temperature-controlled conditions (20 °C). The fermentation process took
place under temperature-controlled conditions (20 °C). After the completion of the
primary fermentation, the initially wine (V0) showed an alcoholic strength of 12.5% alc
vol. To reduce this level and obtain a predetermined alcoholic concentration (10.5% vol.),
reverse osmosis was applied (resulting in VO0'). Secondary fermentation took place in
bottles, being inoculated with different commercial yeasts, as follows: IOC FIZZ™ - V1,
I0C DIVINE™ - V2; LEVULIA CRISTAL™ - V3; IOC 18-2007™ - V4, The results of
the physicochemical analyses of the analysed sparkling wines fall within the limits
allowed by the norms of the International Organization of Vine and Wine (OIV, 2020).
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Given that the same base wine was used to obtain them, the possible differences are
attributed to the inoculation of different types of yeasts in order to carry out the secondary
fermentation. Minor changes were observed in the main physicochemical parameters
analyzed at 11 months after the production of the samples, compared to the results
recorded at 6 months. Depending on the level of residual sugars, the experimental samples
can be classified as brut sparkling wines. The alcoholic concentration of the analysed
sparkling wines varied from 11.3 % vol (V2 and V4) to 11.6 % volume (V1 and V3).
Parameters such as density, total acidity, residual sugars and non-reducing extract have
dependent values with important differences between samples. Analysis of variance
indicated significant differences between the physicochemical characteristics of the
control sample and those containing yeasts (p < 0.001 for most parameters). The values
were also influenced by the type of inoculated yeasts (p < 0.001 for most pairs of media, p
< 0.05 for volatile acidity in both periods of analysis, non-significant differences for
density). The Tukey HSD post-hoc test highlights the pairs of variants that significantly
differed for each individual physicochemical indicator. Thus, in the case of density, the
differences concerned the control sample (VO) compared to the variants V1, V2, V3 and
V4, which contained yeasts. Also, a minor influence on the physicochemical quality is
observed in the samples in which yeasts were inoculated.

The metal ion profile of sparkling wines plays an important role in modulating their
sensory attributes. The metal composition of wine during fermentation, maturation and
storage is not stable. The amount of potassium and calcium increases during storage (from
6 to 11 months), while the level of magnesium and sodium ions decreases considerably
during the storage period. During fermentation, yeasts consume significant amounts of
metal ions such as calcium, cooper, iron, potassium and magnesium (Cotea, 2009). Also,
following the sedimentation and yeast removal processes, important amounts of the
analysed metal ions are removed. However, higher concentrations of some compounds
were identified in the samples in which yeasts were inoculated for the second
fermentation. In addition, comparing the concentrations of iron, cooper, nickel and
manganese in samples VV1-V4, an upward dynamic is observed during the storage-ripening
period. This phenomenon could suggest the susceptibility of the wine samples to the
occurrence of turbidity or sedimentation, as well as the deterioration of the sensory
quality, correlated with the catalytic and oxidative action of the studied cations (especially
iron and cooper). According to Galani-Nikolakaki et al. (2002), the main source of iron
contamination is soil, as well as utensils and machinery used during production and
processing. The analysis of variance reveals a significant influence of the metal content
according to the type of inoculated yeasts. Also, the post-hoc test indicates the pairs of
means between which there are significant differences (generally, p < 0.01, at least two
means being significantly different at the 99 % significance level, regardless of the
analysing moment).

The organic acids in the wine come mainly from the raw material, from the
administered treatments or they can result from the metabolic processes of the
microorganisms. An optimal level of organic acids ensures the balanced, fresh and
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refreshing character of the wines, while high levels will impress intensely sour taste. The
results highlight a higher content in the analysed organic acids in the case of the base
wine, compared to the sparkling wines. Both malic acid and tartaric acid represent
approximately 90 % of the total organic acids in wine (Robles et al., 2019). The analysed
samples showed values between 6.33 g/L (V1) and 6.46 g/L (V2) malic acid after 6
months of storage and between 5.61 g/L (V3’) and 6, 63 g/L. (V2’) after 12 months. An
increasing trend of malic acid concentration was noted between 6 and 12 months of
storage of most varieties, except for sample V3, where the content of this acid registered
important decreases over time. After malic acid, the most abundant acid was tartaric acid,
with an average concentration ranging from 0.99 to 5.97 g/L. Tartaric acid values remain
almost constant between the two moments of analysis (6 months and 11 months),
registering a slight decrease in the case of the V3 variant and an increase in the case of the
V4 variant. Along with the first two acids presented, citric acid contributes significantly to
defining the colour and stability of sparkling wines. A higher amount of citric acid allows
the detection of counterfeiting (Ivanova-Petropulos et al., 2020). Values ranged from
0.58 g/L (V1 and V3) — 0.61 g/L (V4) at 6 months and 0.51 g/L (V3 and V4) — 0.59 g/L
(V1) at 11 months. Lactic acid concentrations varied with yeast activity, usually being
formed from the breakdown of malic acid. The highest values of this compound were
determined in samples V1 (0.42 g/L) and V4 (0.40 g/L) after 6 months of storage, going
on to register important accumulations up to 12 months. Succinic acid is formed early in
fermentation depending on the inoculated yeast strain and varies with nitrogen
composition (Waterhouse et al., 2016). Regarding the samples analysed in the first stage,
the highest succinic acid content was identified in V3 and V4 samples (0.31 g/L),
followed by V2 (0.20 g/L) and V1 (with 0.18 g/L), in the base wine finding values 8 - 10
times higher. The succinic acid content increased during storage in all variants. In a first
stage, the concentration of organic acids showed minor variations in relation to the type of
yeasts inoculated for the second fermentation (p > 0.05). Significant changes were
obtained between the two analysis points (6 and 11 months of storage). For example, in
the case of malic acid, post-hoc analysis revealed significant differences (p < 0.05)
between sample means V1-V2, V1-V4, and V2-V3 for determinations made 6 months
after storage. Further, analyzes at 12 months showed significant differences (p < 0.01)
between the V1-V2, V1-V3, V2-V3 and V3-V4 groups.

The aroma profile is a major factor that determines the character and quality of the
sparkling wine, but also its acceptability and competitiveness in the market. Complexity of
the aroma profile during fermentation increases significantly due to the synthesis of
volatile compounds by Saccharomyces cerevisiae yeasts. Yeasts play an important role in
defining the characteristics of sparkling wine, including alcohol concentration, carbon
dioxide overpressure, the presence of mannoproteins and precursors to various aroma
compounds. Quantified volatile compounds (represented by esters, acids, alcohols and
terpenes) were separated into their chemical classes. Esters contribute to the sensory
characteristics of wines, being mainly responsible for floral and fruity notes. Of these,
compounds such as ethyl octanoate, ethyl decanoate, ethyl laureate, isopropyl myristate,
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ethyl palmitate and ethyl oleate were identified by gas chromatography analysis.
According to Mufoz-Redondo et al. (2020), several esters are considered markers of the
second fermentation. Isoamyl acetate is usually derived from yeast metabolism during
alcoholic fermentation. This compound contributes to the fruity aroma and gives
complexity to white wines (Vigentini et al., 2017). Its concentrations ranged from 11.71
Mg/L in V2 sample to 22.78 pg/L in V4 sample. 2-Phenethyl acetate is generally produced
by phenolic precursor yeasts during the ripening stage and is characterized by sweet notes
of honey and flowers. The highest level of this compound was identified in samples V1
and V3, while the lowest concentration was recorded in the case of variant V2. According
to Genovese et al. (2013), ethyl decanoate (floral odor) and 2-phenylethyl acetate (rose
aroma) may exhibit synergistic effect, even at low levels. The values of 2-phenylethyl
acetate reported by Torchio et al. (2012) were comparable to the results obtained in the
present experiment (22.33 to 47.72 pg/L). Diethyl succinate is usually formed during
alcoholic fermentation. Sample V2 displayed the highest level of this compound
(62.58 ug/L). According to Torrens et al. (2008) and Riu-Aumatell et al. (2006), diethyl
succinate represents one of the esters specific to the maturation period. Their proportions
can indicate significant increases during the second fermentation, as a result of contact
with yeast cells. Acids can come from the raw material grapes, but they can also result
from chemical reactions carried out during alcoholic fermentation. The high
concentrations of decanoic acid, in conjunction with the high values of octanoic acid,
determine a lasting inhibitory effect on the growth and development of yeasts (Riu-
Aumatell et al., 2006; Delfini et al., 2001). In the analysed samples, the content of
octanoic acid varied from 580.64 pg/L in the V1 variant to 258.79 pg/L in the V2 sample.
Decanoic acid reached a maximum concentration in V1 sample (145.25 pg/L) and a
minimum value in sample V2 (11.36 pg/L). Alcohols represent secondary aromatic
components derived from the transformation of sugars and amino acids during the
fermentation process, with a significant influence on the sensory profile of the wine
(Nascimento et al., 2018; Caliari et al., 2015). Regarding the level of alcohols, isoamyl
alcohol, 4-octanol, 1-heptanol and 2-phenylethyl were representative in the analysed
samples. Isoamyl alcohol generally represents more than 50 % of the alcohols responsible
for the fusel note (Ribéreau-Gayon et al., 2004). The experimental samples presented
amounts from 1019.50 pg/L of isoamyl alcohol in the V3 sample, to 485.91 ug/L in the
case of the V2 variant. 1-heptanol was identified in large quantities in the V2 variant,
providing a pleasant vegetal odour and fruity notes (apples and bananas). Phenylethyl
alcohol, a volatile compound with a pleasant sweet, floral and honey-like odour, was
detected in all analysed samples. Higher amounts of this compound were identified in
samples V1 (1150.12 pg/L) and V4 (683.46 pg/L).

Terpenes are secondary metabolites that come from grapes. Of these, L-linalool
gives a fresh, spicy, floral aroma in wines, with hints of lemon. V1 presented the highest
level of L-linalool (138.86 pg/L), followed by V3 (120.43 pg/L, V4 (44.31 pg/L) and V2
(16.65 pg/L). This compound is transformed by the action of acids into geraniol, nerol and
terpineol, respectively (Lengyel, 2012). Of these, terpineol contributes to the definition of
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the fruity (melon) and floral (lilac) odour. The compound consists of monoterpene-
glycosides in an acidic environment (Strauss, 1986). Following analysis by gas
chromatography, the highest concentration was identified in V1 (42.79 pg/L), followed by
variants V3 (41.40 pg/L), V2 (28.19 ug/L) and V4 (24.19 pg/L). This compound may
originate from grapes (in low concentrations) and exhibits high olfactory perception
(Lengyel, 2012). The data revealed a significant positive impact on the volatile profile
following yeast supplementation. It is noted that the yeasts inoculated in samples V1 and
V3 showed the greatest influence on most of the studied volatile compounds (p < 0.05).
The null hypothesis that yeasts would not affect the volatile profile of sparkling wines is
thus rejected. Regarding the results of the Tukey HSD (honest significant differences) test
for differences between the various pairs of samples, significant results can be observed
between V1 and V3 in the case of 1-heptanol and terpineol. Significant differences
between V2 and V4 samples were obtained, regarding butyric acid, linalool and terpineol.
In the case of diethyl succinate and decanoic acid, significant difference was obtained
between variants V3 and V4 (p < 0.05). The principal component analysis describes the
variations in the composition of volatile compounds of sparkling wines produced under
the influence of different strains of commercial yeasts. The first factor described 59.82 %
of the data variability and was closely correlated with most of the volatile compounds
identified (ethyl octanoate and decanoate, 2-phenethyl acetate, ethyl laurate, hexanoic,
octanoic, decanoic and 9-decenoic acid, alcohol isoamyl, 4-octanol, phenylethyl alcohol,
linalool L and a-terpineol). Therefore, these components show high correlation with most
of the volatile compounds identified in the analyzed samples. The first two principal
components accounted for approximately 85% of the total variability in the data. The first
principal component that explained most of the total variability in the data (59.82 %) was
highly correlated with isoamyl acetate, ethyl decanoate, ethyl laurate, isoamyl alcohol and
linaol (in all cases showed higher factor loadings greater than 0.90). For the second main
component, diethyl succinate and isopropyl myristate showed high and positive values.
The principal component analysis plots show a positive correlation of 1-heptanol with
butyric acid (r close to +1) but a negative correlation with isopropyl myristate (r close to
—1). In addition, linalool and ethyl decanoate are positively correlated, while linalool and
butyric acid show a negative correlation. Ethyl octanoate, ethyl decanoate and isoamyl
alcohol, the most widespread volatile substances in the analyzed samples, are also
positively correlated. On the other hand, they are negatively correlated with butyric acid
and 1-heptanol (positioned in the opposite direction). The variables related to the factor 1
allow the differentiation of the samples according to the volatile fraction. Since one of the
aims of the experiment was to evaluate the influence of the inoculated yeasts on the
volatile fraction of the experimental sparkling wines, the data confirm that different
preparations can generate different concentrations of volatile compounds.

From a sensory point of view, the analysed sparkling wines are defined by intensely
fruity (bananas, apples) and floral (elder flowers) notes, associated with high levels of
esters (e.g. ethyl octanoate and ethyl decanoate). From the point of view of the
concentration in which they are found, compounds such as isoamyl acetate, ethyl
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palmitate, 4-octanol or 1-heptanol did not show a significant contribution to the
highlighted sensory profile. According to the sensory analysis, all the sparkling wines
obtained were characterized as balanced from a taste point of view, with increased
persistence, high acidity (which impressed freshness) and good texture (especially sample
V4). The V1 variant was noted for its floral notes (elder flowers), while the fruity
character was predominant in the V2 (especially green bananas). The samples also
differed in terms of effervescence. The ability of sparkling wines to produce foam, as well
as their degree of effervescence, depends on its composition and the applied production
technology. Sample V1 received the highest score for this descriptor, while V4 presented
the lowest effervescence. The intensity of the sweet taste is lower the higher the degree of
effervescence was perceived. Regarding the correlation between volatile compounds and
sensory perception, the fruity notes (apples, green bananas, peaches) of the experimental
samples can be explained by the presence of large amounts of ethyl octanoate, ethyl
decanoate or diethyl succinate. The floral smell is mainly due to high concentrations of
phenylethyl alcohol. The samples were perceived to be balanced from a taste point of
view. A significant influence of the yeasts on the final sensory profile was noted, with the
control sample showing the lowest scores for most of the descriptors followed. V4 variant
stood out with high acidity and effervescence, good texture (highest note) and increased
persistence. The sample rated V2 was appreciated for intensely fruity notes (apples,
melon), while the V3 variant stood out for its vegetal, yeasty, but also apple character.

The results showed a minor influence of yeasts on the physicochemical properties
of sparkling wines, but an essential impact on the content of volatile compounds and their
sensory characteristics. Also, the profile of organic acids and metals was greatly
influenced by the type of inoculated yeasts. The data contribute to the completion,
improvement and enrichment of the specialized literature in the field of the topic
addressed, as well as to the optimization of existing winemaking technologies.
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PARTEA I: STADIUL ACTUAL AL CERCETARII PRIVIND
INFLUENTA DIFERITELOR SUSE DE LEVURI ASUPRA
CALITATII VINURILOR SPUMANTE

PART I: THE CURRENT STATE OF RESEARCH ON THE
INFLUENCE OF DIFFERENT YEASTS ON THE QUALITY OF
SPARKLING WINES



1. NOTIUNI DE BAZA iN PRODUCEREA VINURILOR SPUMANTE

1. BASIC NOTIONS IN THE PRODUCTION OF SPARKLING
WINES

1.1. Definirea si clasificarea vinurilor efervescente

Vinurile efervescente se caracterizeaza prin concentratii ridicate de dioxid de
carbon, fiind considerate vinuri speciale. Clasificarea acestor bauturi se face in functie de
tipul si natura gazului carbonic, dar si de nivelul presiunii din butelie.

Astfel, in raport cu natura si provenienta gazului carbonic, se cunosc urmatoarele
categorii:

- de origine endogend: Vinuri spumante si vinuri petiante;

- de origine exogend (total sau partial exogenad): vinuri spumoase si perlante;

in functie de presiunea din interiorul buteliei, cu intalnesc:

- vinuri cu presiune relativa ridicatd (minimum 3 bari): vinuri spumante si
Spumoase;

- cu presiune relative joasa (cu valori intre 1 si 2,5 bari): vinuri petiante si
perlante.

Dintre acestea, vinul spumant se obtine prin fermentatia secundara a unui vin-baza,
dioxidul de carbon fiind numai de origine endogena. In general, este comercializat cu o
suprapresiune de peste 3 bari, la 20 °C.

in comparatie cu vinurile spumante, cele petiante prezinti de reguli o suprapresiune
de 1 —2,5 bari la 20 °C si o concentratie alcoolica de minimum 6 % vol.

Vinurile spumoase prezintd 0 suprapresiune de peste 3 bari la 20 °C, insa dioxidul
de carbon este de origine exogend sau partial exogena. Acestea se caracterizeaza printr-0
concentratie alcoolica de minimum 9 % vol. (Cotea, 2005).

1.2. Etapele obtinerii vinurilor spumante
1.2.1. Soiuri utilizate la obtinerea vinurilor spumante

Soiurile de struguri folosite la fabricarea vinurilor albe spumante pot fi ori albe, ori
rosii. Cand se folosesc soiuri rosii, acestea sunt vinificate ca vin alb, generand vinuri
cunoscute sub numele de blanc de noir. Evident, selectia soiului trebuie facuta tinand cont
de conditiile pedo-climatice ale regiunii, de productivitatea vitei de vie si de caracterul
distinctiv dorit al unui vin.

Vinurile spumante existente folosesc in principal urmétoarele soiuri: Champagne -
Chardonnay, Pinot noir si Pinot meunier; Cava - Macabeo, Xarel lo, Parellada si
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Chardonnay; Talento - Chardonnay, Pinot nero si Pinot bianco; Asti - Muscato bianco;
Lambrusco - Lambrusco bianco si Lambrusco nero; Pinotage - o incrucisare intre Pinot
noir si Cinsault; Sekt - Riesling, Silvaner, Pinot blanc, Pinot noir si Pinot gris. Diferitele
clone pot influenta si calitatea vinurilor spumante. De exemplu, clona Chardonnay,
VCRI10, este recomandatd pentru productia de vin-baza pentru Cava. Oferda o aciditate
ridicata, potrivita in special pentru productia de vinuri spumante. De la criza filoxerei
(sfarsitul secolului al XIX-lea si inceputul secolului al XX-lea), noi portaltoi au aparut
dintr-o incrucisare de tulpini franceze si americane. Au fost selectati pentru adaptarea la
conditiile de sol si soiurile europene. De exemplu, 41B este adaptat solurilor cretacice si
continua sa fie cel mai frecvent utilizat in Champagne. SO4 este adaptat solurilor moderat
calcaroase, iar 3309C este tulpina de alegere pentru solurile slab calcaroase (Gougeon s.a.,
2002; Gougeon s.a., 2003a; Gougeon s.a., 2003b).

1.2.2. Procesarea strugurilor

Pentru a obtine musturi de inaltd calitate se impune necesitatea unor conditii
adecvate de recoltare si prelucrare a strugurilor. Procesul de recoltare este extrem de
important cand vine vorba de calitate. Se impune astfel recoltarea manuald a strugurilor si
colectarea 1n galeti sau lazi de mici dimensiuni pentru a se evita zdrobirea boabelor.
Fructele sunt transportate imediat Tn vederea procesarii rapide a acestora, evitindu-se
astfel instalarea unor procese fermentative. De asemenea, se are in vedere sortarea
ciorchinilor afectati de putregaiul cenusiu (Botrytis cinerea spp.) care pot afecta
capacitatea de spumare.

Figure 1.1: Manual grape harvesting and conditioning
(www.bellwine.com)

Astfel, strugurii sunt imediat presati usor, fara a fi zdrobiti anterior, cu presiuni
cuprinse intre 1,5 si 2 bari (pentru a se evita oxidarea). Tn continuare, are loc macerarea
(pentru extractia compusilor de aroma si culoare) iar procesul continud cu extractia si
sulfitarea mustului (pentru a evita declansarea fermentatiilor spontane), in doze de la 3
g/hL pana la 8 g/hL (in functie de fractia de presare si de starea de sanatate a recoltei). Se
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are Tn vedere limpezirea cu enzime pectolitice si inocularea culturilor starter de
Saccharomyces cerevisiae. Musturile care prezinta valori ale turbiditatii de 200 NTU pana
la 400 NTU sunt limpezite prin centrifugare sau decantare statica, se eliminara burba (18 -
24 ore la temperaturi cuprinse Intre 6 °C si 15 °C) si se administreazad agenti de finisare
(bentonitd sau cazeind). In timpul depunerii statice, unele proteine din must, pectina
impreuna cu cationii minerali si substantele fenolice sunt indepartate (Gougeon s.a., 2002;
Gougeon s.a., 2003a; Gougeon s.a., 2003b).

Mustul este supus in continuare procesului de fermentare in vederea obtinerii unui
vin-baza, cu continut redus de alcool (DiGianvito s.a., 2019; Garofalo s.a., 2016;
Perpetuini s.a., 2016; Capozzi s.a., 2022).

1.2.3. Fermentatia primara — obtinerea vinului baza

Tehnologia de obtinere a vinurilor spumante implica realizarea mai intéi a unui vin
baza, dupa care se initiazd cea doua fermentatie in butelie (Prise de mousse). Odata cu
limpezirea musturilor, fermentatia alcoolica are loc dupa inoculare (aproximativ 10-15
g/hL) cu tulpini selectionate de Saccharomyces cerevisiae cv bayanus.

Din punct de vedere biochimic, fermentatia alcoolica constd in transformarea
anaeroba a zaharurilor (in principal a glucozei si fructozei) sub actiunea levurilor, Tn
alcool etilic, dioxid de carbon si alti produsi secundari. Cu toate acestea, mustul de
struguri este un substrat nesteril care contine mai multe tipuri de drojdii si bacterii care pot
creste si, In consecintd, pot afecta compozitia si calitatea finald a vinului. Prezenta
diferitelor levuri in must depinde de mai multi factori, cum ar fi soiul de struguri utilizat,
gradul de maturare al fructelor, administrarea tratamentelor cu pesticide, gradul de
dezvoltare a ciupercilor, conditiile climatice, dar si practicile viticole aplicate (Gonzalez-
Royo s.a., 2014).

Fermentatia alcoolica are loc de obicei Tn rezervoare din otel inoxidabil, la
temperaturi cuprinse intre 15 °C si 20 °C (procesul fermentativ se desfasoara uneori la
temperaturi mai scazute de 13 °C). Pentru uniformizarea si deschiderea culorii vinurilor se
poate folosi carbune, insd acesta afecteaza capacitatea de spumare si proprietatile
senzoriale ale produsului final (Palacios, Vasserot si Maujean, 1997; Vasserot, Steinmets
si Jeandet, 2003).

Odata cu inaintarea fermentatiei alcooolice primare, se formeaza cantitati ridicate
de alcooli. Influenta etanolului asupra drojdiei a fost studiat pe larg de diferiti autori
(Aguilera s.a., 2006; Bauer si Pretorius, 2000). In general, toleranta la etanol este asociati
cu un grad mai mare de nesaturare a membranei, in prezenta oxigenului fiind sintetizati
acizi grasi nesaturati si steroli (Arneborg s.a., 1995; Borrull s.a., 2015; Valero s.a. ., 2001).

Dupa alte tratamente chimico-fizice de limpezire, decantare si filtrare a vinului-
baza, urmeaza imbutelierea acestuia. Vinurile-baza pentru spumante vor avea in general o
concentratie alcoolicd cu 10 % — 11 % vol. alc., proportii reduse de zaharuri remanente si
aciditate volatild mica. De cealaltd parte, nivelul acizilor organici va fi ridicat, prezentand
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astfel aciditate totald crescutd (intre 12 g/L si 18 g/L acid tartric) (Cebollero si Gonzalez,
2006). Nivelul aciditatii vinului-baza constituie un factor cheie asupra calitatii vinului
spumant, inregistrandu-se diminuari ale valorii acesteia in timpul procesului de productie
(degradarea de catre levuri si bacterii lactice, precipitarea bitartratului de potasiu)
(Ribéreau-Gayon s.a., 2004).

1.2.4. Fermentatia malolactica

Fermentarea malolactica a vinurilor-baza este utilizatd pe scara larga la producerea
vinurilor spumante, conducand la o crestere a aciditatii volatile. Conversia acidul malic -
dicarboxilic, in acid lactic - monocarboxilic, si dioxid de carbon de catre bacteriile
acidului lactic scade aciditatea vinului si creste pH-ul acestuia. Aceasta fermentatie este
importantd in vinurile sunt produse din struguri cultivati in climate racoroase, care au
adesea un continut ridicat de acizi organici (acid tartric si malic) si pH scizut. in plus,
fermentatia malolactica asigura stabilitate din punct de vedere microbiologic. In timpul
acestui proces fermentativ se formeaza diacetil si lactat de etil, care imprima note de unt.

Fermentatia malolactica ar trebui sa aiba loc Tnainte de imbuteliere pentru a preveni
aparitia ulterioara a bacteriilor responsabile de producerea unor depuneri nedorite.
Fermentatia malolacticd se realizeaza prin inocularea bacteriilor lactice (Oenococcus
oeni). Unii producdtori nu practica acest tip de fermentatie si prefera sa pastreze
prospetimea si notele fructate ale vinului, motiv pentru care adminstreaza cantitati mai
mari de SO, (8 g/hL pana la 10 g/hL) (Marchal s.a., 2002a; Marchal s.a., 2002b).
Dificultatile de a inducefermentatia malolactici sunt de obicei atribuite efectelor
inhibitoare cumulative ale pH-ului scazut, continutului ridicat de alcool si de SO, al
vinurilor. Cu toate acestea, aceste dificultati ar putea avea ca origine si deficienta sau
dezechilibrul vinurilor spumante in unele substante nutritive (aminoacizi liberi) (Tracey si
Britz, 1989; Jeandet s.a., 2021).

1.2.5. Limpezirea si stabilizarea vinului-baza

Dupa finalizarea fermentatiei malolactice, vinurile sunt supuse unor tratamente de
limpezire (decantare statica si sedimentare sau centrifugare, limpezire prin administrarea
de bentonitd, gelatina, tanin sau silicagel, carbune etc.) (Marchal s.a., 2000; Jeandet s.a.,
2021).

Limpezirea spontand se face prin mentinerea vinului in vasele de fermentare o
perioada indelungata, decantarea si sedimentarea depozitului de drojdie, urmatd de
separarea vinului de acesta. Limpezirea prin sedimentare poate fi facilitatd prin
centrifugare. Utilizarea centrifugarii poate inlocui operatia de filtrare cu pléci de finisare
sau cu diatomit.
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Limpezirea vinului-baza prin administrarea tratamentelor de cleire se refera la
administrarea unor produse precum cleiuri proteice (gelatind, cazeinda) si tanin. De
asemenea, administrarea bentonitei se face in vederea prevenirii casdrii proteice si
cuproase, 1nsd aceasta poate influenta negativ capacitatea de formare a spumei.

Pe langa cele mentionate, limpezirea mai poate fi accelerata si prin administrarea de
poliacrilamide, alginati, ferocianura de potasiu (pentru vinurile cu exces de fier si cupru),
poliamide sintetice (polivinilpirolidona, polivinilpolipirolidona — pentru eliminarea
compusilor susceptibili la oxidare), carbune (pentru imbunatétirea culorii), acid silicic
(inlocuitor de tanin) etc.

Limpezirea vinului prin filtrare este utilizatd adesea ca un proces complementar
cleirii, cat si pentru finisarea vinurilor (Cotea, 2005).

Administrarea de dioxid de sulf asigurd protectie impotriva oxidarilor. Pentru
obtinerea vinurilor spumante, se are in vedere o sulfitare redusd, pentru a inhiba pornirea
in fermentatie.

Stabilizarea fatda de precipitarire tartrice se face frecvent prin refrigerare -
mentinerea buteliilor la o temperatura de -4 °C - sau prin administrarea de agenti inhibitori
ai cristalizarii tartratului acid de potasiu (acidul metatartric sau carboximetilceluloza). De
asemenea, se poate utiliza tratamentul cu schimbatori de ioni si electrodializa. Aceste
tratamente se vor realiza numai dupa realizarea asamblajului (Cotea, 2005).

1.2.6. Asamblajul vinurilor

Practica amestecarii vinurilor din diferite soiuri de struguri, origini diferite si ani
diferiti (vinuri de rezerva) este importanta pentru mentinerea calitatii vinurilor spumante.
Vinurile de rezerva se pastreaza doi-trei ani, (uneori pe drojdie) in rezervoare la
12 °C - 13 °C si ferite de oxigen; vinurile de rezerva pot fi pastrate si pentru o perioada
mai lungd de timp (pana la zece ani) (Jeandet s.a., 2021). Scopul etapei de asamblare
vizeaza obtinerea unui vin-baza cu proprietiti fizico-chimice bine definite si caracteristici
senzoriale echilibrate. Aprecierea calitatii amestecului realizat se face in principal prin
evaluare senzoriala (Cotea, 2005).

1.2.7. Fermentarea secundara si maturarea in butelii

Fermentarea secundara in butelie (prize de mousse) poate avea loc prin adaugarea
de lichior de tirage, fiind reprezentat de un amestec de zaharoza (18-25 g/L in functie de
concentratia de CO, doritd) si levuri, fosfati de diamoniu si adjuvanti (bentonita, alginat).
Levurile folosite trebuie sa permita fermentarea la temperaturi mai scazute si in prezenta
alcoolului format in fermentatia primara. Vinul de baza utilizat la refermentare trebuie sa
aiba caracteristici specifice, cum ar fi culoare deschisa, aroma fructata, zaharuri reziduale
scazute, continut moderat de alcool (10-11 % vol. alc.), aciditate volatila scazuta (acid
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acetic) si continut redus de SO,. (OIV, 2023). Fermentatia secundara se desfasoara lent, In
butelii, timp de 6-8 saptamani daca exista conditii constante de temperatura scazuta
(11 - 12 °C). Intervalul de timp dintre adaugarea amestecului de tiraj si a celui de
expeditie trebuie sa fie de aproximativ 9 luni. Dupa ce fermentatia secundara a fost
finalizata, vinurile spumante vor fi maturate si invehite o perioada pe depozitul de drojdie
format (in functie de sortiment si de prevederile legale ale fiecarei tari). In perioada de
maturare pe drojdii, vinul spumant capata caracteristici organoleptice specifice conferite
de procesul autolitic al drojdiilor, mediat de enzime hidrolitice; acestea din urma
favorizeaza eliberarea de polizaharide, peptide, acizi grasi, proteine si manoproteine in
vinul spumant. Se are in vedere faptul ca oxigenul este capabil sa patrunda in butelie prin
dop, existand si posibilitatea aparitiei unor defecte senzoriale in timpul invechirii.
Expunerea buteliilor la lumina conduce la degradarea metioninei, la formarea compusilor
volatili cu sulf, imprimand astfel mirosuri neplacute de conopida, 1ana umeda (Charpentier
si Feuillat, 1993; Feuillat si Charpentier, 1982; Maujean si Seguin, 1983; Jeandet s.a.,
2021).

Autoliza drojdiei este un proces care se desfisoara foarte lent. Tn general, in timpul
invechirii pe depozitul de drojdie, au loc patru faze principale: (I) in timpul fermentatiei
secundare, nivelul de aminoacizi si proteine este descendent, formandu-se peptide; (I1)
celulele viabile si cele inactivate coexista, peptidele sunt degradate si are loc o eliberare de
aminoacizi si proteine; (III) cAnd nu sunt prezente celule viabile, predomina eliberarea atat
a proteinelor, cat si a peptidelor; (IV) la aproximativ 9 luni de la administrarea
amestecului de tiraj, are loc o scadere a concentratiei de aminoacizi.

Proteazele favorizeaza hidroliza membranelor lizozomale si citoplasmatice,
crescand porozitatea peretelui celular al levurilor, facilitind eliberarea constituentilor
degradati in vin. Rata lentd a activititii enzimatice intarzie procesul autolitic si, 1n
consecinta, vinurile spumante sunt lasate in contact cu drojdia timp de cateva luni sau ani
pentru a beneficia de efecte autolitice pozitive (Gnoinski s.a., 2021). Mai multe studii s-au
concentrat pe accelerarea autolizei drojdiei. Unii autori au sugerat selectia tulpinilor cu un
potential autolitic bun, combinarea tulpinilor pozitive si negative cu factor Kkiller,
administrarea amestecului de tiraj cu drojdie epuizata (Perpetuini s.a., 2016; La Gatta s.a,
2016). O alta optiune ar putea fi combinarea de tulpini cu capacitate autolitica diferita
(Raymond Eder si Rosa, 2021). In acest sens, se poate lua in considerare exploatarea
drojdiilor non-Saccharomyces in combinatie cu tulpini de Saccharomyces (Ivit si Kemp,
2018). Interesul pentru drojdiile non-Saccharomyces in productia de vin spumant a crescut
in ultimii ani, vizdndu-se imbunatatirea complexitatii aromei si diversificarea gamei
sortimentale.
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Figura 1.2. Reprezentarea schematica a elementelor morfologice si modificarile biochimice ale levurii in timpul autolizei in vinul spumant.
Imediat dupa a doua fermentatie alcoolica (a), intre 3 si 6 luni (b) si intre 9 si 12 luni (c)
Figure 1.2. Schematic representation of morphological elements and biochemical changes of yeast during autolysis in sparkling wine.
Immediately after the second alcoholic fermentation (a), between 3 and 6 months (b) and between 9 and 12 months (c)
(dupa Alexandre si Guilloux-Benatier, 2006)
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Exista foarte putine date referitoare la efectul non-Saccharomyces asupra calitatii
vinuri spumante (Canonico s.a., 2018; Ivit s.a., 2018), majoritatea concentrandu-se pe un
numdr limitat de specii non-Saccharomyces, inclusiv: Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima, Schizosaccharomyces pombe si Saccharomycodes ludwigii.
Studiile disponibile s-au concentrat pe analiza continutului de aminoacizi, amoniac,
compusi volatili, glicerol si proteine, care influenteazd aroma si vinul spumant (Ivit si
Kemp, 2018).

Procesul de fermentare este monitorizat prin analizarea continutului de zaharuri
reducatoare si masurarea presiunii cu ajutorul unui afrometru.

1.2.7.1. Selectia levurilor pentru fermentatia secundara

Drojdiile care efectueaza fermentatia secundara trebuie sa Indeplineasca o serie de
caracteristici suplimentare fatd de cele utilizate in prima fermentatie a productiei de vin de
baza. Pe langa faptul ca acestea prezinta rezistenta ridicata la etanol, levurile trebuie sa
aiba o capacitate mare de floculare, pentru a facilita eliminarea lor din butelie. Flocularea
este o caracteristicd distinctivd a levurilor care apare frecvent la Saccharomyces
cerevisiae, nefiind ntalnit la Saccharomyces uvarum. In urma proceselor biochimice
desfasurate sunt eliberati mai multi compusi care influenteazd semnificativ caracteristicile
vinului si 1i afecteaza calitatea senzoriald. Selectia tulpinilor de drojdie este importanta
pentru imbunatatirea calitdtii vinurilor spumante. Avand in vedere cad manoproteinele se
numara printre compusii majori eliberati de drojdii in timpul autolizei, cautarea unor
tulpini care ar putea elibera cantititi mari din acesti compusi este de interes pentru
imbunatatirea calitatii vinului spumant (Alexandre si Guilloux-Benatier, 2006)

1.2.7.2. Factori de influenta asupra autolizei levurilor

Procesul biochimic de autoliza este influentat de nivelul pH-ului, temperatura,
prezenta etanolului, dar si de natura tulpinii de drojdie. Temperaturile ridicate, de pana la
60 °C, au fost raportate ca favorizand autoliza intr-un sistem model de vin. Molnar s.a.
(1981) raporteaza ca temperatura optima pentru proteolizd in metoda Champenoise este
intre 10 °C si 12 °C. Nunez s.a. (2005) au comparat capacitatea autoliticd a diferitor
tulpini si a sugerat ca acest criteriu ar putea fi utilizat pentru selectarea drojdiilor.
Capacitatea autoliticd a fost evaluatd prin masurarea aminoacizilor eliberati de drojdie la
diferite temperaturi la zece zile dupa fermentare. Au fost observate diferente semnificative
in capacitatea autolitica a trei tulpini. Prin urmare, tulpina de drojdie afecteaza cantitatea
de azot eliberata in mediu, care ar putea fi potential utild pentru productia de vin spumant
(Martinez-Rodriguez s.a., 2001a). Martinez-Rodriguez s.a. (2001b) au sugerat ca o tulpina
de drojdie cu capacitate autoliticd bund ar produce vin spumant de calitate mai buna decat
drojdia cu o capacitate autolitica scazuta. De asemenea, capacitatea autolitica impreuna cu
analiza spumei ar trebui sa fie utilizata pentru selectarea drojdiei pentru productia de vin
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spumant. Nunez s.a. (2005) au confirmat recent ca capacitatea autolitica a drojdiei este
importanta pentru calitatea vinului spumant.

1.2.8. Remuajul si degorjarea

Urmatoarea faza de remuaj (agitarea buteliilor) indeparteaza drojdia prin
transportarea lor in bidule si, prin urmare, evitd efectele nocive ale oxigenului si
degradarea biologica. In timpul remuaj-ului, buteliile sunt rotite zilnic in vederea
directiondrii drojdiilor inspre gatul buteliei.

Procesul depinde de tipul levurilor existente, de suprafata variabila, cat si de
caracteristicile de floculare ale levurilor. Adaugarea de agenti de limpezire (bentonitd)
odatda cu amestecul de tiraj urmareste normalizarea sedimentarii. Depozitul de drojdie
concentrat la gatul buteliei va fi indepartat prin procesul de degorjare. Procesul implica
introducerea buteliei intr-o saramura la temperatura scazuta, congelarea gatului buteliei si
indepartarea depozitului de drojdie congelat. Tn timpul acestui proces, o parte din lichid se
pierde, completandu-se astfel cu amestec de expeditie, format din zahar alimentar (intre
6 g/L si 50 g/L zaharozd) si substante cu rol antioxidativ - SO,, acid citric sau acid
ascorbic. In timpul acestei operatiuni scade presiunea din butelie datorita pierderii de
dioxid de carbon. Dozajul nu trebuie sa creasca taria alcoolica a vinului spumant cu mai
mult de 0,5 % vol. alc. (Valade, Panaiotis si Tribault-Sophier, 1993; Vasserot, Pitois si
Jeandet, 2001; Garofalo s.a., 2016; Torresi, Frangipane si Anelli, 2011; Capozzi, 2022).

1.2.9. Dopuirea buteliilor

Dupad administrarea amestecului de expeditie si a completarii buteliilor cu vin
spumant, acestea se inchid cu dopuri de expeditie (confectionate din pluta, materiale
sintetice — polietilend, metalice cu filet). In cazul utilizarii dopurilor din pluti, este

necesara fixarea cu cosulete metalice, care sa le asigure rezistenta la suprapresiune (Cotea,
2005).

1.3. Metode de obtinere a vinurilor spumante

Metoda de obtinere aplicatd constituie unul dintre cei mai importanti factori care
determina stilul si calitatea vinurilor spumante albe si rosé. Piata vinului spumant s-a
extins semnificativ in timp, piata fiind stimulatd de cererea globald crescuta a
consumatorilor. Din cauza valorii sale addugate ridicate, impactul economic al vinului
spumant este foarte important, chiar dacd productia sa este mai micd in comparatie cu cea
a vinurilor linistite (DiGianvito s.a., 2019). Tendintele actuale evidentiaza un interes
ascendent al consumatorilor pentru vinurile spumante, sporind astfel cererea pe piata
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globala. Tipul de levuri inoculate constituie un parametru fundamental pentru optimizarea
tehnologiei de producere a acestora, cat si a imbunatatirii calitatii produsului final.
Conform normelor si reglementarilor prevazute de Organizatia Internationald a Viei si
Vinului (OIV, 2020), vinurile spumante apartin categoriei vinurilor speciale. Vinurile
spumante se deosebesc in special in functia de tehnologia de obtinere, evidentiindu-se
astfel: metoda Champenoise, Cremant (Franta si Luxemburg), metoda transvazarii,
metoda ancestrala (Limoux, Gaillac), Dioise si metoda Charmat (in rezervoare).

Metoda Champenoise presupune obtinerea vinului de bazd prin desavarsirea
procesului de fermentatie alcoolica, urmata de o fermentatie secundard si maturare in
butelii (Figura 1.3). Aceasta metodda presupune eliminarea sedimentelor formate prin
procesele de remuaj si de degorjare (Hardy, 2003). Aceasta metoda ete utilizata in Franta,
la obtinerea bauturii Champagne, la care se utilizeaza soiuri precum: Chardonnay, Pinot
noir si Pinot Meunier, Arbanne, Petit Meslier, Pinot blanc (DiGianvito s.a., 2019).

Metoda transvazirii (transferului izobarometric). In urma fermentirii si
maturarii vinului de baza in butelii, se efectueaza o racire a acestuia, fiind apoi transferat
ntr-o cisterni de presiune, cu ajutorul unor instalatii automate sau semi-automate. In
aceasta etapa, dozarea amestecului de expeditie poate fi facuta direct in rezervor, sau dupa
filtrarea probei. Dupa maturarea pe sedimentul de drojdie, vinul este filtrat si Tmbuteliat

sau doar imbuteliat, daci filtrarea s-a realizat anterior.
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Figura 1.3: Etapele procesului de obtinere a vinurilor spumante prin metoda Champenoise
Figure 1.3: Stages of the process of obtaining sparkling wines by the Champenoise method
(www.goodpairdays.com)

Toate operatiunile sunt efectuate in atmosfera de dioxid de carbon. Aceastd metoda
asigura o dozare mai uniforma a amestecului de expeditie, cat si eliminarea operatiunii de
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remuaj si degorjare. Cu toate acestea, metoda de transfer este costisitoare, presupunand un
consum ridicat de energie si un risc crescut de oxidare a vinului (Bidan, 1998; Cotea,
2005; Hardy, 2003). Etapele producerii vinurilor spumante prin metoda transvazarii sunt
prezentate Tn Figura 1.4.

Administrarea Maturarea pe
licorii de tiraj 5 depozitul de drojdie

g ]
) (8) =

Fermentatia
secundari

vinului baza

Fixarea Administrarea Limpezirea in
dopului licorii de expeditie cisterna si filtrarea

0

Figura 1.4: Obtinerea vinurilor spumante prin metoda transvazarii
Figure 1.4: Obtaining sparkling wines by the transfer method (www.spitbucket.net)

Metoda ancestrala a fost dezvoltatd pentru prima data in podgoriile din Limoux si
Gaillac (Franta), insa este in general greu de controlat (Figura 1.5). Vinul-baza este
obtinut prin procesarea strugurilor intregi (in principal din soiul Mauzac) sau prin
aplicarea tehnologiei clasice de vinificare a vinurilor albe a unui vin incomplet fermentat.
La diferite etape ale procesului de elaborare, este esentiald stoparea fermentatiei de fiecare
datia cand aceasta incepe si se accelereze. In acest fel, refrigerarea (pani la 0 °C),
sulfitarea, epuizarea nutrientilor din drojdie (prin decantare, limpezire, filtrare sau
centrifugare) se repeta de cate ori este necesar pentru a regla sau opri activitatea levuriana.
Vinul este apoi filtrat si pastrat la 0 °C pentru 2-3 luni. In aceasta etapa se desfasoara cea
de-a doua fermentatie (2-3 luni), Tn butelie (la temperaturi riguros controlate), folosind
zaharurile ramase dupd prima fermentatie. Apoi au loc remuajul si degorjarea (fara
administrarea amestecului de expeditic). Aceasta metodd poate include eliminarea
procesului de degorjare si pastrarea unei proportii reduse de sediment la baza buteliei
(Dubois, Flanzy si Sablayrolles, 1998).

Metoda este utilizatd in special in Franta, la obtinerea bauturii Crémants, la care se
folosesc soiuri precum Chenin blanc, Chardonnay, Cabernet Franc, Pineau D’Aunis,
Grolleau, Gamay, Aligote, Melon, Sacy (DiGianvito s.a., 2019).
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Figura 1.5: Metoda ancestralad de obtinere a vinurilor spumante
Figure 1.5: The ancestral method of obtaining sparkling wines
(www.goodpairdays.com)

Pentru metoda Dioise se folosesc aceleasi principii de vinificatie ca si pentru cea
ancestrald, constand Tn elaborarea unui vin semifermentat din soiul Muscat a petits grains,
filtrare si refrigerare la 0 °C, a doua fermentatie desfasurandu-se in butelii din sticla.
Pentru a imbunatati extractia compusilor de aromd, enzimele pectinolitice sunt
administrate la procesarea strugurilor. In acest caz, mustul obtinut se va caracteriza printr-
0 valoare mare a turbitiditatii (intre 1000 si 1500 NTU), fiind necesara limpezirea acestuia
utilizdnd tehnica de flotatie. Cea de-a doua fermentatie este stopatd prin aplicarea
temperaturilor scdzute, urmand ca apoi buteliile sa fie transvazate intr-un rezervor din otel
inoxidabil unde este mentinut la o presiune izobarometrica de CO, pentru a evita pierderea
dioxidului de carbon (similar metodei de transfer). Dupa filtrare, vinul este Tmbuteliat prin
aplicarea principiului izobarometric. Concentratia alcoolicd finala a acestor bauturi este n
general de aproximativ 7,5 % vol., cu 40 - 50 g/L de zaharuri reziduale (Marchal s.a.,
2003). In Figura 1.4 sunt prezentate etapele metodei ancestrale pentru obtinerea vinurilor
spumante.

Metoda Charmat (in cisterne de fermentare). Spre deosebire de metoda
Champenoise, metoda Charmat presupune realizarea celei de-a doua fermentatii in
cisterne din otel inoxidabil. Aceasta este o tehnicd mai simpla, care implica costuri reduse
comparativ cu celelalte metode propuse. Se adauga levuri si zaharuri, iar vinul se mentine
la o temperaturd de 20 °C pénd la 25 °C. A doua fermentatie dureaza de reguld 10 zile si
este opritd administrarea de dioxid de sulf si prin refrigerarea vinului la -2 °C. Dupa ce a
fost stabilizat la rece la -5 °C timp de cateva zile, vinul este filtrat la temperatura scazuta si
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apoi Tmbuteliat folosind principiul izobarometric. Un dezavantaj al acestei metode este ca
nu presupune maturarea vinului pe depozitul de drojdie (Jeandet s.a., 2021).

N
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procesarea strugurilor  obtinerea vinului baza licorii de tiraj
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fixarea dopului formarea dioxidului de carbon

Figura 1.6: Obtinerea vinurilor spumante prin fermentare in cisterne
Figure 1.6: Obtaining sparkling wines by fermentation in tanks (www.goodpairdays.com)

Metoda este utilizatd frecvent la obtinerea vinurilor spumante din Franta (din
soiurile Cabernet Sauvignon, Chenin blanc, Cabernet Franc, Sauvignon blanc, Gamay,
Chardonay, Grollo, Pinot D’Aunis, Pinot noir, Malbec), Gemania (din soiurile Pinot
blanc, Silvaner, Riesling, Pinot gris si Pinot noir) (DiGianvito s.a., 2019).

1.4. Stadiul actual al cercetirii privind selectia levurilor in tehnologia de
obtinere a vinurilor spumante

Selectia culturilor starter se bazeaza in general pe proprietatile oenologice ale
acestora, care reflecta si adaptarea la caractersticile de mediu specifice mustului si vinului
spumant. Proprietitile levurilor pentru prima si a doua fermentatie sunt diferite. In orice
caz, este esentiald identificarea culturilor starter care pot tolera caracteristicile specifice
mustului si ale vinului-baza.

Genul Saccharomyces apartine diviziunii Ascomycota si include sapte specii,
inclusiv Saccharomyces cerevisiae. Aceasta se adapteaza bine la conditiile de pH scazut,
concentratic mare de zaharuri (stres osmotic), cresterea progresivad a etanolului si
epuizarea nutrientilor corespunzitori. Saccaromyces cerevisiae este consideratd cea mai
importanta specie de levuri in procesul de vinificatie si este folositd industrial pentru
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realizarea proceselor fermentative de nalta calitate. Tulpinile de Saccaromyces cerevisiae
care urmeaza sa fie utilizate In fermentatia secundara a vinului-baza prezinta de obicei
caracteristici fiziologice si tehnologice suplimentare in comparatie cu cele sugerate pentru
culturile starter ,,primare”. Obiectivul este transformarea totald a zaharurilor adaugate
vinului-baza, prin intermediul amestecului de tiraj, in etanol si dioxid de carbon. Astfel,
este necesar ca acestea sd se poatd dezvolta intr-un mediu care contine cel putin 10 % —
12 % vlv etanol, pH scazut (2,9-3,2), si tolereze temperaturi scizute (10 °C — 15 °C),
concentratii de SO, total de 50 mg/L — 80 mg/L, aciditate totala ridicata (12 g/L — 18 g/L
acid tartric), aciditate volatila scazuta (0,2 g/L — 0,4 g/L), presiune mare (5-6 bari) si
continut de glicerol de 5 g/L — 20 g/L. In plus, unii autori au subliniat importanta
capacitatilor de floculare si autolitice ale drojdiilor in timpul fermentatiei secundare. In
general, flocularea este o caracteristicd particulard a drojdiilor si permite limpezirea
musturilor in fermentatie. Acest caracter fiziologic poate fi descris ca o aptitudine naturalad
a tulpinilor de drojdie de a forma biomasd microbiand compacta, care sedimenteaza la
baza vasului de fermentatie si, in urma preluarii spumei, faciliteaza degorjarea depozitului
care se acumuleaza la nivelul gatului buteliei. Tn plus, se pare ca flocularea drojdiei este
asociatd cu o productie imbunatatita de esteri.

Tulpinile hibride interspecifice sunt, de asemenea, potrivite pentru producerea
vinului spumant, refermentat in butelii din sticla; acestea se obtin in urma unei selectii
adecvate a tulpinilor floculante de Saccharomyces cerevisiae si tulpinilor nefloculante de
Saccharomyces bayanus var. uvar. Hibrizii interspecifici au capacitatea de a fermenta intr-
un interval extins de temperatura, intre 6 °C - 36 °C. Capacitatea autoliticd a drojdiei este
inerentd unui alt caracter de selectie a drojdiei: fenotipul Killer, care elibereaza proteine
toxice. In conditii oenologice, se incearcd accelerarea procesului autolitic prin selectia
combinatd adecvata a tulpinilor de levuri Killer si sensibile la killer si utilizarea tulpinilor
de drojdie mutante cu caracteristici autolitice. Mutageneza tulpinilor de Saccharomyces
cerevisiae induce eliberarea acceleratd de proteine, aminoacizi si polizaharide. Vinuri
spumante obtinute din tulpinile selectionate mutante au prezentat proprietati de spumare
mai bune decéat cele inoculate cu tulpini nemutante. Capacitatea autolitica a drojdiilor este
strans legatd de eliberarea de compusi volatili in vinul spumant si de impactul pe care
acestia il au asupra profilului senzorial.

Cercetdrile se concentreazd pe analizarea unei manoproteine (PAUS) specifice
sintetizate de unele tulpini de Saccharomyces cerevisiae. Aceastd manoproteina,
codificatd de gena seripauperinei PAUS, reduce direct fenomenul nedorit in urma agitarii
vinurilor spumante si, prin urmare, posedd proprietati de stabilizare a spumei. Spuma
spontana excesiva dupa eliberarea presiunii la deschiderea buteliei provoaca importante
pierderi economice. Acest lucru ar putea fi cauzat fie de o materie prima contaminata (de
exemplu, din cauza prezentei bacteriilor Botrytis cinerea spp.), fie de nerespectarea
procesulului de productie. Frisch s.a (2021) au studiat acest fenomen de suprapresiune
indus de proteinele sintetizate din Penicillium expansum si Pichia pastoris. Aplicarea
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tratamentelor termice (aproximativ 85 °C) ar putea preveni degradarea proteinelor indusa
de contaminarea fungica, deoarece enzimele fungice nu sunt stabile la temperaturi
ridicate. Vogt s.a. (2017) au demonstrat rezultate semnificative cu privire la degortarea
vinului spumant in urma contaminarii strugurilor cu Penicillium oxalicum.

In urma fermentatiei secundare a vinului spumant, levurile Saccharomyces
cerevisiae au capacitatea de a produce indol, chiar si cand viabilitatea culturii este foarte
scazuta.

Proportia de CO, eliberat de levuri si dizolvat in faza lichida in timpul procesului
fermentativ este un parametru suplimentar de selectie a culturilor levuriene, dar de
importanta fundamentala asupra perceptiei organoleptice a produsului final (Liger-Belair,
2017; Capozzi, 2022).

Proprietatile senzoriale ale vinului spumant sunt influentate de diferiti factori,
precum tehnologia de fabricatie, soiurile de struguri, compozitia chimicd si structura
vinului-baza, tulpinile de levuri selectionate utilizate si timpul de maturare a produsului in
contact cu drojdiile. Cu toate acestea, profilul senzorial al vinurilor spumante depinde mai
mult de eliberarea autolitica a compusilor volatili in timpul fazei de maturare pe depozitul
de drojdie, aroma fiind unul dintre cei mai importanti indicatori ai calitatii vinului
spumant. Aromele primare (pre-fermentative) sunt caracteristice soiului de struguri
utilizat, aromele secundare (fermentative) sunt eliberate Tn urma metabolismului levurilor
in timpul fermentatiilor, iar aromele tertiare (post-fermentative) se formeaza prin in timpul
invechirii. Astfel, Cotea s.a (2021) au studiat influenta unor levuri comerciale asupra
profilului volatil al vinurilor spumante, indicind astfel cad Tmbogitirea compusilor
aromatici este un caracter specific tulpinilor de levuri inoculate. Evaluarea senzorialad si
analiza chimicd a compusilor volatili de catre experti calificati sunt printre cele mai
importante tehnici de testat in vederea evaluarii profilului de aroma al vinurilor spumante.
La sfarsitul celei de-a doua fermentatii incepe maturarea indelungata in contact cu drojdia;
o eliberare de compusi intracelulari ce determind si o crestere a aminoacizilor liberi,
definiti ca precursori ai compusi aromatici din vinul spumant. In timpul invechirii vinului
spumant are loc autoliza levurilor, care elibereazd un numar considerabil de molecule
volatile (esteri, alcooli superiori, aldehide, compusi cu sulf, acizi organici etc.). Eliberarea
acestor este dependenta de tulpinile existente. Autoliza constituie o hidroliza enzimatica a
biopolimerilor. Fiind un proces foarte lent, se asociaza cu moartea celulelor de drojdie si
eliberarea de constituenti volatili.

Unele studii s-au concentrat pe analiza diferitilor compusi eliberati in timpul
procesului autolitic si pe explorarea unor metode suplimentare de inducere a autolizei,
facilitind dezvoltarea caracterului de Tnvechit in vinul spumant. Unii autori au investigat
diferitele modificari compozitionale care au loc in timpul producerii vinurilor spumante si
factorii care influenteaza cel mai mult senzatiile variate la nivel olfactiv. Polizaharidele
pot influenta véscozitatea, capacitatea de spumare si perceptia senzoriald a vinurilor
spumante. Manoproteinele sunt eliberate in vinul spumant in timpul autolizei drojdiei si
previn tulburarile proteice sau cristalizarea bitartratului de potasiu. A fost evidentiat un
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impact major al levurilor de maturare asupra compusilor volatili, influentdnd astfel
profilul senzorial. De exemplu, alcoolii, compusii carbonilici si acizii organici au
constituit principalii reponsabili de nota de ars, plastic sau de ranced. Aldehidele octanal,
nonanal, decanal si unele terpene au imbogatit vinurile spumante cu aroma de citrice.
Miros chimic intense, de prdjit, arome florale, vegetale si note de gras au fost apreciate in
vinuri spumante produse cu tulpini de Saccharomyces cerevisiae bioimobilizate cu
ciuperci filamentoase - Penicillium chrysogenum. Se evidentiaza astfel ca nu doar tulpina,
ci si modul de imobilizare a levurilor influenteaza caracteristicile senzoriale finale ale
vinurilor spumante. Prezenta indolului si a altor compusi volatili afecteazd negativ
perceptia senzoriald a acestor produse prin eliberarea de aromei neplacute, de plastic.
Acesta este de obicei produs Tn urma digestiei cu triptofan. Atat levurile Saccharomyces,
cat si non-Saccharomyces pot produce concentratii mari de indol in timpul fermentatiei
primare.

Existd numeroase cercetdri despre selectia levurilor indigene pentru a fi utilizate n
fermentarea mustului de struguri, insd putini autori au aprofundat studiul drojdiilor
autohtone in vinurile spumante. In acest caz, selectia drojdiilor indigene este mult mai
complexa deoarece vinul-baza, in care este inoculatd tulpina specifica de Saccharomyces
cerevisiae, este considerat un mediu nefavorabil pentru cresterea microorganismelor
datorita continutului ridicat de alcool si pH-ului scéazut.

Tulpinile indigene de Saccharomyces cerevisiae sunt selectate pe baza mai multor
criterii tehnologice (putere si vigoare fermentativa, tolerantd la SO, si etanol si capacitatea
de floculare) si caracteristici calitative (continutul de acid acetic, glicerol si productia de
hidrogen sulfurat) (Garofalo s.a., 2018; Vigentini s.a., 2017). O proprietate interesanta
evidentiata pentru tulpinile indigene de Saccharomyces cerevisiae utilizate in productia de
vin spumant este capacitatea de a modula componentele fenolice ale produsului final.
Selectarea adecvata a tulpinii de Saccharomyces cerevisiae si asigurarea capacitatii
acesteia de a spori proprietdtile varietale ale strugurilor; acesta este importantd pentru
producerea unui vin spumant de calitate cu profil senzorial care reflecta tipicitatea soiului
de struguri (Tufariello s.a., 2021).

Tufariello s.a. (2014) a studiat profilul senzorial al vinurilor spumante obtinute cu
tulpini indigenede Saccharomyces cerevisiae (izolate Tn Salento, Apulia, Italia), n
comparatie cu tulpini comerciale DV10® (Lallemand oenology, Grenaa, Danemarca). In
cazul probelor obtinute cu levurile DV10® s-au inregistrat concentratii mari de acid
gluconic, care a influentat negativ proprietétile de spumare ale produsului final, acest
lucru nefiind Tntalnit in vinurile spumante obtinute din tulpini autohtone de S. cerevisiae.
In plus, utilizarea unor tulpini indigene selectate a condus si la proportii ridicate de
compusi volatili (cu note de trandafir si arome fructate), valori scazute de aciditate volatila
si continut ridicat de glicerol (Tufariello s.a., 2021).

Alte studii aratat o capacitate de floculare redusd si aciditate volatild scazuta a
tulpinilor indigene, izolate atat in Apulia, cat si in zona Lombardiei (Italia), comparativ cu
cele comerciale. Tn special, tulpinile indigene de Saccharomyces cerevisiae izolate din

52



boabele de struguri din Apulia (Italia) au fost testate pentru toleranta la diferiti factori de
stres, cum ar fi pH-ul, continutul de etanol si nivelul de SO, total. Prin monitorizarea
fermentatiei la 6 °C si respectiv, 12 °C, majoritatea tulpinilor autohtone au produs valori
foarte scazute de CO, si au manifestat proprietati autolitice si floculante scazute, activitate
killer, rezistenta la pH 3,5 si toleranta la concentratii de etanol intre 6 % vol. alc. si 12 %
vol. alc., cét si la diferite concentratii de SO, total (100 mg/L, 150 mg/L si 200 mg/L). De
asemenea, aciditatea volatila a acestor probe a fost scazuta si o presiune de aproximativ 5
bari. In studiul lui Vigentini s.a. (2017), tulpinile native izolate din regiunea Oltrepd
Pavese (Italia) au eliberat concentratii scazute de glicerol si productii mari de hidrogen
sulfurat. Acestea s-au caracterizat prin rezistenta crescuta la o concentratie de 12 vol.alc.,
capacitate redusd de a tolera concentratii mari (300 mg/L) de SO, si aciditate volatila
scazuta. Alfonzo s.a (2020) au selectat tulpini indigene de Saccharomyces cerevisiae
pentru fermentarea secundara a vinului — baza obtinut din soiul Grillo. Cele patru tulpini
au aratat o bund rezistentd la fermentare si la dioxidul de sulf, capacitate buna de
refermentare a vinului la aciditate totald ridicatd si pH foarte scazut, nefiind produse
arome nedorite. Studiile au evidentiat un nivel ridicat de diversitate genomica in cadrul
speciilor Saccharomyces cerevisiae.

Tulpinile de levuri non-Saccharomyces (Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
oviformis Osterwalder) au fost utilizate de Bozdogan s.a. (2011) in forma libera si
imobilizata, din urmd dupa imobilizarea in margele de alginat, pentru a favoriza
fermentarea secundara a vinurilor-baza obtinute din soiurile Emir si Drimit. Diferente
semnificative privind concentratiile de aminoacizi au fost detectate ca o consecintd a
perioadei de maturare si a levurii inoculate.

Efectele benefice ale levurilor non-Saccharomyces (de exemplu, Torulaspora
delbrueckii, Pichia kluyveri, Lachancea thermotolerans si Metschnikowia pulcherrima)
asupra vinurilor linistite au fost amanuntit prezentate in literatura de specialitate insa
existd putine studii cu privire la impactul acestora asupra calititii vinurilor spumante
(Tabelul 1.1).

Gonzélez-Royo s.a (2014) au testat doua tulpini de Torulospora delbrueckii si
Metschnikowia pulcherrima pentru a produce vin-baza din soiul Macabeo, in inoculari
succesive cu Saccharomyces cerevisiae. Autorii au indicat ca vinul spumant obtinut prin
folosirea Metschnikowia pulcherrima s-a caracterizat printr-o persistentd mai mare a
spumei si un profil aromatic interesant, cu note de fum si flori. S-a raportat faptul ca
Torulaspora delbrueckii scade aciditatea volatild, dar creste proportia de glicerol,
imbunatatind proprietatile de spumare a vinului, datoritd autolizei levurilor (Medina-
Tryjillo s.a., 2017). Vinurile spumante produse cu Saccharomycodes ludwigii si
Schizosaccharomyces pombe s-au evidentiat prin modificari importante ale
caracteristicilor de culoare, aciditatii, profilului volatil si cel al aminelor biogene (Ivit s.a.,
2018). Inocularea secventiala Torulaspora delbrueckii si Saccharomyces cerevisiae a
condus la obtinrerea unor vinuri spumante cu un continut ridicat de proteine si cu
proprietati de spumare imbunatatite (Velazquez s.a., 2019), dar si cantititi mari de
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propanoat de etil, acid izobutiric si butanoic, alcooli si fenoli. Cu toate acestea, Veladzquez
s.a., (2019) sugereaza inocularea doar a levurilor Torulaspora delbrueckii in conditii
stricte (presiune mare si continut ridicat de alcool). Aceste drojdii nu completeaza
fermentatia secundard a vinului spumant, raménand cantitati mari de zaharuri reducatoare,
productie scazuta de CO; si, prin urmare, presiune scazutd. Este important de subliniat
faptul cd wunele levuri non-Saccharomyces pot avea un efect negativ asupra
vinurilorspumante. De exemplu, speciile Zygosaccharomyces produc excesive acid acetic
(Loureiro si Malfeto-Ferreira, 2003).
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Tabelul 1.1: Cercetari privind importanta levurilor indigene in vinificatie
Table 1.1: Research on the importance of indigenous yeasts in winemaking

Tulpini indigene

Regiunea viticola

Caracteristici tehnologice

Caracteristici de calitate

Referinte bibliografice

16 tulpini
(S. cerevisiae)

Salento
(regiunea Apulia, Italia)

Fermentatie viguroasa, buna
tolerantd la alcool si dioxid de
sulf

Producerea de compusi volatili

Tufariello s.a., 2018

16 tulpini
(S. cerevisiae)

Daunia (regiunea Apulia, Italia)

Fermentatie viguroasd, buna
toleranta la alcool si dioxid de
sulf, capacitate de floculare si
de autoliza, activitate killer

Aciditate  volatila  scazuta,
creste concentratia glicerolului,
hidrogenului ~ sulfurat si a
compusilor volatili

Garofalo s.a., 2018

Fermentatie viguroasa,

. . Aciditate  volatila  ridicata,
. - Franciacorta capacitate de floculare, . . . ..
4 tulpini (S. cerevisiae) N . o C o glicerol, creste nivelul de | Vigentinis.a., 2017
(Oltrepod Pavese, Italia) tolerantd la alcool si dioxid de | . > >
sulf ’ hidrogen sulfurat
Aciditate  volatila  ridicata,

4 tulpini (S. cerevisiae)

Marsala (Sicilia, Italia)

Fermentatie viguroasa, aciditate
totala ridicata

creste productia de compusi
volatili

Alfonzo s.a., 2020
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2. ASPECTE GENERALE PRIVIND CALITATEA VINURILOR
SPUMANTE

2. GENERAL ASPECTS REGARDING THE QUALITY OF
SPARKLING WINES

2.1. Compozitia chimica a vinurilor spumante

Exista multi factori implicati in compozitia chimica a vinurilor spumante, cum ar fi
soiul si varietatea, tehnologia de cultivare, calitatea vinului-baza, tipul levurilor inoculate
pentru fermentatia secundara etc. Cu toate acestea, cea de-a doua fermentatie si etapa de
maturare pe sedimentul de drojdie constituie factori cheie asupra calitatii finale a vinurilor
spumante (Pozo-Bayon s.a., 2009).

Apa se gaseste in cele mai mari proportii in vinurile spumante (60 % - 85 % din
totalul compusilor existenti, fiind implicatd in desfasurarea reactiilor chimice (Cotea,
2009).

Alcoolii reprezintd in medie 15 % din totalul constituentilor, predominanti fiind
alcoolul etilic, 1-propanolul, 2-feniletanolul, 2-metil-1-propanolul etc. (Figura 2.1).
Acestia pot servi ca solventi pentru unii constituenti chimici, participa la formarea unor
compusi precum esteri, acetati, dar manifestd un rol esential si in definirea profilului
senzorial (Jackson, 2008; Scutarasu, 2021).

H\T/H

pnop T
H—C—C—G—C H—C— ‘. CT‘— O—H

HHH HoOHH

a. .
Figura 2.1: Exemple de alcooli: 1-propanol; 2-metil-1-propanol
Figure 2.1: Examples of alcohols: 1-propanol; 2-methyl-1-propanol

Acizii se gasesc in proportii mai mici comparativ cu primele doua componente insa
manifestd functii cheie in definirea calitatii vinurilor spumante si cu un impact major
asupra profilului organoleptic. Dintre aceastia, se evidentiaza acizi minerali (acidul
sulfuric, acidul fosforic) si organici (acidul tartric, acidul citric, acidul malic etc.)
(Waterhouse s.a., 2016).
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Compusii fenolici pot fi identificati in cantitdti de pana la 500 mg/L in vinurile
spumante albe si prezintd un interes deosebit datoritd capacitatii antioxidative a acestora.
Din aceasta categorie fac parte acizii fenolici (acidul galic, vanilic, gentisic, siringic etc.),
substante tanante (catechine, procianidine, leucoantocianine), pigmenti (antociani,
flavone), acestia participand la numeroase reactii de oxidoreducere (Cotea s.a., 2009;
Scutarasu, 2021). In Figura 2.2 sunt reprezentati compusi fenolici frecvent identificati in
vinurile spumante.
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HOOC OH I‘{
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Figura 2.2: Acidul galic—a; cis-resveratrol-b; acidul trans-cafeic—c; quercitina—d; acidul
gentisic—d.
Figura 2.2: Acidul galic—a; cis-resveratrol-b; acidul trans-cafeic—c; quercitina—d; acidul
gentisic—d.

In ciuda implicatiilor evidente ale compusilor fenolici asupra calititii senzoriale a
vinurilor, nu existd multe studii menite sa stabileascd modificarile acestor compusi in
timpul procesului tehnologic. Jeandet s.a. (2006) au observat o intensificare a culorii
caramizii a vinurilor spumante dupa 15 luni de maturare-invechire. Acest proces se poate
datora oxidarii compusilor fenolici eliberati in timpul autolizei drojdiei, cat si actiunii
enzimelor citoplasmatice (eliberate si in timpul autolizei) si a celor hidrolitice. n plus, s-a
evidentiat o reducere a acestui fenomen la Inceputul perioadei de autoliza (intre luna a 12-
a si a 18-a) posibil din cauza eliberarii de compusi fenolici adsorbiti de drojdie. De
asemenea, a fost indicata o reducere a continutului de resveratrol Tn timpul Tnvechirii pe
depozitul de drojdie, pusd pe seama capacitatii de adsorbtie a drojdiei a compusilor
fenolici.

Compusii de aroma pot proveni fie de la materia prima (arome primare), fie se pot
forma in timpul proceselor fermentative (secundare) ori in perioada de maturare-invechire
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(tertiare). Concetratia acestor compusi este dependentd de caracteristicile de calitate si
compozitie ale materiei prime, dar si de tehnologia de obtinere a vinurilor spumante.
Compusii odoranti reprezentativi vinurilor linistite si spumante fac parte din clasa
terpenelor, fenolilor, esterilor (acetatul de etil, acetatul de izoamil, acetatul de benzil),
tiolilor ~ (4-mercapto-4-metil-2-pentanona,  3-mercapto-1-hexanolul), izoprenoidelor
(geraniolul, a-terpineolul, linaloolul) etc. (Berger, 2007). Tn Figura 2.3 pot fi observate
structurile unor compusi de aroma din vinuri.

CH,

O
SH

HiC CH;
a. b. c

Figura 2.3: 4-mercapto-4-metil-2-pentanona—a; citral-b; geraniol-c
Figure 2.3: 4-mercapto-4-methyl-2-pentanone—a; citral-b; geraniol—c

Cele mai multe dintre studiile timpurii legate de modificérile compusilor volatili in
timpul Tnvechirii vinurilor spumante sunt contradictorii. Unii autori au ardtat o crestere a
acestor compusi 1n timpul invechieii (Postel si Ziegler, 1991), in timp ce altii au constatat
o scadere a concentratiei esterilor etilici si a acetatilor (Pueyo s.a., 1995). Acest fapt se
poate datora diferentelor in conditiile experimentale, dar si din cauza degradarii si sintezei
simultane a compusilor volatili care are loc in timpul invechirii vinului cu drojdie,
rezultdnd cid la un moment dat, oricare dintre aceste procese poate predomina (Pozo-
Bayon s.a., 2003). Pozo-Bayon s.a. (2003) au aratat un impact major al celei de-a doua
fermentatii si al timpului de maturare pe levuri asupra proportiei de compusi volatili ai
vinurilor spumante. Acestia au raportat ca proportia unor compusi volatili precum acetatul
de hexil, acetatul de izopentil, butiratul de etil, octanoatul de etil si succinatul de dietil ar
putea oferi informatii asupra varstei vinurilor spumante. De asemenea, s-a sugerat ca
cresterea nivelului norizoprenoidelor C13 din vinurile spumante maturate pentru perioade
mai lungi de timp (mai mult de 21 de luni) se poate datora actiunii enzimelor eliberate in
timpul autolizei levurilor asupra pigmentilor (carotenoizi) prezenti in vin (Bosch-Fuste
s.a., 2007). Dintre acestia, vitispiranul este considerat marker al procesul de maturare-
Tnvechire Tn vinurile spumante (Loyaux s.a., 1981).

Substantele azotate sunt prezente in vinuri fie sub forma minerala, fie organica.
Acesti compusi se gasesc in concentratii reduse in vin si provin de reguld de la materia
prima. Substantele azotate prezintdi un rol important in desfigurarea proceselor
fermentative si a capacitdtii de spumare (Ferreira s.a., 2000). Curioni s.a (2008) au
raportat un important rol antioxidativ, tensioactiv, dar si antimicrobian al acestor compusi.
Dintre substantele azotate, aminoacizii (glicina, valina, prolina, fenilalanina, histidina,
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arginina etc.) constituie pana la 30 % din totalul acestora in cazul vinurilor spumante albe.
Aminoacizii constituie hrana pentru levuri in timpul fermentatiei (Moreno-Arribas si Polo,
2009). Tn timpul fermentatiei creste de reguld proportia peptidelor, diminuandu-se spre
finalul acesteia. Aceasta scadere a fost atribuitd consumului de peptide de catre drojdii si
de prezenta proteazelor acide active in vin (Lagace si Bisson, 1990). Tn Figura 2.4 seunt
reprezentati exemple de aminoacizi ce pot fi identificati in vinurile spumante.

o

M [le]
o

@]

9]

S

(@]

OH

NH,

NH,

oH HsC OH
d NH> e NH2

Figura 2.4: Leucina—a; izoleucina-b; valina—c; fenilalanina—d; treonina—e
Figure 2.4: Leucine-a; isoleucine-b; valine-c; phenylalanine-d; threonin-e

Fractia de aminoacizi a vinului-baza este foarte importantd, acestia fiind sursa
principala de azot in timpul fermentatiei. Ele servesc, de asemenea, ca precursori ai
compusilor aromatici care contribuie la caracteristicile vinurilor spumante. Aminoacizii in
vinurile spumante provin din diverse surse, cum ar fi strugurii utilizati la obtinerea
vinului-baza si care nu sunt metabolizati de drojdii in timpul cresterii, iar altii sunt
eliberati de levuri la sfarsitul fermentatiei sau in timpul autolizei. Acest lucru se poate
datora faptului ca mai multe peptide decat aminoacizii sunt eliberati in timpul autolizei
sau pentru cd aminoacizii eliberati (acidul glutamic, arginina si alanina) sunt convertiti
prin decarboxilare si dezaminare, rezultind o reducere a fractiei aminoacizilor
(Charpentier si Feuillat, 1993).

Proteinele joaca un rol important in imbunatatirea calitatii efervescentei si cresterea
stabilitatii spumei. De asemenea, sa raportat ca polizaharidele si manoproteinele joaca un
rol pozitiv in Tmbunétatirea perceptiei gustative si cd unele proteine si peptide eliberate de
levuri pot contribui la gustul dulce al vinului. In plus, unii aminoacizi, peptide si
nucleotide pot contribui la gustul umami si au fost descrisi ca potentiatori de aroma. S-a
evidentiat faptul ca aminoacizii si lipidele constituie precursori de aroma si, in consecinta,
eliberarea lor din celulele de levuri poate contribui, de asemenea, la complexitatea
aromaticd a vinurilor spumante (Pons-Mercade s.a., 2020).

Compusii cu sulf se gisesc in proportii scdzute in vinurile spumante, atat sub
forma anorganica (hidrogen sulfurat), cat si organica (sulfone, tioalcooli, tioesteri, tioeteri
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etc). Acesti compusi prezinta de obicei miros neplicut (ou clocit, varza putredd sau
cauciuc) (Jackson, 2009; Jackon, 2014).

Polizaharidele sunt macromolecule care provin de la materia prima, drojdii,
bacterii si din contaminarea fungica a strugurilor (Botrytis cinerea spp.). Polizaharidele
bogate in arabinozd si galactozd precum arabinogalactanii de tip II si arabinanii,
ramnogalacturonanii de tip I si tip IT si homogalacturonanii provin din boabe de struguri,
in timp ce glucanii, mananii si manoproteinele sunt eliberati de drojdie fie in timpul
fermentatiei, fie prin actiune enzimaticd in timpul invechirii pe drojdie, prin autoliza.
Polizaharidele exogene, cum ar fi guma arabica si carboximetil celuloza, pot fi intalnite Tn
vinurile linistite si spumante, fiind considerate aditivi. Actiunea lor in vin este dependentd
de tipul acestora, dar si de concentratia in care se gasesc. Arabinogalactanii influenteaza in
mare masura procesul de filtrare, pe cand manoproteinele sunt mai eficiente in reducerea
aspectului  tulbure al vinurile albe. Ramnogalacturonanii, manoproteinele si
arabinogalactanii au influente diferite asupra agregérii proantocianidinelor si, prin urmare,
prezintd efecte variate asupra caracteristicilor vinului. Acesti compusi ar putea constitui
markeri de monitorizare a procesului de autoliza (Martinez-Lapuente s.a., 2013).

Zaharurile reducitoare constituie principalul criteriu de clasificare a vinului
spumant, evidentiindu-se astfel: brut natur (maximum 3 g/L); extrabrut (maximum 6 g/L);
brut (maximum 12 g/L); extrasec (12,01 g/L - 17 g/L zaharuri); sec (17,01 g/L - 32 g/L);
demisec (32,01 g/L - 50 g/L); dulce (minimum 50,1 g/L). Acestea constituie fie rezultatul
unei fermentatii incomplete sau oprite, ori a prezentei glucidelor nefermentabile
(arabinoza, xilozd), fie sunt adaugate in timpul procesului tehnologic (prin administrarea
de zaharoza, must concentrat etc.) (Waterhouse s.a., 2016).

Gazele prezente in bauturi sunt reprezentate de cantitati mari de dioxid de carbon,
dioxid de sulf, dar si oxigen si azot (Cotea s.a., 2009).

Vitaminele predominante in must si vin sunt cele din complexul B, vitamina C, F si
P. Acestea constituie factori de crestere pentru microorganisme (levuri, bacterii) n timpul
proceselor biochimice de fermentatie. Continutul in vitamine este diminuat in urma
administrarii bentonitei (Moreno si Peinado, 2012).

Prezenta substantelor minerale in vinurile spumante este datd de compozitia

materiei prime, terroir, tehnologia aplicatd. Se remarca astfel prezenta potasiului, fierului,
sodiului, cuprului, calciului, magneziului, zincului etc. (Cotea s.a., 2009).
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2.2. Stadiul actual al cercetarii privind implicatiile tehnologice asupra
calitatii vinurilor spumante

Majoritatea studiilor care au vizat vinurile spumante s-au concentrat pe
imbunatatirea calitatii acestora. Avand in vedere cd vinul spumant constituie rezultatul
mai multor factori, au fost luate Tn considerare diferite abordari ale calitatii. O tendinta
generald este diversificarea gamei sortminetale si, in acest scop unele studii s-au focusat
pe potentialul diferitelor soiuri de struguri. S-a constatat astfel ca soiurile specifice fiecarei
regiuni geografice pot conferi 0 amprentd varietald care conferd unicitate produsului
(Garcia s.a., 2009). De asemenea, unele cercetdri au vizat studiul levurilor indigene
(Hidalgo s.a., 2004), aceste microorganisme reflectand biodiversitatea unei anumite zone,
ceea ce sustine ideea ca tulpinile de drojdii indigene pot fi asociate cu terroir-ul (Mas s.a.,
2016). Cu toate acestea, fermentarea vinului spumant este o provocare dificila pentru
drojdiile indigene. Alti autori au pus accent pe studiul influentei conditiilor de fermentatie
secundara, a metodei de obtinere aplicata, a conditiilor de maturare pe drojdie asupra
calitatii vinurilor spumante (Pérez-Bernal et al., 2017; Alexandre si Guilloux-Benatier,
2006; DiGianvito s.a, 2019).

Ruiz-Moreno s.a. (2016) au studiat influenta macerarii pre-fermentative si a
invechirii asupra profilului de aroma (cu accent pe continutul Tn esteri) ale unor vinuri
spumante obtinute din soiul Pedro Ximenez. Procesul de macerare pre-fermentativa a
constat in mentinerea pielitei in contact cu mustul la 10 °C, timp de 6 ore. La obtinerea
vinurilor spumante s-a aplicat metoda Champenoise, probele fiind monitorizate la 3, 6 si 9
luni de maturare pe levuri. Vinurile spumante obtinute cu macerare pre-fermentativa au
prezentat continuturi mai mari de esteri etilici ai acizilor ramificati si cinamati. De cealalta
parte, probele obtinute fara macerare au prezentat niveluri mai mari de esteri etilici ai
acizilor grasi si acetati ai alcoolilor mai mari. Rezultatele au evidentiat impactul macerarii
pre-fermentative si al invechirii asupra profilului de aromd al vinurilor spumante.
Maceratia pre-fermentativa a afectat semnificativ profilul de aroma al vinurilor spumante.
Niveluri mai mari de esteri etilici ai acizilor ramificati, cinamati, esteri metilici ai acizilor
grasi, esteri etilici cu numdr impar de atomi de carbon ai acizilor grasi si compusi diversi
S-au gasit 1n vinurile spumante obtinute prin macerare pre-fermentativa. Heptanoatul de
etil, fenilacetatul de etil, hexanoatul de metil si propanoatul de etil s-au remarcat ca
potentiali markeri volatili ai macerarii pre-fermentative, in timp ce izovaleratul de etil,
izobutiratul de etil si 2-metilbutiratul de etil au fost identificati ca markeri de maturare-
nvechire.

Tofalo s.a. (2022) au investigat efectul inoculdrii de Saccharomyces cerevisiae
(F6789) si Torulaspora delbrueckii (TB1) sau Starmerella bacillaris (SB48) asupra
caracteristicilor de calitate ale vinurilor spumante obtinute prin metoda Champenoise. Au
fost evaluate, de asemenea, rezultatul autolitic si profilul senzorial al vinurilor spumante
obtinute. Fermentatia secundara a fost finalizata de toate culturile mixte si unice starter, cu
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singura exceptie a celor ghidate de Starmerella bacillaris. Vinurile spumante produse cu
mix levurian de Saccharomyces cerevisiae (F6789) si Starmerella bacillaris (SB48) au
prezentat cele mai mari cantitati de glicerol (6,51 g/L), aceste variante prezentand si cel
mai bun potential autolitic (81,98 mg/L - leucina). Cea mai mica valoare pentru
indicatorul autolitic a fost observatd pentru probele obtinute numai cu Saccharomyces
cerevisiae - F6789 (53,96 mg/L - leucind). Vinurile spumante au prezentat diferite
profiluri aromatice si senzoriale, evidentiindu-se concentratii mai mari ale esterilor n
variantele produse numai cu Saccharomyces cerevisiae - F6789 (88,09 mg/L) urmati de
cele obtinute cu amestec de Saccharomyces cerevisiae + Torulaspora delbrueckii (87,20
mg/L), si in final, cele mai scazute valori au fost inregistrate n cazul probelor in care s-a
inoculat mix de Saccharomyces cerevisiae si Starmerella bacillaris (81,93 mg/L).
Continutul de esteri a scazut in timpul pastrarii, iar acest lucru ar putea fi legat de
adsorbtia pe drojdie si hidroliza chimicd. Cele mai mari concentratii de alcooli superiori
au fost gasite in vinurile spumante produse cu Saccharomyces cerevisiae + Torulaspora
delbrueckii (27,50 mg/L). Vinurile spumante obtinute cu Saccharomyces cerevisiae si
Starmerella bacillaris s-au evidentiat prin note picante, aroma de paine prajita, prospetime
si miros floral.

Pérez-Magarifio s.a. (2013) au studiat compozitia volatila a unor vinuri-baza albe si
rosé, elaborate din diferite soiuri de struguri autohtone din Spania (Verdejo, Viura,
Malvasia, Albarin, Godello, Prieto Picudo si Garnacha), cat si calitatea vinurilor spumante
obtinute dupa metoda Champenoise. In acest sens, s-a analizat cantitatea aminoacizilor si
a aminelor biogene. Rezultatele au evidentiat ca atat vinurile-baza, cét si cele spumante
obtinute din soiurile Albarin, Verdejo, Godello si Prieto Picudo au prezentat cel mai bogat
profil volatil, evidentiindu-se concentratii ridicate de esteri etilici si acetati ai alcoolilor,
compusi care contribuie la definirea aromei fructate a vinurilor. In timpul invechirii pe
drojdie in butelie s-a observat o crestere a esterilor etilici ramificati, a lactatului de etil si
y-butirolactonei, dar si o scadere a terpenelor (in principal citronellol si geraniol). Vinurile
Albarin si Prieto Picudo au prezentat cel mai mare continut de concentratie de aminoacizi.
Tn general, nivelurile de amine biogene din toate vinurile spumante studiate au fost foarte
scazute, ceea ce confirma calitatea si siguranta probelor.

Gonzélez-Royo s.a. (2014) s-au focusat pe evaluarea influentei inoculdrii
secventiale a unor levuri non-Saccharomyces (Torulaspora delbrueckii si Metschnikowia
pulcherrima) si Saccharomyces cerevisiae asupra compozitiei si calitatii vinului-baza.
Rezultatele au indicat o crestere a concentratiei de glicerol la probele obtinute cu
Torulaspora delbrueckii Biodiva™ (Lallemand (Enology, Franta) dar si o reducere a
aciditatii volatile, Cu toate acestea, s-a remarcat un efect pozitiv asupra capacitatii de
spumare si a persistentei spumei. Pe de alta parte, tulpina Metschnikowia pulcherrima
Flavia® MP346 (Murphy & Son Limited, UK) a determinat atat o crestere a persistentei
spumei, cét si o modificare semnificativa a profilului aromatic, intensificind notele de fum
si aroma florala.
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Marti-Raga s.a. (2017) a urmarit efectul continutului de azot asupra desfasurarii
celei de-a doua fermentatii. Au fost analizate astfel trei tulpini diferite si la doua
temperaturi de fermentatie diferite (12 °C si respectiv, 16 °C). Rezultatele aratd ca
necesarul de azot in timpul celei de-a doua fermentatii este foarte scdzut si pun sub semnul
intrebarii practica oenologica obisnuita de a adduga azot la vinul de baza inainte de
fermentare, ceea ce nu face decdt sa imbunatiteascd cinetica de fermentatie in vinurile
foarte sarace Tn azot (sub 30 mg/L). Acest studiu s-a concentrat pe factorii care afecteaza
desfasurarea celei de-a doua fermentatii, desi efectele acestora asupra vinului spumant,
impactul acelor factori asupra autolizei si caracteristicile organoleptice ale produsului final
dupa perioada de maturare raman de stabilit.

Benucci (2019) a evaluat efectul conditiilor de pastrare dupa imbuteliere asupra
caracteristicilor cromatice si a profilului senzorial ale unor vinuri spumante rosé. Tn acest
sens, probele au fost imbuteliate in vase Antique Green timp de 9 luni dupa etapa de
degorjare. S-au aplicat diferite conditii de pastrare, esantionat, la temperaturi diferite si
grad de iluminare diferite (30 °C pe intuneric, la 5 °C pe intuneric si la 5 °C sub iradiere
UV). Rezultatele au indicat o variatie considerabild a intensitatii culorii si a nuantei n
comparatie cu valorile initiale. In cazul variantelor pastrate sub iradiere UV, s-a evidentiat
o reducere importantd a intensitatii culorii (- 22 %), cat si o crestere considerabild a
nuantei (+ 46 %). Vinurile spumante pastrate la 30 °C, pe intuneric, au Tnregistrat o
crestere cu atat 16 % a intensitatii culorii si cu 33 % a nuantei. Variantele mentinute la 5
°C, in intuneric, s-au caracterizat printr-o crestere crestere cu doar 4 % a intensitétii culorii
si cu 9 % a nuantei. Toate probele au prezentat diferente semnificative in ceea ce priveste
profilul senzorial. Astfel, prima categorie de vinuri spumante (30 °C, in intuneric) s-a
evidentiat prin notele intense de ars, pe cAnd ultima categorie de probe (5 °C, iradiere UV)
au prezentat arome neplacute, precum mirosul de 1ana umeda.

Caliari s.a. (2014) a comparat vinuri spumante obtinute din soiul Moscato Giallo
produs prin metode traditionald, Charmat si Asti. Lucrarea s-a focusat pe analiza profilului
volatil a probelor finale. Vinurile spumante produse prin metoda traditionala au avut cea
mai mare concentratie de compusi volatili (in special 2-feniletanol, octanoat de etil, linalol
si a-terpineol), iar cele produse prin metoda Asti au prezentat cele mai mici concentratii.
Analiza componentelor principale a confirmat efectul major al metodelor de productie
asupra compozitiei volatile a vinurilor spumante Moscato Giallo. Aceste rezultate indica
faptul ca metoda utilizatd pentru producerea vinurilor spumante a influentat semnificativ
compozitia volatila a produsului final.
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PARTEA A I1-A: CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND INFLUENTA
DIFERITELOR SUSE DE LEVURI ASUPRA CALITATII
VINURILOR SPUMANTE OBTINUTE PRIN METODA
TRADITIONALA

PART I1: OWN CONTRIBUTIONS REGARDING THE INFLUENCE

OF DIFFERENT YEASTS ON THE QUALITY OF SPARKLING
WINES OBTAINED THROUGH THE TRADITIONAL METHOD

64



3. SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI, CADRUL NATURAL,
INSTITUTIONAL SI ORGANIZATORIC, MATERIALELE SI
METODE UTILIZATE

3. THE PURPOSE AND OBJECTIVES OF THE STUDY, THE
NATURAL, INSTITUTIONAL AND ORGANIZATIONAL
FRAMEWORK, MATERIALS AND METHODS

3.1. Scopul si obiectivele studiului

Potrivit lui Pusca (1985), prin calitatea unui vin se intelege un ansamblu de
proprietati gustative placute, care variaza in raport cu compozitia chimica a acestuia.

Tendinta consumatorilor contemporani este de a se orienta spre produsele cu o
concentratie alcoolica redusa. Corelatd cu dorinta noii generatii de a testa senzatii
organoleptice diferite, teza de doctorat cu titlul ,,Studii privind influenta diferitelor
suse de levuri asupra calititii vinurilor spumante obtinute prin metoda traditionala”
isi propune sa studieze influenta levurilor (Saccharomyces spp.) utilizate la cea dea
doua fermentatie asupra calititii vinurilor spumante albe. In plus, vinul de bazi a fost
obtinut prin osmoza inversa, avand o concentratie alcoolica prestabilitd, mentindndu-l la
un nivel mai scazut.

Tn acest sens, au fost utilizati struguri Muscat Ottonel, recoltati in toamna anului
2015 din podgoria lasi — Copou. Probele experimentale si analizele de laborator au fost
realizate in cadrul cramei experimentale si a Laboratorului de Oenologie ale Facultatii de
Horticulturd, Universitatea pentru Stiintele Vietii ,Jon Ionescu de a Brad” din Ilasi.
Prezenta cercetare se focuseazd pe evaluarea unor constituenti chimici (acizi
organici, ioni metalici, compusi volatili), dar si pe evaluarea profilului senzorial al
vinurilor spumante obtinute.

Rezultatele prezentate contribuie la completarea, imbunatatirea si deci, imbogatirea
literaturii de specialitate Tn domeniul temei abordate, cat si la optimizarea tehnologiilor de
vinificatie existente.

Pentru Tndeplinirea scopului general, protocolul experimental a presupus stabilirea
urmatoarelor obiective specifice:

1)  studierea literaturii de specialitate si selectarea unei baze de date relevante;

2)  stabilirea protocolului experimental si a activitatilor specifice;

3)  realizarea probelor de vin spumant propuse de protocolul experimental;

4)  analiza proprietatilor fizico-chimice generale ale probelor;

5)  evaluarea nivelului de ioni metalici din vinurile spumante obtinute;

6)  analiza continutului de acizi organici;

7)  determinarea principalilor compusi volatili din probele finale;
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8)  studiul caracteristicilor senzoriale ale variantelor analizate, cu ajutorul
degustatorilor autorizati;

9) interpretarea statistica a datelor si compararea acestora cu rezultatele altor
autori.

3.2. Cadrul natural, institutional si organizatoric

3.2.1. Descrierea cadrului natural

Regiunea viticola Iasi-Copou (Figura 3.1) este descrisa prin altitudini de peste 200
m (Breazu), cu dealuri separate de vai, platouri largi si usor inclinate. Conditiile de sol
(cernoziomuri cambice, soluri antropice, soluri cenusii), climd (climat temperat-
continental) si factorii pedologici si litologici (marne, argile, cu regiuni nisipoase, gresii
calcaroase, pietrisuri, conglomerate, calcare oolitice etc) specifici regiunii geografice sunt
prielnici culturii de vita de vie.
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Figura 3.1: Evidengierea arealului geografic al podgoriei Iasi-Copou, Romania
Figure 3.1: The geographical area of the lasi Copou vineyard, Romania
(www.statiunea-viticola-iasi.ro)

Datele meteorologice nregistrate la statia meteo din cadrul Statiunii de Cercetare si
Dezvoltare pentru Viticulturd si Vinificatie Iasi - Copou in perioada 2015 au indicat o
temperatura minima anuala de -3,5 °C, aferentd lunii ianuarie. De cealaltd parte, valoarea
maxima a fost inregistratd in luna iulie (30,4 °C), insolatia medie fiind de 2054 ore.
Nivelul de precipitatii al anului studiat a variat de la 1,6 mm in decembrie si 66,4 mm in
luna martie (Mustea s.a., 2004; Oslobeanu s.a., 2021; Rotaru, 2009).
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3.2.2. Prezentarea cadrului institutional si organizatoric al studiului

Probele experimentale au fost realizate in cadrul cramei experimentale a
Laboratorului de Oenologie ale Facultdtii de Horticultura, Universitatea pentru Stiintele
Vietii ,,lon Ionescu de a Brad” din lasi, in anul 2015. Prezenta cercetare se axeazd pe
evaluarea unor constituenti chimici (acizi organici, ioni metalici, compusi volatili), dar si
pe evaluarea profilului senzorial al vinurilor spumante obtinute. Astfel analizele de
laborator impuse de protocolul experimental au fost realizate in doud etape, in cadrul
laboratorului mantionat. Institutia este pozifionatd in cadrul Statiunii didactice
experimentale Vasile Adamachi, fiind puse la dispozitie tot necesarul de echipamente
(sistem de osmoza inversd, pompa de circulare, cisterne de maceratie, filtre tangentiale
etc.), spatii pentru desfasurarea experimentului in conditii moderne (crama), dar si pentru
pastrarea probelor (beciul Adamachi). De asemenea, in ceea ce priveste determinarile de
laborator, in cadrul USV lasi sunt disponibile echipamente pentru analiza parametrilor
fizico-chimici de baza ai vinurilor spumante dar si aparate cu un Tnalt grad se sensibilitate
(spectrofotometru  UV-VIS, spectrofotometru de absortie atomica, sistem de lichid
cromatografie, sistem de lichid cromatografie etc.).

3.2. Materiale si metode utilizate
3.2.1. Caracterizarea soiurilor de struguri analizate

Protocolul experimental a presupus obtinerea unor vinuri spumante din soiul
Muscat Ottonel, cultivat in Podgoria lasi-Copou (47°10’ latitudine nordica, 27°35'
longitudine estica). Soiul Muscat Ottonel a fost obtinut din soiurile Chasselas doré si
Muscat de Saumur, fiind cunoscut si sub denumirea de Tamaioasd Ottonel. Soiul se
caracterizeaza in general printr-un continut ridicat de glucide (intre 190 g/L si 210 g/L,
chiar 250 g/L — 270 g/L la fructele supramaturate) (Figura 3.2).

: N | 8
Figura 3.2: Struguri Muscat Ottonel (original)
Figure 3.2: Muscat Ottonel grapes (original)
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Vinurile Muscat Ottonel prezintd in general culoare galben verzui, in cazul celor
tinere, pana la nuante chihlimbarii, la cele invehite. Fiind un soi aromat, vinul rezultat se
remarcd de cele mai multe ori printr-un profil senzorial complex, delicat, cu persistenta
lunga. Datoritd aciditatii specifice mici, soiul Muscat Ottonel se preteaza utilizarii in
combinatiei cu alte soiuri cu aciditate ridicatd (Calin, 2022; Rotaru, 2009).

3.2.2. Tehnologia de obtinere a probelor

Protocolul experimental a presupus obtinerea a cinci variante de vin spumant.
Strugurii au fost recoltati la maturitate deplind manual In toamna anului 2016 din podgoria
Iasi-Copou (47°10" latitudine nordica, 27°35' longitudine estica), Romania.

Vinul experimental (V0) a avut 12,5 % vol. alc. iar osmoza inversa a fost folosita
pentru obtinerea vinului de baza (V0’), cu o concentratie alcoolicd predeterminata (10,5 %
vol.). Principalele etape de obtinere a vinului-baza sunt ilustrate in Figura 3.3.

Figura 3.3: Procesarea strugurilor in vederea obtinerii vinului-baza (Original)‘ ]
Figure 3.3: Processing of grapes to obtain the base wine (original)
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Procedeul de osmozad inversd include utilizarea unei membrane selective si
aplicarea presiunii nalte. Membrana selectiva poate fi realizata din diferite materiale, dar
dimensiunea porilor ei nu poate depasi 1 nm, sau 200 Da (retin molecule cu o greutate
moleculara mai mare de 200 g/mol). Intervalul de presiune variaza in vinificatie de la
2,0 la 6,0 MPa sau chiar mai mare, daca este necesar. Cand se aplica o presiune ridicata,
membrana imparte proba in doud fractiuni, cea care este retinutd pe membrana (retentat
sau concentrat) si cea care trece prin aceasta (permeat).

Presiunea ridicata este necesara pentru a depasi presiunea osmoticd care este
creatd pe suprafata membranei de moleculele care sunt retinute pe aceasta. Permeatul de
vin contine, de obicei, molecule mici, mai ales apa si etanol, dar si cativa compusi mici de
aroma sau acizi organici. Unul dintre cele mai mari dezavantaje ale procedeului de
0osmoza inversa este limitarea procesului din cauza polarizarii concentratiei si a colmatarii
membranei. Cu toate acestea, tehnica prezintd mai multe avantaje comparativ cu metodele
termice, cum ar fi selectivitatea ridicata, consumul redus de energie si costul scazut (Ivit
s.a., 2022). In Figura 3.4 sunt prezentate etapele tehnologice aplicate pentru obtinerea
vinului spumant.
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Figura 3.4: Etapele tehnologice ale obtinerii procelor experimentale (original)
Figure 3.4: Technological stages of obtaining experimental trials (original)

In vederea desfasurdrii fermentatiei alcoolice, au fost inoculate diferite levuri
apartinand speciei Saccharomyces. Procesul fermentativ s-a desfasurat in conditii
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controlate de temperatura (20 °C). Dupa fermentatia alcoolica primara a fost adaugat
amestecul de tiraj (amestec de levuri selectate, zahar alimentar si vin), amestecul
experimental fiind apoi imbuteliat (Figura 3.5).

Continutul de zaharuri reziduale determina atat intensitatea gustului dulce al
vinului, cat si presiunea acestuia in butelii. Fermentatia secundard a avut loc in butelii,
fiind inoculate diferite levuri comerciale, dupa cum urmeaza:

e [0C FIZZ™ (10C, Mardeuil, Franta); - V1;

e [OC DIVINE™ (IOC, Mardeuil, Franta)- V2,

e LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia) - V3;
e [OC 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta) - V4.

Figura 3.5: 4D0puirea buteliilor in vederea defasurarii fermer;agiei secundare (orig‘inal)
Figure 3.5: Filling the bottles for secondary fermentation (original)

IOC FIZZ™ contine peste 10" celule/g Saccharomyces cerevisiae, conceput spre a
fi utilizat la obtinerea vinurilor spumante. Produsul se caracterizeaza prin toleranta ridicata
la alcool (14 % vol.), factor killer K2, isi desfasoara activitatea la temperaturi cuprinse
intre 15 °C si 30 °C.

IOC DIVINE™ este un produs specializat pentru obtinerea vinurilor spumante prin
metoda traditionald, cu peste 10™ celule/g. Levurile din genul Saccharomyces cerevisiae
necesitd proportii scizute de compusi cu azot, manifestd tolerantd moderata la alcool
(14 % vol. alc.) si asigura o autoliza rapida.

LEVULIA CRISTAL™ constituie un produs oenologic specific obtinerii vinurilor
spumante elegante, obtinute prin metoda traditionala. Contine peste 10'° CFUI/g,
desfasurandu-si optim activitatea la valori ale temperaturii cuprinse intre 13 °C si 20 °C.
Produsul asigurd in general o bund floculare in cea de-a doua fermentatie si o buna
toleranta la alcool (14,8 % vol. alc.).
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IOC 18-2007™ poate fi utilizat atat pentru vinurile linistite, cat si spumante.
Produsul contine levuri de Saccharomyces cerevisiae (bayanus) si manifesta rezistenta
ridicatd la etanol (rezista la concentratii alcoolice de peste 15 % vol. alc.), prezinta tulpini
killer K2, induce o bunda producere a glicerolului (6 g/L). De asemenea, produsul
genereazd producerea in cantitdti mici a dioxidului de sulf si producerea in proportii
reduse a spumei. IOC 18-2007™ prezinta peste 10™ celule viabile/g. Activitatea optima se
desfasoara la temperaturi cuprinse intre 10 °C si 30 °C.

Produsele analizate sunt utilizate in mod obisnuit pentru productia de vin spumant
si sunt recomandate de Institut OEnologique de Champagne (IOC). Acestea au fost
inoculate conform specificatiilor producatorului si tinind cont de recomandarile legislatiei
n vigoare (20 g/hL).

Figura 3.6: Pozitionarea inclinata a buteliilor in vederea realizarii remuajului (original)
Figure 3.6: Inclined positioning of the bottles to carry out the remuage (original)

Etapa de fermentatie secundara si respectiv, de maturare (la 12 °C) a durat 15 luni.
Tn acest timp, depunerile de drojdie s-au pozitionat la nivelul gatului buteliei. Tn acest
sens, procesul de remuaj (Figura 3.6) a fost realizat prin rotirea manuala a fiecarei butelii
timp de 15 zile. Inclinarea buteliilor se modificid progresiv pand cind acestea ajung
perpendiculare pe suport.

Degorjarea a fost efectuatd prin congelare la -25 °C partii superioare a buteliei,
facilitdnd eliminarea sedimentului prin presiunea incorporata in butelii (Figura 3.7).

In continuare, a fost adaugat amestecul de expeditie (dozaj). La final, buteliile au
fost Imbuteliate si etichetate conform Figurii 3.8.
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Figura 3.7: Eliminarea sedimentului prin degorjare
Figure 3.7: Sediment removal by degorging
(www.champagne-mandois.fr)
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Figura 3.8: Etichete utilizate pentru probele experimentale (original)
Figure 3.8: Labels used for experimental samples (original)

Probele au fost depozitate in conditii controlate (70 % umiditate, temperatura de
8 °C si fara expunere la lumina) si analizate dupa aproximativ 6 luni (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Depozitarea probelor (original)
Figure 3.9: Sample storage (original)

3.2.3. Metode de analiza aplicate

Parametrii fizici-chimici au fost efectuati conform metodelor propuse de
Organizatia Internationala a Viei si Vinului (OIV, 2020), dupa cum urmeaza:

- aciditatea totala (g/L acid tartric) si aciditatea volatila (g/L acid acetic) prin
metode titrimetrice;

- concentratia alcoolica (folosind un aparat Dujardin-Salleron D.E. Model 2000
pentru distilarea simpla; % vol. alc.);

- pH-ul si densitatea (folosind instrumente specifice);

- nivelul de zaharuri reducatoare (g/L) - prin metoda Luff — Schoorl;

- continutul de dioxid de sulf liber si total (mg/L), prin metoda iodometrica;

- extractul sec nereducator (g/L), cu ajutorul formulei Tabarié.

Pentru determinarea metalelor, probele de analizat au fost diluate pentru a reduce
salinitatea acestora sub 1 %. Tn cazul tehnicii utilizate, s-au adiugat tampoane de ionizare.
Toate masurdtorile au fost efectuate folosind un spectrofotometru Agilent MP-AES 4200,
cu emisie atomica si prevazut cu plasma cu microunde. Aparatul de lucru este echipat cu
sistemul standard de introducere a esantioanelor. Parametrii de lucru pentru determinarea
metalelor din vinurile spumante obtinute sunt prezentati in Tabelul 3.1.

Determinarea acizilor organici s-a realizat cu ajutorul unui sistem de lichid
cromatografie Shimadzu, seria 20 si in conformitate cu metoda prevazuta de Organizatia
Internationald a Viei si Vinului (OIV, 2020 - OIV-MA-AS313-04). Astfel, acizii organici
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au fost analizati prin lichid cromatografie, utilizind o coloana de silice grefatad cu octil
(pentru acizii tartric si malic) si una cu rasini schimbatoare de ioni (pentru acizii citric si
lactic) drept faze stationare. Parametri de lucru pentru evaluarea acizilor organici prin
lichid cromatografie sunt prezentati in Tabelul 3.2.

Analiza compusilor volatili. Cuantificarea compusilor volatili a fost realizata prin
gaz-cromatografie, cu ajutorul unui sistem Agilent 7890A (Agilent Technologies,
Delaware, USA) - Figura 3.10, cuplat cu un spectrofotometru de masa Agilent, model
MSD 5975 (Agilent Technologies, Delaware, SUA) si detector de ionizare in flacara.
Datele au fost prelucrate cu ajutorul software-ului Chemstation (Agilent Technologies,
Delaware, SUA) si Maestro (Gerstel, Miilheim an der Ruhr, Germania). Evaluarea
compusilor de aroma a fost realizatd dupa metoda prezentatd de Vararu s.a. (2016).
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Figura 3.10: Sistem de gaz-cromatografie Agilent 7890A
Figure 3.10: Agilent 7890A Gas-Chromatography system
(www.agilent.com)

Pentru analizd, s-au masurat 10 mL din fiecare probd de analizat si s-au amestecat
cu 0,2 g CaCOj3 — carbonat de calciu si standard intern (0,5 mL). Amestecul obtinut a fost
omogenizat prin centrifugare (5000 rot./min.) la temperatura scazuta (4 °C), rezultand
astfel separarea fractiilor. Cu ajutorul unei micropipete s-au masurat 0,5 pL din fractia
superioara (supernatant) si s-au introdus 1n injectorul aparatului de analiza. Repetabilitatea
volumului injectat a fost asigurata de un liner tubular, de 4 mm diametru. Rata de splitare
a fost prestabilita la 1:30, iar temperatura de lucru a injectorului a fost de 275 °C. Sistemul
gaz cromatografic a fost previzut cu o coloana de tip CPWAX-57CB (Agilent
Technologies, Delaware, SUA). Temperatura cuptorului a fost presetatd in primele 15
minute la 50 °C, fiind mérita cu cate 4 °C la fiecare minut, pana la 195 °C, unde s-a
mentinut pentru 35 de minute. Faza mobila — heliu — a prezentat un debit de 0,5 mL pe
minut 1n primele 16 minute, urméand ca mai apoi, sa fie marit gradual, pana la 1,1 mL pe
minut.
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Tabelul 3.1: Parametri de lucru pentru evaluarea metalelor prin lichid cromatografie
Table 3.1: Working parameters for the evaluation of metals by liquid chromatography

Elementul studiat i;l(l:r%]i)mea de undi (F|1I/Jr)|(qlijrll)nebu“2ator ;)eeI})LjiltSil de injectie a Factorul de dilutie II?ZOQIOESLUSI linear
Zinc 213.857 0,45 mediu 1/10 10-200 ppb
Fier 371.993 0,65 ridicat 1/10 3-500 ppb
Cupru 324.754 0,7 ridicat 1/10 3-2000 ppb
Nichel 352.454 0,7 ridicat 1/10 5-2000 ppb
Plumb 405.781 0,75 ridicat 1/10 25-2000 ppb
Mangan 403.076 0,9 ridicat 1/10 3-500 ppb
Magneziu 285.213 09 mediu 1/100 5-2000 ppb
Calciu 396.847 0,6 ridicat 1/100 25-300 ppb
Sodiu 589.592 0,95 ridicat 1/100 0,25-5 ppm
Potasiu 769.897 0,75 ridicat 1/100 0,1-5 ppm

Tabelul 3.2: Parametri de lucru pentru evaluarea acizilor organici prin lichid cromatografie
Table 3.2: Working parameters for the evaluation of organic acids by liquid chromatography

Acizii organici analizati

Acidul citric, lactic, acetic

Acidul fumaric, succinic, shikimic, malic, lactic, tartric

Coloana

Coloani cu risind schimbitoare de ioni H:
- 300 mm - lungime;
- 7,8 mm - diametru intern;
- 9 um - diametrul particulelor.

Doua coloane pozitionate in serie, cu compozitie de silice grefata
cu grupari octil:

- 250 mm - lungime;

- 4 mm - diametru intern;

- 5 pum - dimensiunea particulelor sferice.

Faza mobila

Solutie de acid sulfuric

~KH,PO,, 70 g/L

0,0125 mol/L - (NH,),S0,, 14 g/L, pH 2,1
Debitul de elutie 0,6 mL/min 0,8 mL/min
Temperatura 60-65 °C 20°C
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Identificarea propriu-zisa a compusilor s-a realizat prin compararea spectrului de
masa cu spectrul obtinut n cazul standardului, si pe baza bibliotecilor de date Wiley7N si
Nist08. Tn Figura 3.11 se poate observa un exemplu de cromatogrami obtinuti la testarea
prin gaz-cromatografie a probelor.
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Figura 3.11: Exemplu de cromatograma obtinuta la testarea vinurilor spumante (original)
Figure 3.11: Example of a chromatogram obtained when testing sparkling wines (original)

Evaluarea caracteristicilor senzoriale. Proprietatile senzoriale ale probelor
obtinute au fost evaluate de un panel de 20 de subiecti (reprezentat de degustatori
autorizati, vinificatori, personal de laborator si cercetatori), conform conditiilor de
degustare prevazute de standardele in vigoare (OIV, 2015; ISO 8589:2010; ISO
3591:1997). In Figura 3.12 se prezintd organizarea sesiunii de evaluare senzoriald a
vinurilor spumante obtinute.

Astfel, sesiunea de degustare a fost organizati incepand cu ora 10%, pentru a
asigura o evaluare cit mai obiectivd. Probele au fost codificate corespunzator, prin
acordarea de ciftre, fara a se cunoaste tipul levurilor inoculate. Intensitatea unor descriptori
senzoriali predeterminati a fost evaluata prin acordarea de note de la 0 — absent pana la 5 —
maxim. Au fost urmadriti descriptori precum: efervescenta, caracterul vegetal, fructat
(mere, piersici, banane verzi, pepene galben), floral (flori de soc), nota de drojdie, note de
drojdie, toast, persistenta, textura, gustul amar, dulce si gustul acid.

Analiza statisticd a datelor s-a facut cu ajutorul sofware-ului XL-Stat. Analiza
variantei a evidentiat existenta unor diferente semnificative in probele studiate, in functie
de tipul levurii inoculate pentru cea de-a doua fermentatie. Analiza post-hoc Tukey HSD
izoleaza variabilele diferite din cadrul unui esantion iar Analiza Componentelor Principale
evidentiaza corelatiile existente intre diferitele perechi de variabile, in functie de factorii
de influenta — levurile inoculate.
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Figura 3.12: Organizarea sesiunii de evaluare senzoriala a probelor experimentale (original)
Figure 3.12: Organization of the sensory evaluation session of the experimental samples (original)
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4. REZULTATELE CERCETARII PRIVIND INFLUENTA
LEVURILOR ASUPRA CALITATII VINURILOR SPUMANTE
OBTINUTE

4. RESEARCH RESULTS REGARDING THE INFLUENCE OF
YEASTS ON THE QUALITY OF SPARKLING WINES

4.1. Contributia levurilor asupra parametrilor fizico-chimici

Rezultatele analizelor fizico-chimice ale vinurilor spumante analizate sunt
prezentate Tn Tabelele 4.1 si 4.2. Valorile acestora se incadreaza in limitele admise de
normativele Organizatiei Internationale a Viei si Vinului (OIV, 2020). Avand in vedere ca
pentru obtinerea acestora s-a folosit acelasi vin-baza, posibilele diferente sunt puse pe
seama inocularii diferitelor tipuri de levuri in vederea desfasurarii fermentatiei secundare.
S-au observat modificari minore ale principalilor parametri fizico-chimici analizati in la
11 luni de la producerea probelor, comparativ cu rezultatele Tnregistrate la 6 luni.

In ceea ce priveste densitatea si aciditatea titrabili, se pot observa diferente
semnificative intre variantele de vin spumant si vinul-baza utilizat pentru producerea
acestuia. Probele experimentale finale (vinurile spumante) au prezentat cea mai mare
aciditate totala in V2 - IOC DIVINE™ si V3 - LEVULIA CRISTAL™ (6,9 g¢/L acid
tartric), iar cea mai micd valoare a fost inregistratd in varianta V4 - |OC 18-2007™
(6,6 g/L acid tartric). Nivelul pH-ului nu a fost influentat de tipul de levuri inoculate
pentru fermentatia secundara. La 11 luni de pastrare, S-au inregistrat scaderi minore ale
valorii densitdtii, a zaharurilor reducatoare, dar si a aciditatii vinurilor spumante,
comparativ cu rezultatele obtinute initial (la 6 luni).

Cea mai scazutd productie de SO, a fost inregistrata in variantele V2 - 10C
DIVINE™ (49 mg/L) si V3 - LEVULIA CRISTAL™ (51 mg/L) pentru prima etapa de
analize (6 luni) Cantitatea de SO, se diminueaza in timp, valorile fiind usor mai scazute la
11 luni de pastrare. In ceea ce priveste aciditatea volatild, proba V2 - IOC DIVINE™ a
afisat cea mai mare valoare (0,35 g/L acid acetic), inregistrdind diminuari majore pe
perioada pastrarii (de la 6 la 11 luni).

In general, toate levurile au reusit si finalizeze fermentatia (continut de zaharuri
reziduale sub 2 g/L). Cantitatea de zaharuri totale (0,7-3,4 g/L) in variantele V2 - 10C
DIVINE™ si V3 - LEVULIA CRISTAL™ este aproximativ doud ori mai mare
comparativ cu probele V1 - I0C FIZZ™ si V4 - |OC 18-2007™. In functie de nivelul
zaharurilor remanente, probele experimentale pot fi Tncadrate ca vinuri spumante brute.
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Concentratia alcoolica a vinurilor spumante analizate a variat de la 11,3 % vol.
(V2 si V4) pana la 11,6 % vol. (V1 si V3).

Parametri precum densitatea, aciditatea totala, zaharurile reziduale si extractul
nereductor au valori dependente, cu diferente importante intre esantioane. Rezultate
comparabile au fost prezentate de Benucci si Esti (2020).

Analiza variantei a indicat diferente semnificative intre caracteristicile fizico-
chimice ale probei martor si a celor care au continut levuri (p < 0,001 pentru majoritatea
parametrilor). De asemenea, valorile au fost influentate si de tipul levurilor inoculate (p <
0,001 pentru majoritatea perechilor de medii, p < 0,05 pentru aciditatea volatila in ambele
perioade de analiza, diferente nesemnificative pentru densitate). in urma aplicirii testului
post-hoc Tukey HSD, s-au evidentiat perechile de variante care s-au diferentiat
semnificativ pentru fiecare indicator fizico-chimic in parte. Astfel, in cazul densitatii,
diferentele au vizat proba martor (V0) comparativ cu variantele V1, V2, V3 si V4, care au
continut levuri.

Datele indica o influentd minora asupra calitatii fizico-chimice la probele n care
s-au inoculat levuri. Cele mai mari diferente s-au remarcat in functie de momentul
determinarii (6 luni si 11 luni), dar si intre proba martor si variantele cu levuri. Tn Tabelele
4.3 si 4.4 sunt prezentate comparativ rezultatele testului post-hoc.
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Tabelul 4.1: Parametri fizico-chimici generali ai probelor dupa 6 luni de pastrare

Table 4.1: General physico-chemical parameters of the samples after 6 months of storage

Aciditate Aciditate Concentratie Extract sec
titrabila latila . SO, lib i
Variante Densitate fra 1'a Vo 'a alcoolica 2 I10er SO, total Zaharurl nereducator pH
(9/L acid (9/L acid (mg/L) (mg/L) reziduale (g/L)
. i (% vol.) (g/L)
tartric) acetic)
VO 0,9932+0,0001 6,3+0,00 0,30+0,00 12,5+0,01 18+0,10 72+0,47 3,440,13 17,0+0,14 2,9+0,00
Vo’ 0,9921+0,0001 6,2+0,01 0,30+0,01 10,5+0,00 17+0,00 710,00 3,2+0,07 15,2+0,13 2,8+0,00
V1 0,9905+0,0000 6,7+0,01 0,30+0,01 11,6+0,02 540,00 560,40 0,7+0,02 14,5+0,02 3,1+0,00
V2 0,9908+0,0001 6,9£0,00 0,35+0,01 11,3+0,00 540,00 49+0,20 1,9+0,01 13,3+0,05 3,2+0,00
V3 0,9906+0,0001 6,9£0,00 0,30+0,00 11,6+0,00 540,14 51+0,47 1,9+0,01 13,5+0,01 3,0+0,00
V4 0,9907+0,0000 6,6+0,01 0,30+0,00 11,3+0,01 840,14 64+0,00 0,7+0,02 14,3+0,00 3,0+0,00
Valoarea
Pearson 0,1376™ 0,0901™ 0,0168" 0,0181" 0,0000™" 0,0211" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™"
(V1-v4)
Valoarea
Pearson 0,0001™" 0,0000™" 0,0195" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™"
(V0-V4)

Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii Tn triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost
efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzind varianta martor, fara levuri (V0’-V4). VO — Vinul-baza, inainte de aplicarea
procedeului de osmozi inversa; VO’ — Vinul-baza, dupi aplicarea procedeului de osmozi inversi; V1 — 10C FIZZ™ (IOC, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE™, (I0C, Mardeuil, Franta);
V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferenti nesemnificativi statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera
semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ,

la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.2: Parametri fizico-chimici generali ai probelor analizate la 11 luni

Table 4.2: General physico-chemical parameters of the samples analyzed at 11 months

Aciditate Aciditate Concentratie Extract sec
titrabila . L SO, lib i
Variante Densitate ! /1|~_a l_: volatila alcoolica i /lLer S?n’?gflol_t)a : rez?:S:ILU(SIL) nereducitor pH
(gt]a rtr?g; (9/L acid acetic) (% vol.) (mg/L) (o/L)
vo’ 0,9920+0,0001 6,24+0,01 0,25+0,01 10,6+0,00 17+0,10 700,07 2,1+0,05 13,2+0,10 2,8+0,00
VI’ 0,9904+0,0000 6,50+0,00 0,26+0,01 11,8+0,00 410,00 51+0,05 0,6+0,01 11,5+0,04 3,1+0,00
V2’ 0,9907+0,0001 6,50+0,01 0,23+0,02 11,5+0,01 4+0,00 410,10 1,1+0,19 12,3+0,07 3,2+0,00
V3’ 0,9905+0,0001 6,50+0,00 0,24+0,00 11,1+0,00 6+0,28 42+0,20 1,5+0,19 10,5+0,02 3,0+0,00
v4 0,9906+0,0000 6,40+0,01 0,33+0,00 11,8+0,01 6+0,28 61+0,00 0,7+0,02 12,3+0,01 3,0+0,00
Valoarea
Pearson 0,1376™ 0,0013" 0,0105 0,0060™" 0,0007"" 0,0007"" 0,0008™" 0,0000™" 0,0000™"
(V1°-V4’)
Valoarea
Pearson 0,0001™" 0,0000™" 0,0074™ 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0004™" 0,0000™" 0,0000™"
(V0’-V4%)

Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost
efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzind varianta martor, fard levuri (V0’-V4). VO’ — Vinul-baza, dupa aplicarea
procedeului de osmoza inversi; V1 — I0C FIZZ™ (IOC, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE™, (IOC, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL"™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C
18-2007 " (I0C, Mardeuil, Franta); ns — diferenta nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doua
medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.3: Rezultatele testului post-hoc Tukey HSD asupra parametrilor fizico-chimici determinati la 6 luni de pastrare

Table 4.3: Tukey HSD post hoc test results on the determined physicochemical parameters on 6 months of storage

Perechi : Aciditatea Aciditatea Concentratia . Zaharuri Extract sec
analizate Densitate titrabila volatila alcoolica SO, liber SO, total reducitoare nereducator pH

VO’ - V1 0,0010™ 0,0010™ 0,8999™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
VO’ - V2 0,0010™ 0,0010™ 0,0303" 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V0’ - V3 0,0010™ 0,0010™ 0,8999™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
VO’ - V4 0,0010™ 0,0010™ 0,8999™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™

_ V1-V2 0,1776™ 0,0010™ 0,0303" 0,0010™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™

5

© V1-V3 0,8742" 0,0010™ 0,8999™ 0,8999"™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V1-V4 0,4515"™ 0,0014™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,8999"™ 0,0199" 0,0010™
V2-V3 0,4515™ 0,8999™ 0,0303" 0,0010™ 0,8999"™ 0,0233" 0,8999™ 0,0199" 0,0010™
V2 -V4 0,8742™ 0,0010™ 0,0303" 0,8999™ 0,0010™ 0,0010” 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V3-V4 0,8742™ 0,0010™ 0,8999™ 0,0010” 0,0010™ 0,0010” 0,0010™ 0,0010™ 0,5566™

82

Analiza post hoc a fost efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzand varianta martor, fara levuri (V0’-V4). VO’ — Vinul-

™

baza, dupa aplicarea procedeului de osmozi inversa; V1 — 10C FIZZ™ (IOC, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE™, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San
Polo, Italia); V4 — IOC 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferentd nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii diferd semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p

< 0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.




Tabelul 4.4: Rezultatele testului post-hoc Tukey HSD asupra parametrilor fizico-chimici determinati la 11 luni de pastrare

Table 4.4: Tukey HSD post hoc test results on physicochemical parameters determined at 11 months of storage

Perechi : Aciditatea Aciditatea Concentratia : Zaharuri Extract sec
analizate Densitate titrabila volatila alcoolica SO, liber SO, total reducitoare nereducitor pH
VO’ - V1 0,0002™ 0,0010™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
VO’ - V2 0,0007™ 0,0010™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0030™ 0,0010™ 0,0010™
V0’ -V3 0,0003™ 0,0010™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0277* 0,0010™ 0,0010™
VO’ - V4 0,0005™ 0,0010™ 0,0183" 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
= V1-V2 0,2529™ 0,8999"™ 0,4058 0,0010™ 0,8999™ 0,0010™ 0,0561™ 0,0010™ 0,0010™
=}
—
- V1-V3 0,9231™ 0,8999"™ 0,6974"™ 0,0010™ 0,0030™ 0,0010™ 0,0048™ 0,0010™ 0,0010™
V1-V4 0,5577™ 0,0014™ 0,0316" 0,8999" 0,0030™ 0,0010™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,0010™
V2-V3 0,5577™ 0,8999™ 0,8999™ 0,0010™ 0,0030™ 0,1698" 0,1208™ 0,0010™ 0,0010™
V2-V4 0,9231™ 0,0014™ 0,0070" 0,0010” 0,0030" 0,0010” 0,1208™ 0,8999™ 0,0010™
V3-V4 0,9231™ 0,0014™ 0,0111" 0,0010” 0,8999™ 0,0010” 0,0082" 0,0010™ 0,5566™

Analiza post hoc a fost efectuatad prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzind varianta martor, fara levuri (V0’-V4).
V0’ — Vinul-bazi, dupa aplicarea procedeului de osmozi inversi; V1 — I0C FIZZ™ (IOC, Mardeuil, Franta); V2 — 10C DIVINE™, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL

™

(AEB, San Polo, ltalia); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferenta nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie
95 %; ** p < 0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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4.2. Influenta levurilor asupra continutului de metale din vinurile
spumante

Profilul ionilor metalici al vinurilor spumante joaca un rol important in modularea
atributelor senzoriale ale acestora. Aceasta se datoreaza in principal reactiilor de oxido-
reducere, care influenteazd caracteristicile organoleptice precum culoarea vinului, aroma
si astringenta. Continutul in compusi volatili asociati cu arome ,,reductive” - nefavorabile
este influentat in mare masura de concentratiile reziduale ale ionilor metalici. Unii autori
au confirmat importanta ionilor aluminiu - Al, cupru - Cu, fier - Fe si zinc - Zn n
formarea unor astfel de compusi (de exemplu, hidrogen sulfurat si metantiol) (Viviers s.a.,
2013; Tariba, 2011). lonii metalici Al, Cu, Fe, Zn, cobalt - Co, mangan - Mn si nichel - Ni
au capacitatea de a cataliza reactii redox legate de oxidarea vinului (Kreitman s.a., 2016),
precum si turbiditatea si formarea tulburelii. Mai mult, continutul in ioni metalici a
vinurilor poate fi utilizatd pentru a determina autenticitatea acestora, ceea ce face esentiala
intelegerea modului in care practicile de vinificatie pot influenta profilurile ionilor
metalici reziduali Tn vinurile spumante (Pohl, 2007).

Factorii care afecteaza concentratiile reziduale de ioni metalici din vinurile finite
includ absorbtia din sol (de exemplu, Al, bariu - Ba, litiu - Li, magneziu - Mg, molibden -
Mo) (Volpe s.a., 2009). Aceste elemente pot fi introduse in vin si ca urmare a
administrarii unor tratamente agrochimice asupra culturii de vita de vie (calciu - Ca,
potasiu - K, sodiu - Na, Zn), a poluarii mediului (cadmiu - Cd, Co, crom - Cr, mercur -
HQ), a absorbtiei din echipamentele de vinificatie (de exemplu, Al, Cd, crom - Cr, Cu, Fe,
Zn), precum si prin administrarea agentilor de limpezire — bentonita, sulfat de cupru (de
exemplu, Al, Ca, Zn, Cr, Cu, Cd, Fe) (Pohl, 2007; Hopfer s.a., 2015; Bekker, Day si
Smith, 2019).

Concentratiile metalelor in probele analizate sunt ilustrate Tn Tabelele 4.5 si 4.6.
Compozitia metalelor din vin 1n timpul fermentatiei, maturarii si depozitarii nu este stabila
(Cotea s.a., 2009). Astfel, nivelul acestor compusi prezintd o importantd majora asupra
caracteristicilor de calitate si a stabilitatii vinurilor linistite, dar si spumante. De exemplu,
ionii de Ca, Mg, K si Na sunt implicati in metabolismul celular al levurilor prin
mentinerea nivelului corect de pH si al echilibrului ionic. Rezultatele arata o variabilitate
evidenta a continutului ionilor metalici mentionati. Cantitatea de K si Ca este ascendenta
pe parcursul pastrarii (de la 6 la 11 luni), pe cand nivelul ionilor de Mg si Na se
diminueaza considerabil pe perioada pastrarii.

In timpul fermentatiei, levurile consumi cantititi importante de ioni metalici, cum
ar fi Ca, Cu, Fe, K, Mg si Zn (Cotea s.a., 2009). De asemenea, in urma proceselor de
sedimentare si indepartare a drojdiei sunt eliminate cantitati importante ale ionilor metalici
analizati. Cu toate acestea, concentratii mai mari ale unor compusi (Zn, Fe, Cu, Ni, Mn)
au fost identificate Tn probele in care s-au inoculat levuri pentru cea de-a doua fermentatie.
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In plus, comparand concentratiile de Fe, Cu, Ni si Mn din probele V1-V4 se observi o
dinamica ascendentd in perioada de pastrare. Acest fenomen ar putea sugera
susceptibilitatea probelor de vin la aparitia tulburelii sau a sedimentarii, precum si
deprecierea calitatii senzoriale, corelate cu actiunea catalitica si oxidativa ale cationilor
studiati (in special Fe si Cu).

Tn ceea ce priveste nivelul de plumb — Pb, cea mai mare valoare fost inregistrati in
V3’. Galani-Nikolakaki s.a (2002) au presupus ca contaminarea cu acest compus in
vinurile analizate se datoreazd probabil poluarii mediului in urma noxelor emise de
masini, dar si din cauza contaminarii in timpul procesului de vinificatie. Acelasi lucru a
fost sugerat de Mena s.a. (1997) care au gasit, de asemenea, o diferenta semnificativa intre
concentratia de plumb a vinurilor rosii si albe.

In ceea ce priveste continutul de fier - Fe din vinuri, principala problema care apare
este instabilitatea vinurilor cAnd concentratia acestui ion metalic este mai mare de 10
mg/L. Potrivit lui Galani-Nikolakaki s.a. (2002), principala sursa de contaminare cu Fe
este solul, precum si ustensilele si masinile folosite in timpul productiei si procesarii.

Analiza variantei (Tabelele 4.5 si 4.6) evidentiazd o influentd semnificativa a
continutului de metale in functie de tipul levurilor inoculate. De asemenea, testul post-hoc
(Tabelele 4.7 si 4.8) indica perechile de medii intre care exista diferente semnificative (in
general, p < 0,01, cel putin doud medii fiind diferite semnificativ, la pragul de semnificatie
99 %, indiferent de momentul analizarii).
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Tabelul 4.5: Continutul de ioni metalici din probele experimentale analizate (HUg/L)
Table 4.5: The content of metal ions in the analyzed experimental samples (ug/L)

Variante K Valoarea Ca Valoarea Mg Valoarea Na Valoarea
VO’ 139,92+0,01 Pearson 28,24+0,02 Pearson 249,02+0,01 Pearson 296,00+0,03 Pearson
V1 553,07+0,01 124,7740,02 28,77+0,01 37,58+0,02
= V2 547,27+0,01 126,0040,02 28,82+0,02 43,38+0,01
5 0,0000™" 0,0000™" 0,007 0,0000™"
© V3 545,52+0,01 126,82+0,00 28,60+0,02 40,23+0,02
V4 556,61+0,02 127,2740,02 28,57+0,00 38,02+0,05
V1 530,54+0,01 126,29+0,02 28,87+0,00 24,20+0,04
= V2’ 552,17+0,01 124,7140,00 28,64+0,02 21,76+0,01
3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
pa V3’ 551,09+0,01 124,62+0,01 28,36+0,01 24,78+0,02
V4 527,52+0,01 124,65+0,00 28,17+0,03 24,26+0,00

Datele sunt exprimate ca media aritmeticd plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost
efectuata prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4). VO — Vinul-bazi, inainte de aplicarea procedeului de osmoza inversd; VO’ — Vinul-baza,

dupa aplicarea procedeului de osmoza inversa; V1 — 10C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — 10C DIVINE

™

™

, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo,

Italia); V4 — 10C 18-2007" (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferentd nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin dou medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p <

0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.6: Continutul de metale grele din probele experimentale analizate (Ug/L)

Table 4.6: Heavy metal content of the analyzed experimental samples (ug/L)

Variante

Mn

Zn

Fe

Cu

Ni

Pb

Valoarea Valoarea Valoarea Valoarea Valoarea Valoarea
Vo’ 668,8440,02 | 0N | 326.0340,01 Pearson 1214,65+0,03 Pearson 188124001 | earson 128114002 | FEON | o0go3p002 | FEATSON
V1 | 708,7640,02 380,09+0,01 1619,9+0,14 118,02+0,00 144,7540,07 449,9+0,04
= | vz | 689,83+004 377,53+0,00 1457,47+0,00 124,59+0,00 140,7440,01 nd
5 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™" 0,0000™"
© | v3 | 696,1840,01 387,35+0,03 1476,17+0,01 111,3+0,04 138,880,00 nd
V4 | 698,66+0,04 351,56+0,00 1433,72+0,02 113,2+0,02 145,9640,01 568,74+0,01
VI* | 706,65+0,02 216,30+0,01 1704,21+0,01 154,2740,01 143,0040,01 260,77+0,02
= | vz | 712174000 361,69+0,03 1536,80+0,04 152,9540,01 146,860,05 135,8340,03
2 0,0000™" 0,0000™ 0,0000™ 0,0000™ 0,0000™ 0,0000™"
S | v | 691,2440,05 315,80+0,00 1487,92+0,02 118,2540,02 144,69+0,01 631,85+0,01
va | 701,20+0,02 212,54+0,05 1505,59+0,01 118,660,02 169,1440,04 2,4640,02

Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost
efectuata prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4). VO — Vinul-bazi, inainte de aplicarea procedeului de osmoza inversd; VO’ — Vinul-baza,

dupa aplicarea procedeului de osmoza inversd; V1 — I0C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE

™

™

, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo,

Italia); V4 — 10C 18-2007" (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferentd nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin dous medii diferd semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p <
0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.7: Rezultatele testul Tukey HSD pentru principalii ioni metalici analizati
Table 4.7: Tukey HSD test results for the analyzed metal ions

Momentul analizei Perechi comparate K Ca Mg Na

V1-V2 0,0010™ 0,0010™ 0,2281"™ 0,0010™
V1-V3 0,0010™ 0,6578™ 0,0045™ 0,0010™

_ V1 - V4 0,0010” 0,0010™ 0,0024™ 0,0010™

5

© V2-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0017" 0,0010™
V2 - V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010” 0,0010™
V3-V4 0,0010™ 0,0010™ 0,5538" 0,0010™
V1-V2 0,0010™ 0,0010™ 0,0010” 0,0010™
V1-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0010” 0,0010™

= V1-V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010" 0,2486™

>

: Kk * Kk Kk

- V2 -V3 0,0010 0,0160 0,0010 0,0010
V2 -V4 0,0010™ 0,0380" 0,0010” 0,0010™
V3-V4 0,0010™ 0,6236™ 0,0029™ 0,0010™

Analiza post-hoc a fost efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzand varianta martor, fara levuri (V0’-V4). VO — Vinul-bazi, inainte de aplicarea procedeului de
osmoza inversa; VO’ — Vinul-baza, dupa aplicarea procedeului de osmoza inversa; V1 — I0C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE"™, (IOC, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL"™ (AEB, San Polo, Italia); V4 —
10C 18-2007™ (I0C, Mardeuil, Franta); ns — diferentd nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de
semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.8: Rezultatele testul Tukey HSD pentru metalele grele

Table 4.8: Tukey HSD test results for heavy metals

Momentul Perechi Mn Zn Fe Cu Ni Pb
analizarii comparate
V1-V2 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010" 0,0010™ 0,0010™
V1-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010" 0,0010™ 0,0010™
_ V1-V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
5
© V2-V3 0,0010™ 0,0010" 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ -
V2 -V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V3-V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V1-V2 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V1-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
= V1-V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
3
= V2-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V2 - V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™
V3- V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™

Analiza post-hoc a fost efectuata prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzind varianta martor, fara levuri (V0’-V4). VO — Vinul-

baza, inainte de aplicarea

procedeului de osmoza inversd; VO’ — Vinul-bazi, dupi aplicarea procedeului de osmoza inversd; V1 — 10C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — 10C DIVINE"™, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™
(AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C 18-2007 * (I0C, Mardeuil, Franta); ns — diferenta nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin
doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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4.3. Impactul levurilor asupra continutului in acizi organici

Prezenta principalilor acizi organici si concentratiile acestora in probele de vinuri
spumante analizate sunt prezentate in Tabelul 4.9.

Acizii organici din vin provin in special de la materia prima, Tn urma tratamentelor
administrate sau pot fi formati in timpul desfasurarii proceselor metabolice ale
microorganismelor. Dintre acizii organici prezenti in struguri, cei mai abundenti in must si
vin sunt acizii tartric si malic, in timp ce acidul citric se gaseste de obicei in proportii mai
mici. Acizii succinic, lactic si acetic constituie de reguld produsi ai reactiilor chimice
(Robles s.a., 2019). Acesti compusi manifestd un rol esential asupra procesului de
vinificatie si a calitatii produsului finit, manifestand o influentd directda asupra
caracteristicilor de culoare, dar si a perceptiei senzoriale. Cuantificarea acizilor organici
din vinurile spumante permite monitorizarea proceselor chimice si microbiologice
importante 1n diferitele etape ale vinificatiei (fermentatii alcoolice si malolactice, procesul
de maturare pe levuri etc.). Acesti compusi au importantd in detectarea modificarii si
alterarii vinurilor (Ivanova-Petropulos s.a., 2020). In plus, acizii prezenti in vinuri asigura
dezvoltarea si vitalitatea drojdiei in timpul fermentatiei si prezinta rol protector impotriva
bacteriilor daunatoare. Vinul poate asigura un aport important de acizi organici, care
manifestd actiuni benefice aupra sanatatii consumatorilor (de exemplu, asigura absorbtia
fierului) (Teliban, 2021).

Un nivel optim de acizi organici asigura caracterul echilibrat, proaspat si racoritor al
vinurilor, pe cand proportiile ridicate vor imprima gust acru intens.

Rezultatele evidentiaza un continut mai ridicat in acizii organici analizati in cazul
vinului-baza, comparativ cu vinurile spumante obtinute ulterior. Acidul malic reprezinta,
alaturi de cel tartric, aproximativ 90 % din totalul acizilor organici din vin (Robles s.a.,
2019). Probele analizate au prezentat valori cuprinse ntre 6,33 g/L (V1) si 6,46 g/L (V2)
acid malic la determindrile realizate dupa 6 luni de pastrare si intre 5,61 g/L (V3’) si 6,63
g/L (V2’) dupa 11 luni. Tn Tabelul 4.9 se poate observa o tendintd crescitoare a
concentratiei acidului malic intre 6 si 11 luni de pastrare a majoritatii variantelor, cu
exceptia probei V3, unde continutul acestuia a inregistrat scaderi importante in timp.
Acest fenomen se poate datora capacitatii diferite a fiecariei levuri de a metaboliza acidul
malic. Rezultatele evidentiaza ca probele care contin cele mai mici cantitati de acid malic,
se caracterizeaza in general printr-un continut mai ridicat de acid succinic, ca urmare a
convertirii primului compus in cel ce-al doilea, sub actiunea levurilor (Teliban, 2021).
Variati similare ale concentratiei acidului malic in vinurile linistite au fost raportate de
Teliban (2021).

Dupa acidul malic, cel mai abundent compus a fost acidul tartric, cu o concentratie
medie cuprinsa intre 0,99 g/L si 5,97 g/L, valori similare celor publicate si de Jaganatik
Korenica (2020), Caliari s.a. (2014), Gallardo-Chacén s.a. (2010) si Sartor s.a. (2019).
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Conform Tabelului 4.9, concentratiile acestui compus raman aproape constante intre cele
doud momente de analizd (6 luni si 11 luni), inregistrandu-se o usoara scadere in cazul
variantei V3 si crestere in proba V4. Tn general, acidul tartric nu este metabolizat in timpul
proceselor biochimice desfasurate, dar diminuari cantitative pot fi inregistrate in cazul
unor mecanisme fizico-chimice, cum ar fi precipitarile tartrice.

Alaturi de primii doi acizi prezentati, acidul citric contribuie semnificativ la
definirea culorii si stabilitatii vinurilor spumante. Acest compus este important in
procesele metabolice (ciclul Krebs), fiind folosit ca agent de acidificare in alimente si
bauturi. La vinuri, o cantitate mai mare de acid citric permite decelarea falsificarii
(Ivanova-Petropulos s.a., 2020). Acidul citric poate fi metabolizat partial sau total de catre
bacteriile acidului lactic, fiind in continuare transformat in acid acetic. De asemenea,
metabolismul acidului citric este responsabil pentru formarea diacetilului, acetoinei si 2,3-
butandiolului. Aroma de unt gasitd in unele vinuri este produsd pe calea diacetilului
(Waterhouse s.a., 2016; Lima s.a., 2015, 2020, 2022). Acidul citric a fost prezent in toate
probele de vinuri spumante, in concordantd cu rezultatele publicate de Gallardo-Chacon
s.a. (2010) si in contradictie cu datele obtinute de Caliari s.a (2015) si Sartor s.a (2019)
unde nu a fost detectat. Valorile au variat de la 0,58 g/L (V1 si V3) — 0,61 g/L (V4) la 6
luni si 0,51 g/L (V3 si V4) — 0,59 g/L (V1) la 11 luni. Rezultatele obtinute indica valori
mai mari ale acidului citric la vinurile spumante in comparatie cu rezultatele obtinute de
Teliban (2021) in vinuri linistite obtiute din soiul Aligote.

Concentratiile de acid lactic au variat in functie de activitatea drojdiei, fiind de
obicei format din degradarea acidului malic. Cele mai mai valori ale acestui compus au
fost determinate la probele V1 (0,42 g/L) si V4 (0,40 g/L) dupa 6 luni de pastrare, urmand
sa inregistreze acumulari importante pana la 11 luni.

Acidul succinic se formeaza la inceputul fermentatiei, fiind dependent de tulpina de
levuri inoculate si variaza in functie de compozitia in azot a mediului (Waterhouse s.a.,
2016). Acidul succinic se formeaza in cazul levurilor Saccharomyces cerevisiae prin patru
cai:

(a) calea reductiva a ciclului acidului tricarboxilic;

(b) calea oxidativa a ciclului tricarboxilic;

(c) ciclul glioxilatului;

(d) catabolismul aminoacizilor prin aspartat si glutamat (Ferreira si Mendes-Faia,
2019).

In ceea ce priveste probele analizate in prima etapa, cel mai mare continut de acid
succinic a fost identificat la probele V3 si V4 (0,31 g/L), urmate de V2 (0,20 g/L) si V1
(cu 0,18 g/L), in vinul-baza gasindu-se valori de 8 - 10 ori mai mari. Continutul de acid
succinic a crescut pe perioada pastrarii in toate variantele.
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Acidul shikimic poate fi identificat intr-o gama larga de fructe si poate oferi
informatii asupra trasabilitatii si autenticitatii vinurilor. Concentratiile acestui compus au
variat de la 4,14 mg/L (V1) la 4,61 (V4) mg/L in primul set de determinari (6 luni). Aceste
valori au scazut dupa 6 luni de pastrare la majoritatea probelor.

In vinurile spumante analizate, nivelul acidului fumaric a inregistrat o usoara
scadere odata cu cresterea timpului de pastrare. Astfel, se observa 0 reducere importanta la
11 luni de depozitare, comparativ cu rezultatele obtinute la 6 luni.

Rezultatele nu au indicat diferente majore in ceea ce priveste concentratia
principalilor acizi organici si valorile pH-ului. Intr-o primi etapd (Tabelul 4.9),
concentratia acizilor organici a prezentat variatii minore 1n raport cu tipul de levuri
inoculate pentru cea de-a doua fermentatie (p > 0,05). Modificari semnificative au fost
obtinute intre cele doua momente de analiza (6 si 11 luni de pastrare). De exemplu, n
cazul acidului malic, analiza post-hoc (Tabelul 4.10) a evidentiat diferente semnificative
(p < 0,05) intre mediile probelor V1-V2, V1-V4 si V2-V3 pentru determinarile efectuate
la 6 luni de la pastrare. In continuare, analizele realizate la 11 luni au aritat diferente
semnificative (p < 0,01) intre grupurile V1-V2, V1-V3, V2-V3 si V3-V4.
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Tabelul 4.9: Acizii organici identificati in materia prima a vinului si in vinurile spumante analizate
Table 4.9: Organic acids identified in the raw material of the wine and in the analyzed sparkling wines

Variante Acid malic (g/L) Aci?g’;i;tric Aci((jn:S/illf;mic Aci((é/lﬁ)ctic Aci(cé]/ali:)etic Aci((é/(lz_i)tric Acid(;fli:)cinic Aci?Jgu/garic
VO 2,84+0,03 5,97+0,01 15,97+0,04 0,36:£0,00 0,85+0,02 0,40+0,02 1,0740,02 9,74+0,02

V1 6,33+0,02 1,39:40,00 4,14+0,04 0,42+0,02 0,38+0,01 0,58+0,00 0,18+0,04 34,54+0,04
= V2 6,46:+0,02 1,4240,05 4,36+0,02 0,38:£0,00 0,39+0,00 0,59:+0,01 0,20+0,01 40,43+0,03
E
© V3 6,35+0,01 1,4040,01 4,2740,00 0,38:+0,01 0,38+0,01 0,58+0,01 0,31+0,00 32,3140,00

V4 6,4240,00 1,4140,01 4,6140,00 0,40+0,00 0,39+0,05 0,61+0,00 0,3140,02 33,34+0,01

Valoarea Pearson 0,0105" 0,7797" 0,0002" 0,1627" 0,9708" 0,1069" 0,0139" 0,0000™
(V1-V4)

VI 6,4240,02 1,3940,02 4,0240,00 0,63+0,04 0,39+0,00 0,59:+0,00 0,29+0,01 32,05+0,01
= V2 6,63+0,00 1,4240,00 4,29+0,01 0,60:£0,00 0,3840,02 0,5740,01 0,3040,05 36,84+0,00
3
= V3 5,61+0,05 0,99+0,04 4,68+0,02 1,1240,02 0,21+0,04 0,51+0,05 0,22+0,00 15,65+0,01

va 6,51+0,00 1,45+0,00 4,31+0,07 0,58:+0,02 0,3740,02 0,51+0,02 0,1740,01 31,7740,01

Valoarea Pearson 0,0000"" 0,0002" 0,0003™ 0,000 0,0095" 0,1430™ 0,0337" 0,0000""

(V1-V4)

Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost
efectuata prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4). VO’ — Vinul-baza, dupa aplicarea procedeului de osmoza inversd; V1 — IOC FIZZ™ (10C,

Mardeuil, Franta); V2 — 10C DIVINE

™

, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C 18-2007™ (I0C, Mardeuil, Franta); ns — diferenta

nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie
99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.10: Rezultatele analizei post-hoc Tukey HSD pentru acizii organizi analizati
Table 4.10: Tukey HSD post hoc analysis results for the analyzed organic acids

Perechi analizate Ac. malic Ac. tartric Ac. shikimic Ac. lactic Ac. acetic Ac. citric Ac. succinic Ac. fumaric
V1-V2 0,0122" 0,7475™ 0,0034™ 0,1932™ 0,8999"™ 0,7475™ 0,8616™ 0,0010™
V1-V3 0,7742™ 0,8999"™ 0,0235" 0,1932™ 0,8999"™ 0,8999"™ 0,0267" 0,0010™

= V1-V4 0,0437" 0,8999" 0,0010™ 0,6236" 0,8999"™ 0,1245™ 0,0267" 0,0010™

5

© V2-V3 0,0222" 0,8999"™ 0,0779"™ 0,8999™ 0,8999" 0,7475™ 0,0467" 0,0010"
V2 - V4 0,3597" 0,8999"™ 0,0021™ 0,6236™ 0,8999"™ 0,3220™ 0,0467" 0,0010™
V3 - V4 0,0951"™ 0,8999"™ 0,0010™ 0,6236™ 0,8999™ 0,1245™ 0,8999"™ 0,0010™
V1-V2 0,0091™ 0,6649™ 0,0076™ 0,7339™ 0,8999" 0,8999"™ 0,8999" 0,0010”
V1-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0010™ 0,0119" 0,2049"™ 0,2334" 0,0010”

= V1-V4 0,1434" 0,2289" 0,0058" 0,4231™ 0,8943" 0,2049"™ 0,0529" 0,0010”

5 V2-V3 0,0010™ 0,0010™ 0,0019™ 0,0010™ 0,0146"™ 0,3717"™ 0,1697™ 0,0010™
V2 - V4 0,0624"™ 0,6649™ 0,8999"™ 0,8943™ 0,8999"™ 0,3717™ 0,0408" 0,0010™
V3 - V4 0,0010™ 0,0010™ 0,0023™ 0,0010™ 0,0182" 0,8999"™ 0,4424" 0,0010”

Analiza post-hoc a fost efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4), dar si incluzind varianta martor, fara levuri (V0’-V4). VO — Vinul-
bazi, inainte de aplicarea procedeului de osmozi inversi; VO’ — Vinul-baza, dupa aplicarea procedeului de osmoza inversi; V1 — 10C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE™,
(IOC, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — I0C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferenti nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin
doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doua medii diferd semnificativ, la pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii
difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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4.4. Influenta levurilor asupra profilului de aroma al vinurilor
spumante

Profilul de aroma constituie un factor major care determina caracterul si calitatea
vinului spumant, dar si acceptabilitatea si competitivitatea acestuia pe piatd. Metoda
traditionald genereaza de obicei un profil senzorial bogat (Martinez-Rodriguez s.a., 2001c)
cu peste 800 de compusi diferiti care reprezinta fractiunea volatila a vinului, insa doar
cativa dintre acestia imprima miros (Torrens s.a., 2008; Carpentieri s.a., 2019). Fractia
volatila cuprinde mai multe clase de compusi organici din vinurile spumante, cum ar fi
esteri, alcooli, acizi organici, cetone, aldehide si terpene (Howard s.a., 2005).
Concentrarea lor depinde de varietatea strugurilor, de aspectele meteorologice sau
biologice si de practicile de vinificatie (Sanchez-Palomo s.a., 2005; Nascimento, 2018).
Activitatea tulpinilor de levuri in timpul fermentatiei alcoolice este considerata un agent
semnificativ care contribuie la fractia volatila si caracteristicilor organoleptice a vinurilor
spumante (Escudero s.a., 2000). Complexitatea profilului de aromd pe parcursul
fermentatiei creste semnificativ datoritd sintezei de compusi volatili de catre levurile
Saccharomyces cerevisiae. Tipul si cantitatea substantelor volatile sintetizate depind de
mai multi factori, de exemplu concentratia de azot a mustului, conditiile de temperatura de
fermentatie si tulpina de drojdie inoculatd (Molina s.a., 2007).

Compusii volatili pot fi obtinuti dintr-o varietate de surse (materie prima,
fermentatii sau stadiu de maturare-anvechire) si au proprietati fizico-chimice distincte,
cum ar fi polaritatea, volatilitatea si impactul mirosului ca rezultat al gruparilor
functionale existente in moleculd (Bosch-Fuste s.a., 2007; DiGianvito s.a., 2018).
Alcoolul etilic este predominant in vinurile spumante si poate modifica perceptia
senzoriala a compusilor de aroma.

Levurile manifesta un rol important in definirea caracteristicilor vinului spumant,
inclusiv a concentratiei alcoolice, a proportiei dioxidului de carbon, a prezentei
manoproteinelor si a precursorilor unor diferiti compusi de aroma, cét si a capacitatii de
spumare. Potrivit lui DiGianvito s.a. (2018), tulpinile de Saccharomyces cerevisiae cu
grade diverse de floculare pot genera o diversificare substantiala a moleculelor de aroma
din punct de vedere cantitativ si calitativ. Intrucit fermentarea in butelii a vinurilor
spumante este de obicei realizatd de putine produse oenologice pe bazd de tulpini de
Saccharomyces cerevisiae (Vigentini s.a., 2017), s-ar putea sugera exploatarea inmultirii
naturale a populatiei de levuri care a urmarit producerea variabilitatii vinurilor spumante
in etapa de refermentare. Toate tipurile de levuri pot contribui la formarea compusilor
volatili prin c@i metabolice specifice. Rezultatele obtinute la sfarsitul perioadei de
maturare pe drojdii demonstreaza ca se obtin variatii importante intre probe pentru nivelul
de alcool, presiunea de dioxid de carbon atinsa si trasaturile senzoriale ale probelor finale.

Numeroase studii s-au concentrat asupra compusilor volatili ai vinurilor spumante
si a implicatiei senzoriale a acestora (Mufioz-Redondo s.a., 2020; Coelho s.a., 2009;
Nascimento s.a., 2018; Penacho s.a., 2012). Englezos s.a. (2019) a urmarit impactul unor
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preparatelor levuriene mixte de Starmerella bacillaris cu diferite tulpini de
Saccharomyces cerevisiae asupra configuratiei volatile si fizico-chimice a unor vinuri
obtinute din soiurile Barbera. Vinurile obtinute prin inocularea unor mixuri de culturi
levuriene au prezentat niveluri mai scazute de alcool etilic, acetat de etil si acid acetic, cat
si cantitati mai mari ale unor alcooli superiori si esteri cu miros placut comparativ cu cele
fermentate numai cu levuri Saccharomyces cerevisiae. Lencioni s.a. (2016) au studiat
evolutia compusilor volatili in timpul fermentatiei alcoolice cu amestecuri de tulpini
selectate de Zygotorulaspora florentina spp. si Saccharomyces cerevisiae spp. comparativ
cu fermentarea efectuatd numai cu Saccharomyces cerevisiae spp. Datele au aritat o
crestere semnificativa a 2-feniletanolului si o reducere a substantelor volatile aciditatea in
cazul variantelor obtinute cu amestecuri de drojdii.

Compusii volatili cuantificati (reprezentati prin esteri, acizi, alcooli si terpene) au
fost separati in clasele lor chimice. Substantele identificate si descriptorii lor de miros
corelati sunt prezentati in Tabelul 4.11.

Esterii contribuie la caracteristicile senzoriale ale vinurilor, fiind principalii
responsabili pentru notele florale si fructate. Concentratiile acestora depind de diversi
factori, inclusiv speciile de levuri inoculate, temperatura, prezenta oxigenului in timpul
fermentatiei alcoolice si continutul de zaharuri (Martinez-Rodriguez, 2001; Vigentini s.a.,
2017). Majoritatea esterilor reprezinta produsi secundari ale actiunii metabolice levuriene,
rezultati sintetizate din esterificarea acizilor corespunzatori cu alcooli, care au fost activati
de acil-coenzima A sintetaza (Englezos s.a., 2019). Esteri precum octanoatul de etil,
decanoatul de etil, laureatul de etil, miristatul de izopropil, palmitatul de etil si oleatul de
etil au fost identificati in urma analizei prin gaz-cromatografie. Nivelurile lor au variat in
functie de levurile inoculate. Potrivit lui Mufioz-Redondo s.a (2020), mai multi esteri sunt
considerati markeri ai celei de-a doua fermentatii. Acetatul de izoamil este de obicei
derivat din metabolismul levurilor in timpul fermentatiei alcoolice. Acest compus
contribuie imprimarea unei arome fructate, similard bananei si conferd complexitate
vinurilor albe (Vigentini s.a., 2017). Concentratiile sale au variat de la 11,71 pg/L in proba
V2 la 22,78 ug/L in proba V4. Acetatul de 2-fenetil este produs Th general de levurile in
timpul etapei de maturare si se caracterizeaza prin note dulci de miere si flori. Cel mai
ridicat nivel al acestui compus a fost identificat Tn probele V1 si V3, in timp ce
concentratia cea mai mica a fost inregistrata in cazul variantei V2. Conform lui Genovese
s.a. (2013), decanoatul de etil (cu miros floral) si acetatul de 2-feniletil (aroma de
trandafir) pot prezenta efect sinergic, chiar si la niveluri reduse. Valorile acetatului de 2-
feniletil raportate de Torchio s.a. (2012) au fost comparabile cu rezultatele obtinute in
cadrul prezentului experiment (22,33 pana la 47,72 pg/L).

Succinatul de dietil se formeaza de obicei Tn timpul fermentatiei alcoolice.
Esantionul V2 a afisat cel mai inalt nivel al acestui compus (62,58 pg/L). Potrivit lui
Nascimento s.a (2018), succinatul de dietil a fost unul dintre cei mai relevanti esteri in
profilul volatil al vinurilor spumante Chenin Blanc. Potrivit lui Torrens s.a (2008) si Riu-
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Aumatell s.a. (2006), succinatul de dietil reprezinta unul dintre esterii specifici perioadei
de maturare. Proportiile acestora pot indica cresteri semnificative in timpul celei de-a doua
fermentatii, ca urmare a contactului cu celulele de drojdie.

Acizii pot proveni din strugurii materie prima dar pot rezulta si in urma reactiilor
chimice desfasurate in timpul fermentatiei alcoolice. Concentratiile mari ale acidului
decanoic, coroborata cu valorile ridicate ale acidului octanoic determina un efect inhibitor
de duratd asupra cresterii si dezvoltdrii levurilor (Riu-Aumatell s.a., 2006; Delfini s.a.,
2001). Tn probele analizate, continutul de acid octanoic a variat de la 580,64 ug/L in
varianta V1 la 258,79 pg/L in proba V2. Acidul decanoic a atins o concentratie maxima in
proba V1 (145,25 pg/L) si o valoare minima in proba V2 (11,36 pg/L).

Alcoolii reprezinta componente aromatice secundare derivate din transformarea
zaharurilor si a aminoacizilor in timpul procesului de fermentatie si cu o influenta
semnificativa asupra profilului senzorial al vinurilor spumante (Nascimento s.a., 2018;
Caliari s.a., 2015). In ceea ce priveste nivelul acestor compusi, alcoolul izoamilic,
4-octanolul, 1-heptanolul si 2-feniletilul au fost reprezentativi in probele analizate.
Alcoolul izoamilic reprezinta, in general, mai mult de 50 % din alcoolii responsabili de
nota de fuzel (Ribéreau-Gayon s.a., 2004). Probele experimentale au prezentat cantitati de
la 1019,50 pg/L alcool izoamilic in proba V3, la 485,91 pg/L n cazul variantei V2. Acesti
compusi au fost identificati in proportii ridicate si in studiile realizate de Calugar s.a.
(2020), in cazul unor probe obtinute din soiul Muscat Ottonel.

O mica parte din alcoolii fuzel pot proveni din aldehidele derivate din struguri
(Bidan s.a., 1975; Nykénen, 1986). Formarea alcoolilor superiori in etapa de fermentatie
este de obicei influentata de tehnicile de vinificatie aplicate, de tipul levurilor inoculate, de
nivelul redus al aminoacizilor, temperatura scazuta, cat si de valoarea scazuta a pH - ului
(Nykénen, 1986; Etievant, 1991). Cantitatea de alcooli superiori produsd in timpul
fermentatiei variaza semnificativ in functie de drojdia inoculata. Compusul 1-heptanol a
fost identificat Tn cantitati mari in varianta V2, asigurand un miros vegetal placut si note
fructate (mere si banane). In toate probele analizate a fost detectat alcool feniletilic, un
compus volatil cu miros placut dulce, floral si nota de miere. Cantitati mai mari ale acestui
compus au fost identificate Tn probele V1 (1150,12 pg/L) si V4 (683,46 pg/L). Prezenta sa
in vin se poate datora degradarii aminoacizilor, asa cum se arata in reactiile Ehrlich.
Productia de alcool feniletilic depinde de temperatura mediului si a tulpinilor de levuri
inoculate (Satyanarayana s.a., 2009). Datele publicate de Torrens s.a. (2008) si Jagati¢
Korenika s.a (2020) au prezentat, de asemenea, proportii mari de alcool feniletilic.

Terpenele reprezinta metaboliti secundari care provin din struguri. Biosinteza
monoterpenelor de citre Saccharomyces cerevisiae in absenta precursorilor derivati din
struguri a fost indicata a fi o posibila sursa de compusi volatili in vin (Carrau s.a., 2008).
Potrivit lui Lengyel (2012), acestia au un rol important in definirea mirosului floral,
similar celui de trandafir, fiind de obicei corelat cu soiul Muscat de Alexandria si
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Frontignac blanc. Linaloolul ofera vinurilor o aroma florala proaspata, condimentata, cu
note de lamaie. Proportii mari de L-linalool sunt de obicei specifice soiurilor aromate si
semi-aromate, precum Muscat Ottonel, Tamdioasa Romaneascd, Sauvignon blanc si
Feteasca alba (Heroiu s.a., 1998). Varianta V1 a prezentat cel mai mare nivel de
L-linalool (138,86 pg/L), urmatda de V3 (120,43 pg/L, V4 (44,31 pg/L) si V2
(16,65 pg/L). Acest compus este transformat prin actiunea acizilor in geraniol, nerol si,
respectiv, terpineol (Lengyel, 2012). Dintre acestia, terpineolul contribuie la definirea
mirosului fructat (pepene galben) si floral (liliac). Compusul este format din monoterpene-
glicozide n mediu acid (Strauss, 1986). In urma analizei prin cromatografie de gaze, cea
mai mare concentratie a fost identificatd in V1 (42,79 pg/L), urmata de variantele V3
(41,40 pg/L), V2 (28,19 pg/L) si V4 (24,19 pg/L). Acest compus poate proveni din
struguri (in concentratii scdzute) si manifestd o perceptie olfactiva ridicata (Lengyel,
2012). Niveluri ridicate de linalool si terpineol au fost identificate si in vinurile Moscato
Giallo studiate de catre Marcon s.a. (2019). De asemenea, concentratii comparabile de
linalool au fost identificate in vinurile Muscat de Alexandria de catre Lanaridis s.a (2002).

Datele au evidentiat un impact semnificativ pozitiv asupra profilului volatil in urma
suplimentarii levurilor. Se remarca faptul cd levurile inoculate in probele V1 si V3 au
manifestat cea mai mare influenta asupra majoritatii compusilor volatili studiati (p < 0,05).
Se respinge astfel ipoteza nuld conform careia levurile nu ar afecta profilul volatil al
vinurilor spumante. in ceea ce priveste rezultatele testului Tukey HSD (diferente
semnificative sincere) privind diferentele dintre diversele perechi de probe (Tabelul 4.12),
rezultate semnificative pot fi observate intre V1 si V3 in cazul 1-heptanolului si
terpineolului. In plus, diferente semnificative statistic intre probele V2 si V4 in ceea ce
priveste acidul butiric, linalolul si terpineolul. In cazul succinatului de dietil si acidului
decanoic, diferenta semnificativa a fost obtinuta intre variantele V3 si V4 (p < 0,05).

Analiza componentelor principale descrie variatiile compozitiei compusilor volatili
ai vinurilor spumante produse sub influenta unor diferite tulpini de levuri comerciale.
Tabelul 4.13 prezinta incarcarile factorilor pentru fiecare variabila, precum si valoarea
proprie (eigenvalue), cat si si varianta cumulativa. Variabilele marcate cu aldin manifesta
0 contributie majora la sensul explicativ al celor trei factori. Primul factor a descris 59,82
% din variabilitatea datelor si a fost strdns corelat cu majoritatea compusilor volatili
identificati (octanoatul si decanoatul de etil, acetatul de 2-fenetil, lauratul de etil, acidul
hexanoic, octanoic, decanoic si 9-decenoic, alcoolul izoamilic, 4-octanolul, alcoolul
feniletilic, linalolul L si a-terpineolul). Prin urmare, aceste componente prezinta corelatie
inalta cu majoritatea compusilor volatili identificati in probele analizate.

Figura 4.1 cuprinde primele doua componente principale, reprezentdnd aproximativ
85 % din variabilitatea totala a rezultatelor. Prima componenta principald care a explicat
cea mai mare parte a variabilitdtii totale a datelor (59,82 %) a fost strans corelata cu
acetatul de izoamil, etilul decanoatul, lauratul de etil, alcoolul izoamil si linaolul (au
prezentat in toate cazurile incarcari factoriale mai mari de 0,90). Pentru a doua
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componenta principald, succinatul de dietil si miristatul de izopropil au prezentat valori
ridicate si pozitive. Reprezentarile grafice specifice analizei in componente principale
(Figura 4.1) aratda o proiectie a variabilelor initiale in spatiul factorilor. Se evidentiaza
astfel o corelatie pozitiva a compusului 1-heptanol cu acidul butiric (r aproape de +1), dar
o corelatie negativa cu miristatul de izopropil (r aproape de —1). In plus, linaloolul si
decanoatul de etil sunt corelate pozitiv, in timp ce linaloolul si acidul butiric prezinta o
corelatie negativa. De asemenea, sunt corelate pozitiv octanoatul de etil, decanoatul de etil
si alcoolul izoamil, cele mai raspandite substante volatile din probele analizate. Pe de alta
parte, acestea sunt corelate negativ cu acidul butiric si 1-heptanolul (pozitionata in sens
opus). Diagrama din Figura 4.1 permite efectuarea de observatii si variabile pe o harta
bidimensionald si identificarea tendintelor. Dupd cum se poate observa in figura
mentionatd, variabilele raportate la factorul 1 permit diferentierea probelor dupa fractia
volatild. Intrucat unul dintre scopurile experimentului a fost evaluarea influentei drojdiilor
inoculate asupra fractiei volatile a vinurilor spumante experimentale, datele confirma ca
diferite preparate pot genera diferite concentratii ale compusilor volatili.

Harta termica (Heatmap) din Figura 4.2 a fost obtinutd folosind concentratia
identificata pentru fiecare compus volatil studiat, exprimand o evaluare vizuald a
corespondentelor (asemanari si diferente) privind fractia volatila a probelor. Culoarea
casetelor obtinute si intensitatea acesteia sunt folosite pentru a reprezenta modificarile
asupra concentratiei fiecarui compus. Culoarea rosie indica cele mai mari concentratii ale
fiecarui compus volatil, iar albastrul evidentiaza cea mai mica cantitate. Prima varianta se
remarcd pentru concentratii mai mari pentru majoritatea compusilor volatili, urmati de V3.
Aceasta inseamna ca levurile inoculate s-au dovedit a fi mult mai eficiente in imbogatirea
acesteia cu compusi de aroma.

Mai multe studii care analizeaza produse similare (Nascimento s.a., 2018;
DiGianvito s.a., 2018; Antonelli s.a., 1999; Escribano s.a., 2018) au raportat o influenta
semnificativa asupra compusilor volatili din vinul spumant si doar o actiune minora asupra
parametrilor fizico-chimici. Studiile existente referitoare la evolutia compusilor volatili pe
parcursul invechirii vinurilor spumante au prezentat rezultate opuse datorita diferitelor
circumstante experimentale si a degradarii si sintezei simultane a fractiei volatile care are
loc prin stadiul de maturare a vinului cu drojdie. Rezulta ca oricare dintre aceste procese
poate predomina in orice moment dat. Potrivit lui Torrens s.a. (2010) inocularea diferitelor
tulpini de levuri prezinta un impact semnificativ asupra compozitiei chimice si a profilului
volatil al vinurilor spumante, cu influente majore asupra profilului lor senzorial.

Din punct de vedere senzorial, vinurile spumante analizate se definesc prin note
intens fructate (banane, mere) si florale (flori de soc), asociate cu niveluri ridicate ale
esterilor (de exemplu, octanoatul de etil si decanoatul de etil). Din punct de vedere a
concentratiei 1n care se gasesc, compusii precum acetatul de izoamil, palmitatul de etil, 4-
octanolul sau 1-heptanolul nu au ardtat o contributie semnificativa asupra profilului
senzorial evidentiat.
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Tabelul 4.11: Influenta levurilor asupra concentratiei compusilor volatili
Table 4.11: Influence of yeasts on the concentration of volatile compounds

Nr | Compusi volatili (ng/L) V1 V2 V3 V4 Descriptori de aroma Referinte

Esteri

1 | acetat de izoamil 17,83+0,06* 11,710,15* 17,89+0,23* 22,78+0,11* fructat, banane Egggh'ﬁ‘“e 52

2 | octanoat de etil 7998,7240,15% | 528500£0,08% | 716247+0,21* | 6789594031 | [TUctal, banane, mere, Lopez s.a., 2002
ananas, pere, floral, dulce, sapun

3 decanoat de etil 2177,35+0,35* 985,37+0,20* 2126,20+0,11* 1593,61+0,30* fructat, mere, ceara, oleios Swiegers s.a., 2005

4 succinat de dietil 53,58+0,90* 62,58+0,01* 49,52+0,11* 54,40+0,57* fructat, floral, ceard, prafuit Lopez s.a., 2002

5 acetat de 2-feniletil 34,87+1,57* 22,33+0,81* 47,72+0,44* 28,18+0,16* floral, dulce, fructat, miere Torrens s.a., 2008

6 laurat de etil 162,34+0,51* 56,71+0,01* 136,25+0,45* 110,49+0,82* floral, fructat, vegetal, lemnos Vararu s.a., 2016

7 miristat de izopropil 14,87+0,17* 16,17+0,50* 15,99+0,11* 13,98+0,76* uleios, gras Vararu s.a., 2016

8 | palmitat de etil 15,6420,08* 7,89:0,15* 15,9840,15* 8,51£0,22% ceros, fructat, cremos si liptos cu o nuantd Torrens s.a., 2008
balsamica de vanilie i

9 oleat de etil 159,21+0,08* 132,12+0,16* 198,97+0,19* 108,42+0,23* gras, uleios, lactate, laptos, ceros, seu Torrens s.a., 2008

Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost
efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4). V1 — I0C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — I0C DIVINE™, (I0C, Mardeuil, Franta);
V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferenti nesemnificativi statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera
semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doua medii difera semnificativ, la pragul de semnificatiec 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ,

la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.11: Influenta levurilor asupra concentratiei compusilor volatili - continuare
Table 4.11: Influence of yeasts on the concentration of volatile compounds - contiunued

Nr | Compusi volatili (ng/L) | V1 V2 V3 V4 Descriptori de aroma Referinte
Acizi
10 acid butiric nd 9,81+0,57* nd 6,32+0,11* branza, rinced, dulce, animala Swiegers s.a., 2005
11 acid hexanoic 326,09+0,25* 189,98+0,11* 227,50+0,70* 230,34+0,45* gras, uleios Torrens s.a., 2008
12 | acid octanoic 580,64+3,22* 258,79+2,23* 367,50+0,40* nd branza Bidan s.a., 1975
13 acid decanoic 145,25+0,59* 11,36+0,06 13,01+0,06* 16,91+0,14* ranced, acru, uleios, neplacut, lemnos Hui s.a., 2010
14 | acid 9-decenoic 6,90+2,25 6,75+0,08* 4,37+1,30 4,00£2,20 portocala ceard, kiwi, fructat, lactat, castravete, |y, oo 2016
pepene galben

Alcooli
15 | alcool izoamilic 1001,47+0,23* 485,91+0,16* 1019,50+0,02* 693,63+0,50* alcool, lac de unghii, banane gggghez-Palomo §-2-s
16 4-octanol 5,62+0,59 5,53+0,75 6,13+0,40 5,14+0,56 - -

i * * « " verde, mucegai, cu frunze, violet, pe baza de .
17 | 1-heptanol 5,89+0,54 28,70+0,04 10,06+0,40 18,76+0,45 plante, verde, dulce, lemnos, bujor Swiegers s.a., 2005
18 | alcool feniletilic 1150,12+0,23* 884,56+0,14* 973,18+0,03* 683,46+0,01* floral, trandafir, trandafir uscat, apa de trandafiri Swiegers s.a., 2005
Compusi terpenici
19 | linalol 138,86£0,06* | 16,65:0,55* 120,43:0,01* | 44,31+2,22% \C/g:('jff floral, dulce, bois de rose, lemnos, afin Swiegers s.a., 2005
20 a-terpineol 42,79+0,40* 28,19+0,14* 41,40+0,02* 24,19+0,85* lemnos, pin, liliac, citrice, floral Vararu s.a., 2016

Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a tuturor variantelor experimentale. Analiza variantei a fost

efectuatd prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (Vl V4). V1 -

™

10C FIZZ™ (10C, Mardeuil, Franta); V2 —

10C DIVINE™

, (I0C, Mardeuil, Franta);

V3 — LEVULIA CRISTAL " (AEB, San Polo, ltalia); V4 — 10C 18- 2007 (I0C, Mardeuil, Franta); ns — diferentd nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii diferd
semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doud medii diferd semnificativ, la pragul de semmfca'gle 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doua medii difera semnificativ,
la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.12: Diferente semnificative evidentiate prin testul Tukey HSD
Table 4.12: Significant differences revealed by the Tukey HSD test

o ) 95 % din intervalul de incredere
Variabile Grupuri Diferenta Valoarea Pearson
Limita inferioara Limita superioara

succinat de dietil V3-V4 4,8800 0,0000™" 3,7558 6,0042

acid butiric V2 -V4 -3,4900 0,0000™" -4,0993 -2,8807

_ _ V2-V3 1,6500 0,0000™" 1,0073 2,2927
acid decanoic =

V3-V4 3,9000 0,0021 3,2573 4,5427

1-heptanol V1-v3 4,1700 0,0000™" 3,3200 5,0200

I-linalool V2-V3 -4,220 0,0011™ -6,6216 -1,8184

_ V1-V3 -1,3900 0,0065™ -2,3872 -0,3928
a-terpineol —

V2-V4 -4,0000 0,0000 -4,9972 -3,0028

Analiza post-hoc a fost efectuati prin compararea celor patru variante de vin spumant care au continut levuri (V1-V4). V1 - 10C FIZZ™ (10C, Mardeuil, Franta); V2 —
IOC DIVINE™, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta); ns — diferentd
nesemnificativa statistic; *p < 0,05 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 95 %; ** p < 0,01, cel putin doud medii difera semnificativ, la
pragul de semnificatie 99 %; *** p < 0,001 — cel putin doud medii difera semnificativ, la pragul de semnificatie 99,9 %.
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Tabelul 4.13: Incircarile factoriale ale probelor experimentale
Table 4.13: Factor loadings of the experimental samples

Factor 1 Factor 2 Factor 3
valori proprii 11,964 5,081 2,955
variabilitate (%0) 59,820 25,404 14,775
cumulat % 59,820 85,225 100,000
acetat de izoamil 0,264 -0,915 -0,305
octanoat de etil 0,924 -0,317 -0,211
decanoat de etil 0,944 -0,319 0,089
succinat de dietil -0,219 0,941 0,257
acetat de 2-feniletil 0,727 -0,308 0,613
laurat de etil 0,951 -0,287 -0,118
miristat de izopropil 0,234 0,844 0,483
palmitat de etil -0,261 -0,413 0,873
oleat de etil 0,664 0,231 0,711
acid butiric -0,964 0,186 -0,192
acid hexanoic 0,857 0,057 -0,512
acid octanoic 0,788 0,611 0,075
acid decanoic 0,753 0,326 -0,571
acid 9-decenoic 0,687 0,651 -0,321
alcool izoamilic 0,952 -0,232 0,202
4-octanol 0,832 -0,516 0,203
1-heptanol -0,973 0,228 0,012
alcool feniletilic 0,796 0,603 0,060
I-linalool 0,992 -0,044 0,117
a-terpineol 0,786 0,602 -0,139
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Figura 4.1: Analiza componentelor principale asupra rezultatelor privind compusii volatili
1 — acetat de izoamil; 2 — octanoat de etil; 3 — decanoat de etil; 4 — succinat de dietil; 5 — acetat de 2-feniletil; 6 — laurat de etil; 7 —
miristat de izopropil; 8 — palmitat de etil; 9 — oleat de etil; 10 — acid butiric; 11 — acid hexanoic; 12 — acid octanoic; 13 — acid
decanoic; 14 — acid 9-decenoic; 15 — alcool izoamilic; 16 — 4-octanol; 17 — 1-heptanol; 18 — alcool feniletillic; 19 — L-linalool; 20 —
a-terpineol. V1 —10C FIZZ™ (10C, Mardeuil, Franta); V2 - 10C DIVINE™, (I0C, Mardeuil, Franta); V3 — LEVULIA
CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — I0C 18-2007™ (I0C, Mardeuil, Franta).

Figure 4.1: Principal component analysis of volatile compound results
1 - isoamy| acetate; 2 — ethyl octanoate; 3 — ethyl decanoate; 4 — diethyl succinate; 5 — 2-phenylethyl acetate; 6 — ethyl laurate; 7 —
isopropyl myristate; 8 — ethyl palmitate; 9 — ethyl oleate; 10 — butyric acid; 11 — hexanoic acid; 12 — octanoic acid; 13 — decanoic
acid; 14 — 9-decenoic acid; 15 — isoamyl alcohol; 16 — 4-octanol; 17 — 1-heptanol; 18 — phenylethyl alcohol; 19 — L-linalool; 20 —
a-terpineol. V1 —10C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, France); V2 — IOC DIVINE™, (I0C, Mardeuil, France); V3 — LEVULIA
CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italy); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, France).
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Conform analizei senzoriale (Figura 4.2), se pot observa diferente majore Tntre
probele studiate datorita tipului de drojdii inoculate. Toate vinurile spumante obtinute au
fost caracterizate ca fiind echilibrate din punct de vedere gustativ, cu persistenta crescuta,
aciditate ridicata (care a imprimat prospetime) si textura buna (in special proba V4).
Varianta V1 a fost remarcatd pentru notele florale (flori de soc), in timp ce caracterul
fructat a fost predominant in V2 (in special banane verzi).

Vi V3 V2 V4

o

0 O WA~ fa o e L = O B e
o W

B 4 T

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Figura 4.2: Evidentierea cantitatii de compusi volatili cu ajutorul hartii termice
1 — acetat de izoamil; 2 — octanoat de etil; 3 — decanoat de etil; 4 — succinat de dietil; 5 — acetat de 2-feniletil; 6 — laurat de etil;
7 — miristat de izopropil; 8 — palmitat de etil; 9 — oleat de etil; 10 — acid butiric; 11 — acid hexanoic; 12 — acid octanoic; 13 —
acid decanoic; 14 — acid 9-decenoic; 15 — alcool izoamilic; 16 — 4-octanol; 17 — 1-heptanol; 18 — alcool feniletillic; 19 — L-
linalool; 20 — a-terpineol. V1 — 10C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, Franta); V2 — 10C DIVINE™, (IOC, Mardeuil, Franta); V3 —
LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, Franta).
Figure 4.2: Highlighting the amount of volatile compounds using the thermal map
1 - isoamyl acetate; 2 — ethyl octanoate; 3 — ethyl decanoate; 4 — diethyl succinate; 5 — 2-phenylethyl acetate; 6 — ethyl laurate;
7 — isopropyl myristate; 8 — ethyl palmitate; 9 — ethyl oleate; 10 — butyric acid; 11 — hexanoic acid; 12 — octanoic acid; 13 —
decanoic acid; 14 — 9-decenoic acid; 15 — isoamyl alcohol; 16 — 4-octanol; 17 — 1-heptanol; 18 — phenylethyl alcohol; 19 — L-
linalool; 20 — a-terpineol. V1 — IOC FIZZ™ (I0C, Mardeuil, France); V2 — IOC DIVINE™, (I0C, Mardeuil, France); V3 —
LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italy); V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, France).

Probele s-au diferentiat si din punct de vedere a efervescentei. Capacitatea vinurilor
spumante de a produce spuma, cat si gradul de efervescentd a acestora depinde de
compozitia sa si de tehnologia de obtinere aplicata. In Figura 4.3 se observi ci proba V1 a
primit cea mai mare nota pentru acest descriptor, pe cand V4 (Figura 4.4) a prezentat cea
mai redusa efervescentd. Efervescenta ridicata datorata nivelului mare de dioxid de carbon
influenteaza semnificativ perceptia senzoriala si calitatea analizei. Astfel, existd problema
oboselii senzoriale si a aplatizarii simturilor. In studiul raportat de McMahon s.a. (2017a,
2017b) nu au fost identificate diferente asupra gradului de efervescenta si a perceptiei de
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»piscator” la valori de peste 1,2 g CO,/L, sugerand o sensibilitate scazuta a consumatorilor
peste aceasta limita.

Se poate observa ci intensitatea gustului dulce este mai mica cu cat gradul de
efervescentd a fost perceput mai ridicat. Passe, Horn si Murray (1997) au analizat
influenta carbonatarii (concentratii de la 0 g CO,/L pana la 5,9 g CO,/L la 20 °C) privind
perceptia de dulce in diverse bauturi si a raportat ca un nivel mai mare de dioxid de carbon
a suprimat semnificativ perceptia de dulce. De altfel, intr-un studiu realizat pe diverse
solutii de apa care contin zaharoza, nu a fost raportat niciun efect al coninutului ridicat de
dioxid de carbon asupra perceptiei gustului dulce (Cometto-Mufiz, Garcia-Medina,
Calvifio si Noriega, 1987). Kappes, Schmidt si Lee (2007) au evidentiat o corelatie
negativa intre perceptia aromei de caramel si vanilie si gradul de carbonatare.

in ceea ce priveste corelatia dintre compusii volatili si perceptia senzoriala, notele
fructate (mere, banane verzi, piersici) ale probelor experimentale pot fi explicate prin
prezenta in cantitati mari a octanoatului de etil, decanoatului de etil sau a succinatului de
dietil. Mirosul floral se datoreaza in principal concentratiilor mari de alcool feniletilic.

Probele analizate au fost percepute ca fiind echilibrate din punct de vedere gustativ.
S-a remarcat o influentd semnificativa a levurilor asupra profilului senzorial final, proba
martor prezentand cele mai mici note pentru majoritatea descriptorilor urmariti. Varianta
V4 (I0C 18-2007") s-a evidentiat prin aciditate si efervescenti ridicatd, o bunid textura
(cea mai mare notd) si persistentd crescutd. Proba notatd cu V2 (IOC DIVINE™) a fost
apreciatd pentru note intens fructate (mere, pepene galben), pe cand varianta V3
(LEVULIA CRISTAL™) s-a remarcat prin caracterul vegetal, de drojdie, dar si mere.

Efervescenta
Persistenta Vegetal
Textura Mere
Amar Piersici
Fructat Flori de soc
Dulce Banane verzi

Acid Pepene

galben

mV1 Toast Drojdie

Figura 4.3: Profilul senzorial al probei V1
Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a

™

tuturor variantelor experimentale. V1 —10C FIZZ ™ (IOC, Mardeuil, Franta).
Figure 4.3: Sensory profile of V1 sample

The data are expressed as the arithmetic mean plus/minus the standard deviation of the results obtained after triplicate
analysis of all experimental variants. V1 — I0C FIZZ™ (I0C, Mardeuil, France).
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Efervescenta

Persistenta Vegetal
Texturd Mere
Amar Piersici
Fructat Flori de soc
Dulce Banane verzi
Acid Pepene galben
Toast Drojdie

m\2

Figura 4.4: Profilul senzorial al probei V2
Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a
tuturor variantelor experimentale. V2 — 10C DIVINE™, (IOC, Mardeuil, Franta).

Figure 4.4: Sensory profile of V2 sample
The data are expressed as the arithmetic mean plus/minus the standard deviation of the results obtained after triplicate
analysis of all experimental variants. V2 — I0C DIVINE™, (I0C, Mardeuil, France).

Efervescenta
Persistenta Vegetal
Texturd Mere
Amar Piersici
Fructat Flori de soc
Dulce Banane verzi

Acid Pepene

galben

mV3 Toast Drojdie

Figura 4.5: Profilul senzorial al probei V3
Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a
tuturor variantelor experimentale. V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italia).

Figure 4.5: Sensory profile of V3 sample

The data are expressed as the arithmetic mean plus/minus the standard deviation of the results obtained after triplicate
analysis of all experimental variants. V3 — LEVULIA CRISTAL™ (AEB, San Polo, Italy).
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Efervescent
a
Persistenta Vegetal
Texturda Mere
Amar Piersici
Fructat Flori de soc
Dulce Banar_le
Verzi

Acid Pepene

galben

Toast Drojdie
mvVva

Figura 4.6: Profilul senzorial al probei V4
Datele sunt exprimate ca media aritmetica plus/minus deviatia standard a rezultatelor obtinute in urma analizarii in triplicat a
tuturor variantelor experimentale. V4 — 10C 18-2007" (I0C, Mardeuil, Franta)

Figure 4.6: Sensory profile of V4 sample

The data are expressed as the arithmetic mean plus/minus the standard deviation of the results obtained after triplicate
analysis of all experimental variants. V4 — 10C 18-2007™ (IOC, Mardeuil, France)
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CONCLUZII

Teza de doctorat cu titlul ,,Studii privind influenta diferitelor suse de levuri asupra
calitatii vinurilor spumante obtinute prin metoda traditionald”  si-a propus sa studieze
influenta levurilor (Saccharomyces spp.) utilizate pentru cea de-a doua fermentatie asupra
calitatii vinurilor spumante albe, obtinute din soiul Muscat Ottonel.

Pentru indeplinirea scopului general, a fost necesard realizarea urmatoarelor
obiective specifice: studierea literaturii de specialitate si selectarea unei baze de date
relevante; stabilirea protocolului experimental si a activitatilor specifice; realizarea
probelor de vin spumant propuse de protocolul experimental; analiza proprietétilor fizico-
chimice generale ale probelor; evaluarea nivelului de ioni metalici din vinurile spumante
obtinute; analiza continutului de acizi organici; determinarea principalilor compusi volatili
din probele finale; studiul caracteristicilor senzoriale ale variantelor analizate, cu ajutorul
degustatorilor autorizati; interpretarea statistici a datelor si compararea acestora cu
rezultatele din literatura de specialitate.

In vederea indeplinirii obiectivelor stabilite, au fost analizati parametrii fizici-
chimici de baza ai probelor obtinute, profilul ionilor metalici, a acizilor organici, a
compusilor volatili si a caracteristicilor senzoriale. Datele au fost interpretate statistic,
fiind urmarita influenta levurilor asupra calitatii probelor.

Rezultatele analizelor fizico-chimice ale vinurilor spumante analizate se incadreaza
in limitele admise de normativele Organizatiei Internationale a Viei si Vinului. S-a
constatat un impact important al levurilor asupra parametrilor fizico-chimici studiati.
Parametrii precum densitatea, aciditatea totald, zaharul rezidual si extractul nereductiv au
valori dependente. Avand in vedere ca pentru obtinerea acestora s-a folosit acelasi vin-
baza, posibilele diferente sunt puse pe seama inoculdrii diferitelor tipuri de levuri in
vederea desfasurarii fermentatiei secundare. S-au observat modificdri minore ale
principalilor parametri fizico-chimici analizati la 11 luni de la producerea probelor,
comparativ cu rezultatele inregistrate la 6 luni. Analiza variantei a indicat diferente
semnificative intre caracteristice fizico-chimice ale probei martor si a celor care au
continut levuri (p < 0,001 pentru majoritatea parametrilor). De asemenea, valorile au fost
influentate si de tipul levurilor inoculate (p < 0,001 pentru majoritatea perechilor de medii,
p < 0,05 pentru aciditatea volatila in ambele perioade de analiza, diferente nesemnificative
pentru densitate). in urma aplicarii testului post-hoc Tukey HSD, s-au evidentiat perechile
de variante care s-au diferentiat semnificativ pentru fiecare indicator fizico-chimic n
parte. Astfel, in cazul densitatii, diferentele au vizat proba martor (V0) comparativ cu
variantele V1, V2, V3 si V4, care au continut levuri.

Compozitia metalelor din vin in timpul fermentatiei, maturarii, invechirii si
depozitdrii nu este stabild. Cantitatea de K si Ca a fost ascendenta pe parcursul pastrarii
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(de la 6 la 11 luni), pe cand nivelul ionilor de Mg si Na s-au diminuat considerabil pana la
11 luni. Concentratii mai mari ale unor compusi (Zn, Fe, Cu, Ni, Mn) au fost identificate
in probele In care s-au inoculat levuri pentru cea de-a doua fermentatie. In plus,
comparand concentratiile de Fe, Cu, Ni si Mn din probele V1-V4 s-a observat o dinamica
ascendentd in perioada de pastrare. Analiza variantei a evidentiat o influenta semnificativa
a continutului de metale in functie de tipul levurilor inoculate. De asemenea, testul post-
hoc a indicat diferente semnificative intre majoritatea perechilor de probe, pentru ionii
metalici identificati.

Acizii organici din vin provin in special de la materia prima, In urma tratamentelor
administrate sau pot fi formati in urma desfasurarii proceselor metabolice ale
microorganismelor. Rezultatele au evidentiat un continut mai ridicat in acizii organici
analizati n cazul vinului baza, comparativ cu vinurile spumante obtinute ulterior. Probele
analizate au prezentat valori cuprinse intre 6,33 g/L (V1) si 6,46 g/L (V2) acid malic la
determinarile realizate dupa 6 luni de pastrare si intre 5,61 g/L (V3’) si 6,63 g/L (V2’)
dupa 11 luni. S-a remarcat o tendinta crescatoare a concentratiei acidului malic intre 6 si
11 Iuni de pastrare a majoritatii variantelor, cu exceptia probei V3, unde continut acestui
acid a inregistrat scaderi importante in timp.

Probele cu cele mai mici cantitati de acid malic S-au caracterizat printr-un continut
mai ridicat de acid succinic, ca urmare a convertirii primului compus in cel ce-al doilea,
sub actiunea levurilor. Dupa acidul malic, cel mai abundent acid a fost acidul tartric, cu o
concentratie medie cuprinsa intre 0,99 si 5,97 g/L. Valorile acidului tartric au ramas
aproape constante intre cele doud momente de analiza (6 luni si 11 luni), inregistrandu-se
0 usoara scidere in cazul variantei V3 si crestere in cazul variantei V4. In general, acidul
tartric nu este metabolizat in timpul proceselor biochimice desfasurate, dar diminuari
cantitative pot fi Tnregistrate Tn cazul unor mecanisme fizico-chimice, cum ar fi
precipitérile tartrice.

Rezultatele nu au indicat diferente majore in ceea ce priveste concentratia
principalilor acizi organici si valorile pH-ului. Tntr-o prima etapa concentratia acizilor
organici a prezentat variatii minore in raport cu tipul de levuri inoculate pentru cea de-a
doua fermentatie (p > 0,05). Modificari semnificative au fost obtinute intre cele doud
momente de analiza (6 si 11 luni de pastrare). De exemplu, in cazul acidului malic, analiza
post-hoc a evidentiat diferente semnificative (p < 0,05) intre mediile probelor V1-V2, V1-
V4 si V2-V3 pentru determindrile efectuate la 6 luni de la pastrare. Analizele realizate la
11 luni au aratat diferente semnificative (p < 0,01) intre grupurile V1-V2, V1-V3, V2-V3
si V3-V4.

Compusii volatili cuantificati au apartinut unor clase diferite precum esteri, acizi,
alcooli si terpene. Din prima categorie, s-a remarcat prezenta octanoatului de etil,
decanoatului de etil, laureatului de etil, miristatului de izopropil, palmitatului de etil si
oleatului de etil. Concentratiile acestora au variat in functie de levurile inoculate. Datele
au aratat o contributie semnificativa a levurilor selectate la imbogatirea fractiei volatile a
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vinurilor. In ceea ce priveste caracteristicile organoleptice, S-au obtinut diferente
importante in functie de produsul levurian utilizat. Octanoatul de etil si decanoatul de etil
au fost reprezentativi pentru toate variantele, fiind responsabili de notele fructate (in
special banane, mar) si florale (floare de soc) ale probelor. Variantele V1 si V3 au indicat
cele mai mari concentratii ale majoritatii compusilor de aroma analizati, in timp ce V2 si
V4 au prezentat cele mai scazute proportii. Se poate spune astfel ca produsele administrate
in variantele V1 si V3 s-au dovedit a fi mai eficiente in imbogatirea cu compusi de aroma.

Analiza componentelor principale a descris variatiile compozitiei compusilor
volatili ai vinurilor spumante produse sub influenta unor diferite tulpini de levuri
comerciale. Primul factor a reprezentat 59,82 % din variabilitatea datelor si a fost strans
corelat cu majoritatea compusilor volatili identificati (octanoatul si decanoatul de etil,
acetatul de 2-fenetil, lauratul de etil, acidul hexanoic, octanoic, decanoic si 9-decenoic,
alcoolul izoamilic, 4-octanolul, alcoolul feniletilic, linalolul L si a-terpineolul). Prin
urmare, aceste componente au aratat o corelatie inaltd cu majoritatea compusilor volatili
identificati In probele analizate. Primele doud componente principale au reprezentat
aproximativ 85 % din variabilitatea totald a datelor. Prima componenta principala care a
explicat cea mai mare parte a variabilitatii totale a datelor (59,82 %) a fost strins corelata
cu acetatul de izoamil, etilul decanoatul, lauratul de etil, alcoolul izoamil si linaolul (au
prezentat in toate cazurile incarcari factoriale mai mari de 0,90). Pentru a doua
componenta principald, succinatul de dietil si miristatul de izopropil au prezentat valori
ridicate si pozitive. Reprezentarile grafice specifice analizei in componente principale au
aratat o corelatie pozitiva a compusului 1-heptanol cu acidul butiric (r aproape de +1), dar
o corelatie negativa cu miristatul de izopropil (r aproape de —1). In plus, linalolul si
decanoatul de etil sunt corelate pozitiv, in timp ce linalolul si acidul butiric prezinta o
corelatie negativa. De asemenea, au fost corelate pozitiv octanoatul de etil, decanoatul de
etil si alcoolul izoamil, cele mai raspandite substante volatile din probele analizate. Pe de
alta parte, acestea sunt corelate negativ cu acidul butiric si 1-heptanolul (pozitionatd in
sens opus). Variabilele raportate la factorul 1 permit diferentierea probelor dupa fractia
volatila.

Din punct de vedere senzorial, vinurile spumante analizate s-au caracterizat prin
note intens fructate (banane, mere) si florale (flori de soc), asociate cu niveluri ridicate ale
esterilor (de exemplu, octanoatul de etil si decanoatul de etil). Din punct de vedere a
concentratiei in care se gasesc, compusi precum acetatul de izoamil, palmitatul de etil, 4-
octanolul sau 1-heptanolul nu au aratat o contributiec semnificativd asupra profilului
senzorial evidentiat. Probele au fost descrise ca fiind echilibrate din punct de vedere
gustativ, cu persistentd crescutd, aciditate ridicatd (care a imprimat prospetime) si textura
buna (in special proba V4). Varianta V1 a fost remarcata pentru notele florale (flori de
soc), Tn timp ce caracterul fructat a fost predominant Tn V2 (in special banane verzi).
Probele s-au diferentiat si din punct de vedere a efervescentei. Proba V1 a primit cea mai
mare notd pentru acest descriptor, pe cand V4 a prezentat cea mai redusa efervescenta.
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Intensitatea gustului dulce este mai mica cu cat gradul de efervescenta a fost perceput mai
ridicat. In ceea ce priveste corelatia dintre compusii volatili si perceptia senzoriala, notele
fructate (mere, banane verzi, piersici) ale probelor experimentale s-au explicat prin
prezenta in cantitdti mari a octanoatului de etil, decanoatului de etil sau a succinatului de
dietil. Mirosul floral a fost asociat cu prezenta in cantitati ridicate a alcoolului feniletilic.

S-a remarcat o influentd semnificativa a levurilor asupra profilului senzorial final,
proba martor prezentdnd cele mai mici note pentru majoritatea descriptorilor urmariti.
Varianta V4 (I0C 18-2007"") s-a evidentiat prin aciditate si efervescenta ridicati, o buna
texturd (cea mai mare noti) si persistenta crescuti. Proba notati cu V2 (I0C DIVINE™) a
fost apreciatd pentru note intens fructate (mere, pepene galben), pe cand varianta V3
(LEVULIA CRISTAL™) s-a remarcat prin caracterul vegetal, de drojdie, dar si mere.

Intrucat unul dintre scopurile experimentului a fost evaluarea influentei drojdiilor
inoculate asupra fractiei volatile a vinurilor spumante experimentale, datele au confirmat
ca diferite preparate pot genera diferite concentratii ale compusilor volatili.

Rezultate pot contribui la optimizarea tehnologiei de vinificatie pentru obtinerea de
produse cu continut scazut de alcool cu bogat profilul de aroma.
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CONCLUSIONS

The doctoral thesis entitled "Studies on the influence of different yeast strains on the
quality of sparkling wines obtained by the traditional method" aimed to study the
influence of yeasts (Saccharomyces spp.) used in the second fermentation on the quality of
white sparkling wines, obtained from Muscat Ottone grapes.

To fulfill the general purpose, it was necessary to achieve the following specific
objectives: studying the specialized literature and selecting a relevant database;
establishing the experimental protocol and specific activities; carrying out the sparkling
wine samples proposed by the experimental protocol; analysis of the general physico-
chemical properties of the samples; evaluation of the level of metal ions in the obtained
sparkling wines; analysis of the content of organic acids; determination of the main
volatile compounds in the final samples; the study of the sensory characteristics of the
analyzed variants, with the help of authorized tasters; statistical interpretation of the data
and their comparison with the results of other authors.

For the established objectives, the following parameters were evaluated: the basic
physical-chemical properties, concentrations of the main metal ions, organic acids and
volatile compounds, the sensory characteristics of sparkling wines. The data were
interpreted statistically, and the influence of leves on the quality of the samples was
followed.

The results of the physico-chemical characteristics of the analyzed sparkling wines
fall within the limits allowed by the norms of the International Organization of Vine and
Wine. An important impact of yeasts on the studied physico-chemical parameters was
found. Parameters such as density, total acidity, residual sugar and non-reducing extract
have dependent values. Given that the same base wine was used to obtain them, the
possible differences are attributed to the inoculation of different types of yeasts in order to
carry out the secondary fermentation. Minor changes were observed in the main physico-
chemical parameters analyzed at 11 months after the production of the samples, compared
to the results recorded at 6 months. Analysis of variance indicated significant differences
between the physico-chemical characteristics of the control sample and those containing
yeasts (p < 0.001 for most parameters). The values were also influenced by the type of
inoculated yeasts (p < 0.001 for most pairs of media, p < 0.05 for volatile acidity in both
periods of analysis, non-significant differences for density). Following the application of
the Tukey HSD post-hoc test, the pairs of variants that differed significantly for each
individual physico-chemical indicator were highlighted. Thus, in the case of density, the
differences concerned the control sample (VO) compared to the variants V1, V2, V3 and
V4, which contained yeasts.
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The metal composition of wine during fermentation, maturation, aging and storage
is not stable. The amount of potassium and calcium increased during storage (from 6 to 11
months), while the level of magnesium and sodium ions decreased considerably until 11
months. Higher concentrations of some compounds (zinc, iron, cooper, nickel,
manganese) were identified in the samples in which yeasts were inoculated for the second
fermentation. In addition, comparing the concentrations of iron, cooper, nickel and
manganese in V1-V4 samples, an upward trend was observed during the storage period.
The analysis of variance revealed a significant influence of the metal content according to
the type of inoculated yeasts. Also, the post-hoc test indicated significant differences
between most pairs of samples for the identified metal ions.

The organic acids in wine come mainly from the raw material, from the
administered treatments or they can be formed from the metabolic processes of the
microorganisms. The results revealed a higher content in the analysed organic acids in the
case of the base wine, compared to the sparkling wines. The analysed samples presented
values between 6.33 g/L (V1) and 6.46 g/L (V2) malic acid when after 6 months of
storage and between 5.61 g/L (V3") and 6 .63 g/L (V2" after 11 months. An increasing
trend of malic acid concentration was noted between 6 and 11 months of storage of most
variants, except for V3, where the content of this acid registered important decreases over
time.

The samples with the lowest amounts of malic acid were characterized by a higher
content of succinic acid, as a result of the conversion of the first compound into the
second, under the action of yeasts. After malic acid, the most abundant acid was tartaric
acid, with an average concentration ranging from 0.99 to 5.97 g/L. Tartaric acid values
remained almost constant between the two analysis moments (6 months and 11 months),
registering a slight decrease in the case of the V3 variant and an increase in V4. In
general, tartaric acid is not metabolized during the unfolded biochemical processes, but
quantitative decreases can be registered in the case of some physicochemical mechanisms,
such as tartaric precipitations.

The results indicated no major differences in the concentration of the main organic
acids and the pH values. In a first stage, the concentration of organic acids showed minor
variations in relation to the type of inoculated yeasts for the second fermentation (p >
0.05). Significant changes were obtained between the two analysis points (6 and 11
months of storage). For example, in the case of malic acid, post-hoc analysis revealed
significant differences (p < 0.05) between V1-V2, V1-V4, and V2-V3 for determinations
made 6 months after storage. The results obtained after 11 months of storage showed
significant differences (p < 0.01) between the V1-V2, V1-V3, V2-V3 and VV3-V4 groups.

The quantified volatile compounds belonged to different classes such as esters,
acids, alcohols and terpenes. From the first category, the presence of ethyl octanoate, ethyl
decanoate, ethyl laureate, isopropyl myristate, ethyl palmitate and ethyl oleate was noted.
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Their concentrations varied according to the inoculated yeasts. The data showed a
significant contribution of the selected yeasts to the enrichment of the volatile fraction of
the sparkling wines. Regarding the organoleptic characteristics, important differences
were obtained depending on the inoculated yeast. Ethyl octanoate and ethyl decanoate
were representative for all variants, being responsible for the fruity (especially banana,
apple) and floral (elder flower) notes of the samples. Variants V1 and V3 showed the
highest concentrations of most of the analysed aroma compounds, while V2 and V4
showed the lowest proportions. It can thus be said that the products administered in
variants V1 and V3 proved to be more effective in the enrichment of flavour compounds.

Principal component analysis described the variations in the composition of volatile
compounds of sparkling wines produced under the influence of different strains of
commercial yeasts. The first factor accounted for 59.82 % of the data variability and was
closely correlated with most of the identified volatile compounds (ethyl octanoate and
decanoate, 2-phenethyl acetate, ethyl laurate, hexanoic, octanoic, decanoic and 9-decenoic
acid, alcohol isoamyl, 4-octanol, phenylethyl alcohol, L-linalool and a-terpineol).
Therefore, these components showed a high correlation with most of the volatile
compounds identified in the analysed samples. The first two principal components
accounted for approximately 85 % of the total variability in the data. The first principal
component that explained most of the total variability in the data (59.82 %) was highly
correlated with isoamyl acetate, ethyl decanoate, ethyl laurate, isoamyl alcohol and L-
linalool (factor loadings greater than 0.90 in all cases). For the second main component,
diethyl succinate and isopropyl myristate showed high and positive values. Specific
principal component analysis plots showed a positive correlation of 1-heptanol with
butyric acid (r close to +1), but a negative correlation with isopropyl myristate (r close to
—1). In addition, linalool and ethyl decanoate are positively correlated, while linalool and
butyric acid show a negative correlation. Ethyl octanoate, ethyl decanoate and isoamyl
alcohol, the most prevalent volatile substances in the analysed samples, were also
positively correlated. On the other hand, they are negatively correlated with butyric acid
and 1-heptanol (positioned in the opposite direction). The variables related to the factor 1
allow the differentiation of the samples according to the volatile fraction.

From a sensory point of view, the analysed sparkling wines were characterized by
intensely fruity (bananas, apples) and floral (elder flowers) notes, associated with high
levels of esters (e.g. ethyl octanoate and ethyl decanoate). Compounds such as isoamyl
acetate, ethyl palmitate, 4-octanol or 1-heptanol did not show a significant contribution to
the highlighted sensory profile. The samples were described as balanced on the palate,
with increased persistence, high acidity (which gave the impression of freshness) and
good texture (especially sample V4). The V1 variant was noted for its floral notes (elder
flowers), while the fruity character was predominant in V2 sample (especially green
bananas). The samples also differed in terms of effervescence. V1 received the highest
score for this descriptor, while V4 presented the lowest effervescence. The intensity of the
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sweet taste is lower the higher the degree of effervescence was perceived. Regarding the
correlation between volatile compounds and sensory perception, the fruity notes (apples,
green bananas, peaches) of the experimental samples were explained by the presence of
large amounts of ethyl octanoate, ethyl decanoate or diethyl succinate. The floral odour
was associated with the presence of high amounts of phenylethyl alcohol.

A significant influence of the yeasts on the final sensory profile was noted, with the
control sample showing the lowest scores for most of the descriptors followed. V4 variant
(I0C 18-2007™) stood out with high acidity and effervescence, good texture (highest
note) and increased persistence. The V2 sample (IOC DIVINE™) was appreciated for
intensely fruity notes (apples, melon), while the V3 (LEVULIA CRISTAL™) variant
stood out for its vegetal, yeasty, but also apple character.

Since one of the aims of the experiment was to evaluate the influence of the
inoculated yeasts on the volatile fraction of the experimental sparkling wines, the results
confirmed that different preparations can generate different concentrations of volatile
compounds.

The results can contribute to the optimization of winemaking technology to obtain
low-alcohol products with a rich aroma profile.
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