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INTRODUCERE

Vinurile fara dioxid de sulf (SO,) reprezintd o categorie speciala de vinuri
care sunt produse si procesate fara utilizarea acestui conservant comun in industria
vinicola. Aceste vinuri sunt adesea considerate optiuni pentru cei sensibili la sulfiti
sau pentru cei care preferd produsele naturale si minim procesate. Tendinta generala
este guvernatd de schimbarea comportamentelor generale in privinta consumului de
alimente si produse inrudite, dar si datoritd efectelor pe care le are dioxidul de sulf
asupra sanatatii umane, efecte care sunt stabilite si bine documentate in practica
clinica si medicala.

Procesul de vinificatie al vinurilor fara SO, implica adesea utilizarea unor
tehnici specifice pentru a preveni oxidarea si a mentine stabilitatea vinului. Printre
aceste tehnici se numara utilizarea strictd a practicilor igienice in toate etapele de
vinificatie, de la recoltare pana la imbuteliere, si manipularea usoara a strugurilor
pentru a minimiza contactul cu oxigenul.

Desi vinurile fara SO, pot avea avantaje pentru sanitatea consumatorilor
sensibili la sulfiti, cum ar fi evitarea reactiilor alergice, ele pot fi mai sensibile la
instabilitatea microbiologica si la oxidare. Astfel, producatorii trebuie sa fie foarte
atenti la conditiile de stocare si la manipularea corectd a acestor vinuri pentru a
mentine integritatea lor organolepticd. In acest scop cercetarea actuald este
concentratd pe dezvoltarea de produse enologice, certificate, cu comptabilitate
biologica totald, care pot suplini utilizarea dioxidului de sulf si a caror dezvoltare si
testare este pe deplin realizata si validata astfel ca pot reprezenta alternative apreciate
si de baza in practica viti-vinicola. In ceea ce priveste profilul senzorial, vinurile fara
SO, pot avea arome si gusturi diferite fata de cele tratate cu sulf. Ele pot prezenta note
fructate mai pure si o paletd aromatica mai complexa, in functie de varietatea de
struguri si de tehnologiile utilizate in procesul de fermentatie.

In concluzie, vinurile fira SO, reprezinti o optiune atractivi pentru
consumatorii care cauta alternative naturale si care sunt interesati de produse vinicole
cu un profil aromatic distinct si mai putin procesat. Cu toate acestea, ele necesita
atentie suplimentara in gestionarea procesului de vinificatie si in conditiile de stocare
pentru a mentine calitatea si stabilitatea Tn timp.

Studiul se concentreazd pe impactul dioxidului de sulf (SO,) asupra
caracteristicilor vinului, in special asupra evolutiei culorii si a capacitatii
antioxidante, precum si asupra proprietitilor aromatice ale vinurilor din Podgoria
Panciu.
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INTRODUCTION

Wines without sulfur dioxide (SO») represent a special category of wines that
are produced and processed without using this common preservative in the wine
industry. These wines are often considered options for those sensitive to sulfites or
for those who prefer natural and minimally processed products. The general trend is
governed by changing behaviors towards food and related products, driven by the
known effects of sulfur dioxide on human health, effects that are well-established and
documented in clinical and medical practice.

The production process of wines without SO, often involves specific
techniques to prevent oxidation and maintain wine stability. These techniques include
strict hygiene practices throughout all stages of winemaking, from harvesting to
bottling, and gentle handling of grapes to minimize oxygen contact.

Although wines without SO2 may offer health advantages for sulfite-
sensitive consumers, such as avoiding allergic reactions, they can be more sensitive
to microbiological instability and oxidation. Therefore, producers must be meticulous
about storage conditions and proper handling to maintain their organoleptic integrity.
Current research is focused on developing certified enological products with total
biological compatibility that can substitute the use of sulfur dioxide, with their
development and testing fully completed and validated, making them highly regarded
alternatives in viticulture and winemaking practice.

Regarding sensory profile, wines without SO, can exhibit different aromas
and flavors compared to sulfite-treated wines. They may present purer fruity notes
and a more complex aromatic palette, depending on grape variety and fermentation
techniques.

In conclusion, wines without SO, represent an attractive option for
consumers seeking natural alternatives and are interested in wines with a distinct
aromatic profile and minimal processing. However, they require additional attention
in managing the winemaking process and storage conditions to maintain quality and
stability over time. The study focuses on the impact of sulfur dioxide (SO;) on wine
characteristics, particularly on color evolution, antioxidant capacity, and aromatic
properties of wines from the Panciu Vineyard.
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REZUMAT

Cuvinte cheie: Feteasca regala, Cabernet Sauvignon, dioxid de sulf, aminoacizi,
amine biogene, antociani, activitate anti-radicalica, compusi volatili

Scopul studiului ”CONTRIBUTII LA DIVERSIFICAREA
SORTIMENTELOR DE VINURI FARA ADAOS DE SULFITI DIN PODGORIA
PANCIU” este producerea, monitorizarea evolutiei si calitdtii vinurilor Cabernet
Sauvignon si Feteasca regala fard continut de dioxid de sulf addugat si vinificate n
diverse variante tehnologice specifice tipului de vin realizat. In acest context s-a
urmarit adaptarea a 4 variante tehnologice care acopera cele mai importante categorii
din punct de vedere a interesului si actualizarilor tehnologice si stiintifice in domeniul
viticulturii si enologiei.

Punctele cheie ale studiului sunt concentrate pe etapele principale de
vinificatie adaptate la substituirea dioxidului de sulf prin utilizarea de specii non-
Saccharomyces precum Pichia Kluyvery in faza initiala de tratare a strugurilor
precum si prin desdvarsirea metodelor de protectie antioxidantd cu utilizarea
produselor oenologice care s-au dovedit a avea un caracter protectiv la fel de eficient
ca si SO».

Monitorizarea a fost realizata intr-un studiu longitudinal cu etape transversale
in care date complementare au fost colectate din diferite esantioane (transversal), iar
apoi rezultatele au fost urmirite in timp (longitudinal). In final, esantioanele
reprezentative au fost supuse evaludrilor de calitate si performanta.

Optimizarea procedurilor de vinificatie. Esential de notat este faptul ca pentru
vinurile fard dioxid de sulf, tratamentul strugurilor impotriva oxidarii a constat in
utilizarea Pichia kluyveri, in timp ce pentru vinurile cu dioxid de sulf, tratamentul a
constat in utilizarea metabisulfitului de potasiu, acidului ascorbic si taninului galic.

O etapa importantd a fost protectia antioxidantd si conservarea. Protectia
antioxidanta a fost realizata in 2 pasi diferiti. Pentru vinurile cu dioxid de sulf adaugat,
dupa finalizarea fermentatiei, protectia antioxidanta a fost realizatd in principal cu
adaugare de acid ascorbic in doze de 20 mg/L si solutii dioxid de sulf liber echivalent
la 40 mg/L SO, liber. Toate vinurile au necesitat corectii ale aciditatii cu acid lactic
in doze echivalente cu 6.1-6.3 g acid tartric/L.

Alte etape aplicate In metodele de vinificatie au fost stabilizarea tartrica
folosind carboximetil celulozd, guma arabicd sau poliaspartat de potasiu, iar
limpezirea s-a efectuat utilizand bentonita, silice coloidala sau clei de peste, dozele
fiind conform specificatiilor de tehnice de calitate, dar optimizate pentru fiecare tip
de vin.

Corelatia dintre aminoacizii determinati si amine biogene in conditiile
fermentatiei malolactice suplimentare a avut ca scop evaluarea aminelor biogene
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specifice pentru vinuri in relatie cu aminoacizii corespunzitori prin determinarea
corelatiilor directe in perioada de maturare a vinului.

Vinurile rosii (Cabernet Sauvignon) au avut niveluri semnificativ mai mari
de amine biogene 49,54 mg/L (523 umol/L) in continut total, continuand cu vinurile
roze Cabernet Sauvignon roze (452 umol/L), Feteasca regala (386.5 umol/L) si in
final Feteasca regala Frizzante (302.3 umol/L).

Decarboxilarea este principal sursd de producere amine biogene produsa sub
activitatea enzimelor responsabile de tip decarboxilaza. Glutamina si arginina sunt
implicate 1n formarea de putresceind si spermidind prin mecanism
decarboxilare/dezaminare.

Agentii de clarificare folositi precum bentonita si gelatina, au afectat
nivelurile de aminoacizi din vin in masuri diferite. S-a confirmat chelatizarea cu
componente ale agentilor de clarificare astfel ca valori comparative intre vinurile
brute si vinurile conditionate au prezentat variatii semnificative.

Ca o concluzie a studiului, o explicatie a corelatiilor este faptul ca pH-ul
influenteazd enzimele decarboxilaze prin activare catalitica. Nivelele de pH ale
vinurilor cuprinse intre 3.0 si 4.0 nu au fost favorizante.

Din datele anterioare, absenta SO, nu a influentat stabilitatea diferitd a
esantioanelor, astfel incat o clasificare a distributiei din perspectiva fermentatiei
malolactice si alcoolice a fost realizata folosind analiza componentelor principale
(PCA).

Evaluarea nivelelor de antociani in contextul vinurilor vinificate prin metode
care nu implica utilizarea SO, a avut ca obiectiv evaluarea substantelor chimice si
impactul senzorial a doud produse comerciale de levuri non-Saccharomyces utilizate
pentru bio-protectie.

pH-ul a fost important pentru stabilitatea vinurilor si a fost mentinut intre 3.1
si 3.3 pe durata procesului de vinificatie. Pe perioada de monitorizare, s-a produs o
modificare a pH-ului pusa pe seama variatiei acizilor organici determinata de posibil
precipitarea acidului tartric, considerat instabil.

Impactul substantelor anti-oxidante sunt verificate in functie de variatia pe
parcursul maturirii vinului. In cazul Cabernet Sauvignon, modificarea culorii a fost
mai intensa decat in cazul Cabernet Sauvignon Roze.

In cazul probelor de roze pentru care s-a efectuat adaosul de precursori de
glutation si tanin galic, de mentionat sunt implicatiile asupra descresterii petunidinei
(r=-0.60), dar a prezentat o influenta pozitiva asupra continutului de flavone (r=0.74,
p<0.05). Precursorii de glutation au structurat efecte direct proportionale si intre
delfidina si continuturile de polifenoli totali (r=0.60) si respectiv flavone (r=0.90).

Analiza discriminant liniard a determinat diferentierea Intre vinurile roze si
rosii in functie de perioada de maceratie (rosu comparativ cu roze) precum si
includerea fermentatiei malolactice suplimentare la vinurile roze.
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Monitorizarea evolutiei din punct de vedere a modificarilor parametrilor
caracteristici starilor anti-oxidante

Efectul SO, asupra culorii vinului nu a fost considerat exhaustiv, cu exceptia,
in principal, a rolului sdu direct bine-cunoscut in decolorarea antocianilor. Astfel,
scopul acestui studiu a fost de a evalua culoarea vinului in functie de prezenta SO> pe
tot parcursul procesului de vinificatie si pe durata maturarii. in completarea analizelor
CIELab, s-au realizat si masuratori spectrofotometrice ale intensitatii culorii (CI).
Pentru aceste analize, toate probele au fost masurate in triplicat.

Evaluarea evolutiei tentelor de culoare globale ale vinurilor, s-a efectuat prin
utilizarea software Cielab Color space, in care s-a efectuat introducerea de combinatii
de trei valori: L* pentru luminozitatea perceptuald si cromaticitatea a* si b* pentru
cele patru culori unice ale viziunii umane: rosu, verde, albastru si galben.

S-au construit diagrame cluster Colordistance care oferd un instrument
comparativ obiectiv pentru orice analizd a culorii. Fiecare diagrama de tip cluster a
evidentiat diferentele de tonalitate intre vinuri considerand prezenta SO, dar si din
punct de vedere a evolutiei In perioada de monitorizare. Scorul privind diferentele de
culoare (color distance score) s-a calculat si evaluat pentru fiecare tip de soi de vin.

Valorile diferite ale diferentelor de tonalitate sunt diferite pentru fiecare soi,
fapt care este confirmat de testele de multi-varianta aplicate. O explicatie poate fi
determinatd de posibile reactii de oxidare care pot produce schimbari ale culorii
vinului alb cétre o nuantd mai inchisa.

Evaluarea tendintelor de evolutie din punct de vedere a modificarilor
capacitatii anti-radicalice.

Proprietatile antioxidante ale compusilor fenolici din vinuri sunt evaluate prin
capacitatea de a inhiba radicalii organici stabili. Evaluarea se realizeazd pe
capacitatea vinurilor sau a mediilor hidro-alcoolice care contin compusi cu
caracteristici antioxidante de a neutraliza radicali liberi.

Pentru fiecare dilutie testatd, s-a indicat cinetica reactiei prin intermediul
curbelor de reactie. Concentratia la platou s-a calculat pe baza unei functii de tip
model raspuns liniar — platou.

Analiza multifactoriala, folosind ca indicatori de comparatie tipul de vin -
tratament (+SO; si -SO;) si respectiv soi (CS, CSR, FR, FRF) a relevat faptul ca la
comparatia intre tratamente, doar in cazul probelor de Cabernet Sauvignon (CS) si
respectiv. Cabernet Sauvignon Roze (CSR) nu este diferenta semnificativa intre cele
2 tipuri de vin.

Din punct de vedere a capacitatii antioxidante, considerand nivelurile tuturor
compusilor de tip fenolici, flavone si respectiv taninuri este de remarcat faptul ca
nivelele medii ale compusilor studiati grupate dupa criteriul +SO»/-SO,, au relevat
inexistenta unor diferente semnificative considerdnd si perioada de monitorizare
respectiv stabilitatea acestor compusi in diverse tipuri de vin.
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Au existat diferente semnificative intre si in cadrul fiecdrei varietdti, in
functie de tipul de vin, din punct de vedere a tratamentelor antioxidante. S-a constatat
faptul cad acestea au prezentat similaritati la nivelul amestecurilor introduse, prin
intermediul tipurilor de taninuri cu specificitate la tipul de vin (CS, CSR, FR sau
FRF). Din punct de vedere a comparatiei dintre cele 2 tehnologii, coeficientii de
corelatie au fost similari si au prezentat variatii comparative. S-a constatat ca pentru
IFC/flavone, coeficientii de corelatie au fost r=0.80 (-SO,) si r=0.88 (+S0O), o relatie
similard s-a produs pentru IFC/ taninuri (r=0.95) (-SO,) care s-a mentinut si pentru
probele +SO; (r=0.98).

Prin urmare, putem concluziona ca activitatea antioxidanta a vinurilor este
mai mult legata de tipul de compusi fenolici individuali gasiti in vinuri decat de
continutul total de fenoli.

Efectul nivelelor de dioxid de sulf addugat asupra caracteristicilor aromatice
ale vinurilor din Podgoria Panciu

In studiu au fost utilizate o serie de alcooli, compusi carbonilici si esteri:
acetaldehida, metanol, butan-1-ol, butan-2-ol, propan-1-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-
metil-pentan-2-ol, pentan-1-ol acetat de izoamil si lactat de etil.

Prezenta 1n concentratii similare de acetaldehida la probele cu si fara sulfiti a
confirmat inexistenta excesului de compusi carbonilici liberi, ceea ce nu a determinat
inhibarea fermentatiei levuriene.

Pentru a explica evolutia pozitivd a acetaldehidei, s-a considerat auto-
oxidarea alcoolului etilic care poate fi catalizatd si de oxidarea acidului ascorbic la
acid dehidroascorbic la vinurile care au fost tratate cu acid ascorbic.

Lactat de etil (ETL) a avut valori diferite de concentratie in raport cu soiurile
incluse 1n studiu. Valorile mai mari in raport cu ceilalti esteri se explica prin faptul ca
vinurile fara SO, si vinurile rosii au suferit fermentatie malolactica iar corectia de
aciditate s-a realizat tocmai prin utilizare de acid lactic.

De remarcat este dezvoltarea metanolului care a crescut peste limitele
tolerante la 130 mg/L, respectiv 5 mg/L si ar putea avea un impact usor negativ asupra
proprietatilor olfactive .

Coreland toate aceste aspecte in analiza componentelor principale, s-au
evidentiat mai multe grupe pe baza similaritatilor si a asemanarilor in ceea ce priveste
distributia variabilelor implicate.

Descriptorii vizuali au urmadrit variatii care si evidentieze eventuale
modificari ale aspectului ca urmare a unor procese de oxidare. Parametrii olfactivi au
fost selectati pentru a defini tipicitatea senzoriala si au fost clasificati pe categorii de
tip arome primare, secundare si tertiare. Parametrii gustativi au urmarit evaluarea
dulcetii, astringentei, amaraciunii, persistentd precum si intensitatea aromelor
corespunzatoare. Semnificatia valorilor obtinute pentru diferiti parametri senzoriali a
fost testata cu ajutorul analizei ANOVA. Pentru tehnologia secundara s-a considerat
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fermentatia malolacticd, vinificatia vinurilor in sec si respectiv utilizare de taninuri
cu caracter antioxidant.

In ceea ce priveste evaluarea culorii, se poate observa ci probele fara dioxid
de sulf au prezentat valori mai mari tonalitatilor care anticipau modificari de culoare
caracteristice proceselor de oxidare.

Probele de vin supuse sulfitarii au prezentat note mai puternice pentru arome
fructate in cazul tuturor tipurilor de varietati cu sulfiti adaugati (Cabernet sauvignon
roze), (Feteasca regald) si respectiv (Feteasca regala Frizzante). Cu toate ca valorile
notelor florale sunt mai scazute, este de remarcat faptul cd la valori medii nu
reprezintd valori semnificativ statistice fatd de probele fara adaos de sulfiti.
Rezultatele au indicat faptul cd parametrii pentru probele tratate cu taninuri au
prezentat evaluari usor mai ridicate in raport cu probele la care s-a utilizat SO».

Evaluarea senzoriald a indicat cd momentul si metoda de inoculare a
fermentatiei malolactice (MLB) au afectat semnificativ gustul si aroma vinurilor.
Vinurile co-inoculate au fost observate sd aibd niveluri mai ridicate pentru notele
fructate, proaspete si florale decat vinurile care au folosit fermentatia malolactica
secventiala. Procesul spontan a fost perceput ca producand vinuri cu arome mai untate
si amarui.
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ABSTRACT

Keywords: Feteasca Regala, Cabernet Sauvignon, sulfur dioxide, amino acids,
biogenic amines, anthocyanins, radical scavenging activity, volatile compounds

The purpose of the study "CONTRIBUTIONS TO THE
DIVERSIFICATION OF WINE VARIETIES WITHOUT ADDED SULFITES
FROM THE PANCIU VINEYARD" is the production, monitoring of evolution, and
quality of Cabernet Sauvignon and Feteascd regald wines without added sulfur
dioxide, vinified in various technological variants specific to the type of wine
produced. In this context, the adaptation of four technological variants covering the
most important categories from the perspective of interest and technological and
scientific updates in the field of viticulture and oenology was pursued.

The key points of the study are focused on the main stages of winemaking
adapted to the substitution of sulfur dioxide by using non-Saccharomyces species
such as Pichia Kluyveri in the initial stage of grape treatment, as well as perfecting
antioxidant protection methods with the use of oenological products that have proven
to be as effective in protection as SOx.

Monitoring was carried out in a longitudinal study with transversal stages
where complementary data were collected from different samples (transversal), and
then the results were followed over time (longitudinal). Finally, representative
samples were subjected to quality and performance evaluations.

Optimizing winemaking procedures

It is essential to note that for sulfite-free wines, the treatment of grapes against
oxidation consisted of using Pichia kluyveri, while for wines with sulfur dioxide, the
treatment consisted of using potassium metabisulfite, ascorbic acid, and gallic tannin.

An important stage was antioxidant protection and preservation. Antioxidant
protection was carried out in two different steps. For wines with added sulfur dioxide,
after the completion of fermentation, antioxidant protection was mainly achieved
with the addition of ascorbic acid at doses of 20 mg/L and free sulfur dioxide solutions
equivalent to 40 mg/L free SO,. All wines required acidity adjustments with lactic
acid at doses equivalent to 6.1-6.3 g tartaric acid/L.

Other stages applied in winemaking methods were tartaric stabilization using
carboxymethylcellulose, arabic gum, or potassium polyaspartate, and clarification
was performed using bentonite, colloidal silica, or fish glue, with doses according to
quality technical specifications, but optimized for each type of wine.

The correlation between determined amino acids and biogenic amines under
conditions of additional malolactic fermentation aimed to evaluate the specific
biogenic amines in wines in relation to the corresponding amino acids by determining
direct correlations during the wine maturation period.
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Red wines (Cabernet Sauvignon) had significantly higher levels of biogenic
amines at 49.54 mg/L (523 pmol/L) in total content, followed by rosé¢ wines Cabernet
Sauvignon Rosé (452 pmol/L), Feteasca Regala (386.5 pmol/L), and finally Feteasca
Regala frizzante (302.3 umol/L).

Decarboxylation is the main source of biogenic amine production under the
activity of decarboxylase enzymes. Glutamine and arginine are involved in the
production of putrescine and spermidine through decarboxylation/ deamination
mechanisms.

Clarifying agents used, such as bentonite and gelatin, affected the amino acid
levels in wine to different extents. Chelation with components of the clarifying agents
was confirmed, showing significant variations in comparative values between raw
and conditioned wines.

As a conclusion of the study, an explanation of the correlations is that pH
influences decarboxylase enzymes through catalytic activation. The pH levels of the
wines ranging between 3.0 and 4.0 were not favorable.

From previous data, the absence of SO, did not influence the differential
stability of the samples, so a classification of the distribution from the perspective of
malolactic and alcoholic fermentation was performed using principal component
analysis (PCA).

Evaluation of anthocyanin levels in the context of wines vinified using
methods that do not involve the use of SO,.

The objective of this study is to evaluate the chemical substances and sensory
impact of two commercial non-Saccharomyces yeast products used for bio protection.

The pH was important for the stability of the wines and was maintained
between 3.1 and 3.3 throughout the winemaking process. During the monitoring
period, a change in pH occurred due to the variation in organic acids, likely caused
by the precipitation of tartaric acid, considered unstable.

The impact of antioxidant substances was verified according to variations
during the maturation of the wine. In the case of Cabernet Sauvignon, color change
was more intense than in Cabernet Sauvignon Rosé.

For the rosé samples with added glutathione precursors and gallic tannin,
notable implications include the decrease in petunidine (r=-0.60), but there was a
positive influence on the flavone content (r=0.74, p<0.05). Glutathione precursors
had directly proportional effects between delphinine and total polyphenol content
(r=0.60) and flavones (r=0.90).

Linear discriminant analysis determined the differentiation between rosé and
red wines based on the maceration period (red versus ros¢) and the inclusion of
additional malolactic fermentation in rosé¢ wines.

Monitoring the evolution of changes in antioxidant state parameters
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The effect of SO, on wine color was not considered exhaustive, mainly
focusing on its well-known role in anthocyanin discoloration. Thus, the aim of this
study was to evaluate the wine color based on the presence of SO, throughout the
winemaking process and during maturation. In addition to CIELab analyses,
spectrophotometric measurements of color intensity (CI) were also conducted. All
samples were measured in triplicate for these analyses.

The evaluation of the overall color hues of the wines was performed using
CIELab Color Space software, which incorporates combinations of three values: L*
for perceptual lightness and chromaticity a* and b* for the four unique human vision
colors: red, green, blue, and yellow.

Cluster diagrams created with Color distance software provided an objective
comparative tool for color analysis. Each cluster diagram highlighted the hue
differences between wines considering the presence of SO, and the evolution during
the monitoring period. The color distance score was calculated and evaluated for each
type of wine.

Different hue difference values were observed for each variety, confirmed by
multivariate tests. Possible oxidation reactions might explain color changes in white
wines towards a darker shade.

Evaluation of antioxidant capacity evolution trends

The antioxidant properties of phenolic compounds in wines are evaluated by
their capacity to inhibit stable organic radicals. This assessment is based on the wine's
or hydro alcoholic solutions ability to neutralize free radicals.

For each dilution tested, the reaction kinetics were indicated through reaction
curves. The plateau concentration was calculated based on a linear response-plateau
model function.

Multifactorial analysis using wine type - treatment (+SO; and -SO») and
variety (CS, CSR, FR, FRF) as comparison indicators revealed that, for Cabernet
Sauvignon (CS) and Cabernet Sauvignon Rosé (CSR) samples, there was no
significant difference between the two types of wine treatments.

Regarding antioxidant capacity, considering levels of phenolic compounds,
flavones, and tannins, the mean levels of the studied compounds grouped by +SO,/-
SO, criteria revealed no significant differences, even when considering the
monitoring period and stability of these compounds in various wine types.

There were significant differences within each variety depending on the type
of wine and antioxidant treatments. These treatments showed similarities in the
mixtures introduced, through tannins specific to each wine type (CS, CSR, FR, or
FRF). Correlation coefficients were similar between the two technologies, with
comparable variations. For [FC/flavones, correlation coefficients were r=0.80 (-SO,)
and r=0.88 (+SO,). A similar relationship occurred for I[FC/tannins (r=0.95) (-SO>),
which was maintained for +SO; samples (r=0.98).

23



Thus, we can conclude that the antioxidant activity of wines is more related
to the type of individual phenolic compounds found in wines rather than the total
phenol content.

Effect of added sulfur dioxide levels on the aromatic characteristics of Panciu
vineyard wines

The study utilized various alcohols, carbonyl compounds, and esters:
acetaldehyde, methanol, butan-1-ol, butan-2-ol, propan-1-ol, 2-methyl-propan-1-ol,
2-methyl-pentan-2-ol, pentan-1-ol, isoamyl acetate, and ethyl lactate.

The presence of similar concentrations of acetaldehyde in both sulfite-treated
and sulfite-free samples confirmed the absence of excess free carbonyl compounds,
which did not inhibit yeast fermentation.

To explain the positive evolution of acetaldehyde, the self-oxidation of ethyl
alcohol, which can be catalyzed by the oxidation of ascorbic acid to dehydroascorbic
acid in wines treated with ascorbic acid, was considered.

Ethyl lactate (ETL) had varying concentration values depending on the
included varieties. Higher values compared to other esters can be explained by
malolactic fermentation in sulfite-free and red wines, with acidity correction achieved
using lactic acid.

Notably, methanol development exceeded tolerance limits to 130 mg/L and 5
mg/L, respectively, potentially having a slightly negative impact on olfactory
properties.

By correlating these aspects in principal component analysis, multiple groups
were highlighted based on similarities in the distribution of involved variables.

Visual descriptors tracked variations indicating potential changes in
appearance due to oxidation processes. Olfactory parameters were selected to define
sensory typicity, classified into primary, secondary, and tertiary aroma categories.
Gustatory parameters evaluated sweetness, astringency, bitterness, persistence, and
corresponding aroma intensity. The significance of values obtained for different
sensory parameters was tested using ANOVA analysis. Secondary technology
considered malolactic fermentation, dry winemaking, and the use of tannins with
antioxidant characteristics.

In color evaluation, it was observed that sulfite-free samples had higher hue
values anticipating color changes characteristic of oxidation processes.

Sulfite-treated wine samples had stronger fruit notes across all varieties with
added sulfites (Cabernet Sauvignon rosé), (Feteasca regald), and (Feteasca regala
Frizzante). Although floral note values were lower, they were not statistically
significant compared to sulfite-free samples. Results indicated that tannin-treated
samples had slightly higher evaluations than SO,-treated samples.

Sensory evaluation indicated that the timing and method of malolactic
fermentation inoculation (MLB) significantly affected the taste and aroma of wines.
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Co-inoculated wines had higher levels of fruity, fresh, and floral notes than wines
using sequential malolactic fermentation. The spontaneous process was perceived as
producing wines with more buttery and bitter aromas.
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PARTEA | - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
PART I - PRESENT STATE OF RESEARCH
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1  ROLUL DIOXIDULUI DE SULF iN VINIFICATIE
1. THE ROLE OF SULFUR DIOXIDE IN VINIFICATION

1.1 Context

Dioxidul de sulf (SO) este cel mai utilizat aditiv in vinificatie deoarece
prezintd proprietati antifungice, permite inhibarea micro-organismelor nedorite,
previne oxidarea si inhibarea enzimatica, elimina reactiile de brunificare non-
enzimatice si contribuie la calitatea vinului. Cu toate aceste avantaje, s-au constatat
mai multe efecte cu impact asupra sanatatii umane, astfel cd au fost investigate si
efectele negative posibile ale produselor care prezintd diverse cantititi de SO»
adaugat. In acest context, excesul de SO, s-a constatat ci produce efecte negative
asupra calitatii vietii, dar si schimbari organoleptice in produsele finale. Utilizarea
generald a dioxidului de sulf (SO,) dateaza de la sfarsitul secolului al XVIII-lea.
Proprietatile sale multiple confera un rol indispensabil in vinificatie. Trebuie luat in
considerare si faptul ca levurile produc cantitati mici de SO» in timpul fermentatiei.
In general, cantitatea formata este rar mai mult de 10 mg/L, dar in anumite cazuri
poate depdsi 30 mg/L. Prin urmare, absenta totala a dioxidului de sulf in vin este rara,
chiar 1n absenta sulfitarii (Irwim g.a., 1993).

Proprietatile principale ale SO sunt urmatoarele:

Antiseptic: inhiba dezvoltarea microorganismelor. Are o activitate mai mare
asupra bacteriilor decat asupra levurilor. La concentratii scazute, inhibarea este
tranzitorie. Concentratiile mari distrug un procentaj din populatia microbiana.
Eficacitatea unei anumite concentratii de dioxid de sulf este crescuta prin reducerea
populatiei microbiologice initiale sau prin filtrare sterild in prealabil. in timpul
depozitérii, SO, impiedica dezvoltarea tuturor tipurilor de microorganisme (levuri,
bacterii lactice si, intr-o mai micd masura, bacterii acetice), prevenind fermentatia
secundara a vinurilor albe dulci, contaminarea cu Brettanomyces, formarea ulterioara
a etil-fenolilor sau dezvoltarea levurilor mico-dermice (si diferite tipuri de deteriorare
bacteriand).

Antioxidant: in prezenta catalizatorilor, se leagd de oxigenul dizolvat
conform urmatoarei reactii:

1
50 + 50, > SO; 1

Aceasta reactie este lentd. Protejeaza vinurile de oxidarile chimice, dar nu are
efect asupra oxidarilor enzimatice, reactii care sunt foarte rapide. SO, protejeaza vinul
de o oxidare excesiv de intensa a compusilor sai fenolici si a unor elemente ale aromei
sale. Previne maderizarea si contribuie si la stabilirea unui potential redox suficient
de scéazut, favorizand evolutia nedorita aromei si gustului vinului in timpul depozitarii
si maturarii.
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Antioxidazic: inhibd instantaneu functionarea enzimelor de oxidare
(tirosinaza, lacazd) si poate asigura distrugerea lor in timp. Prin acest mecanism,
inainte de fermentatie, SO, poate proteja musturile de oxidare. De asemenea, ajuta si
la evitarea casarii oxidative la vinurile albe si rosii obtinute din struguri putreziti.
Legand aldehida acetica si alte produse similare, protejeazd aromele vinului si face
sa dispara caracterul plat.

Adaugarea SO, la vin ridicd mai multe probleme. Dozele excesive trebuie
evitate, mai ales din motive de sandtate, dar si din cauza impactului lor asupra aromei.
Dozele mari neutralizeaza aroma, in timp ce cantitati si mai mari produc defecte
caracteristice de aroma, adica un miros de 14na umeda care devine rapid sufocant si
iritant, Impreuna cu o senzatie de arsurd la post gust. Cu toate acestea, o concentratie
insuficientd nu asigura stabilitatea totala a vinului, in acest fel oxidarea excesiva sau
dezvoltarea microbiand pot compromite calitatea acestuia (Divol s.a., 2012).

Concentratia dioxidului de sulf in vin este exprimatd in mod obisnuit in mg
SO, pe litru (sau ppm), desi aceastd substanta existd in multiple forme in vin.

Dioxidul de sulf, anhidrida sulfurica sau gazul sulfuric pot fi folosite la fel de
bine sau poate fi folosit chiar si acidul sulfuric. Expresia ,,sulf”’, totusi, este
fundamental incorectd. Aditiile de SO, facute la vin sunt intotdeauna exprimate in
forma anhidra, in mg/L sau in g/hL, indiferent de forma efectiv utilizata - gaz sau
solutie lichida de dioxid de sulf, bisulfit de potasiu (KHSO3) sau metabisulfit de
potasiu (K»>S,0s). Efectul aditiei la vin este acelasi, indiferent de forma utilizata.
Echilibrul stabilit intre diferitele forme este identic. Depinde de pH si prezenta
moleculelor care se leaga cu dioxidul de sulf .

Progrese semnificative in intelegerea SO; si a proprietatilor sale au permis
produciatorilor de vin sa-si justifice utilizarea acestuia in vin. Ca urmare,
concentratiile de SO, utilizate in vin au scazut considerabil.

In practici, concentratia utilizat este chiar mai mica. Pentru vinurile albe (cu
exceptia vinurilor speciale), concentratia medie este de 105 mg/L; pentru vinurile
rosii este de 75 mg/L. Organizatia Internationald a Viei si Vinului (OIV) recomanda
valori usor mai mari decét cele sustinute de UE in tarile sale membre. In anumite tari,
reglementarea SO, dicteazd o limitd comund pentru toate vinurile. De exemplu,
aceasta valoare este de 350 mg/L in SUA, Canada, Japonia si Australia .

Datoritd echilibrului fluctuant intre formele libere si legate ale SO,, in
general, legislatia diferitelor tari se refera exclusiv la concentratia totald de dioxid de
sulf. Anumite tari au insa reglementéari pentru fractiunea libera.

Astazi, mai ales din motive de sanatate, se cautd posibilitatea reducerii
autorizate a concentratiilor in diferite tipuri de vinuri. O astfel de abordare consta in
optimizarea conditiilor si perfectionarea metodelor de utilizare a acestui produs. Pot
fi luate in considerare si produse substituibile. Datorita efectelor variate ale dioxidului
de sulf in vin, existenta unei alte substante care sa indeplineasca aceleasi roluri fara
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dezavantaje pare foarte putin probabild, dar existenta adjuvantilor care completeaza
efectul SO, 1n cazul unora dintre propriettile sale este perfect concepibila. Cercetarea
enologica a fost intotdeauna preocupata de cautarea unui astfel de produs sau proces
de substitutie.

1.2 Chimia dioxidului de sulf

In timpul solubilizarii SO, echilibrul este conform urmatoarei reactii:

k
1
2
SO,+H,0 =—= HSO, +H* @
k2
HSO, ==== SO2+H" @)

Acidul sulfuros nu exista intr-o solutie. Cu toate acestea, detine doua functii
acide ale cdror pK-uri sunt 1.81 si 6.91, la 20°C. Neutralizarea unui acid incepe la
aproximativ pH = pK — 2. Absenta sulfitilor neutri (SOs*") la pH-ul vinului poate fi
dedusa. Dar prima functie este partial neutralizatd in functie de pH. Cunoasterea
proportiei de acid liber (SO, activ) si bisulfit (HSO3") este importantd, deoarece
proprietatile enologice esentiale sunt atribuite primei functii. Calculul se face prin
aplicarea legii actiunii de masa:

[H¥][HSO05]

LAl it B R 4
[s0,1[H,0] ~ ™ @
Concentratiile n apa pot fi tratate ca si constante sau cu valori apropiate de
1.
[H*][HSO3]
— 3k, (5)
[SO,]
Care rezulta in:
[HSO3 ]
log———=— = pH — pK 6

Tabelul 1.1 indica rezultatele in domeniile de pH corespunzatoare la diverse
tipuri de vinuri. Proportia in SO, molecular, care corespunde la SO, activ, variaza de
la 1 la 10. Acest lucru explicd nevoia pentru sulfitare suplimentara atunci cand
valorile de pH sunt ridicate.

Valoarea pK este influentatd si de temperatura si de puterea alcoolica (tabel
1.2), precum si de forta ionica - concentratia 1n saruri. Usseglio-Tomasset (1995) a
calculat efectul acestor factori asupra proportiei de dioxid de sulf sub forma de SO»
activ

Ionul bisulfit (HSO3") reprezintd fractiunea corespunzatoare a acidului
neutralizat de baze, astfel incat aproape in intregime este sub forma de saruri ionizate.

Ca urmare, proprietatile antiseptice ale unei anumite concentratii de SO liber
fata de levuri sau bacterii variaza in functie de pH. In acelasi mod, gustul si mirosul
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neplacut al dioxidului de sulf, pentru aceeasi valoare a SO, liber, cresc cu cat vinul
este mai acid.

pH Proportii SO2molecular (%) Proportii bisulfit (HSOs™ ) (%)
3 6.06 94.94
3.1 4.88 95.12
3.2 3.91 96.09
3.3 3.13 96.87
34 2.51 97.49
3.5 2.00 98.00
3.6 1.60 98.40
3.7 1.27 98.73
3.8 1.01 98.99
3.9 0.81 99.19
4.0 0.64 99.36

Tabel 1.1 Proportiile dintre continutul de SO; liber si bisulfit HSO3 la diverse valori de pH.
Table 1.1 Proportions of free SO, and bisulphite HSO3™ contents at various pH values.

Etanol Temperatura (°C)

% alcool 19 22 25 28 31 34 37 40
0178 18 2 214 225 231 237 248
51188 196 211 224 234 24 247 256

10 1 198 206 221 234 244 25 257  2.66

15 | 2.08 2.16 2.31 2.45 2.54 2.61 2.67 2.76
20 | 2.18 2.26 2.41 2.55 2.64 2.72 2.78 2.86

Tabel 1.2. Valori pentru constanta pK; pentru SO; in functie de taria alcoolica si temperatura.
Table 1.2. Values for the pK1 constant for SO, as a function of alcohol strength and
temperature.

Mirosul neplacut al SO, este uneori mai putin rezultatul unei aditii exagerate
ci este mai mult dependent si de natura vinului - calitate inferioara, absenta
caracterului si aromei si aciditate foarte mare.

1.3 Moleculele care leaga dioxidul de sulf

1.3.1 Acetaldehida
H,C—CHO + HSO, == H,C—CHOH-SO,° @)

Reactia este generald pentru cea mai mare proportie in dioxidul de sulf in vin.
Constanta de echilibru este foarte mici 0,0024 x 10~ si corespunde unei rate de
combinare mai mare de 99%. Concentratiile de acetaldehida sunt intre 30 si 130 mg/L
si corespunde unei valori a SO> intre 44 si 190 mg/L.

In vinurile care nu mai contin SO, liber, o disociere slaba a acidului aldehidic
sulfuros elibereaza acetaldehida in urme. Acetaldehida este considerata responsabila
pentru caracterul plat al vinului, dar prezenta este consideratd imposibila in vinul care
contine SO, liber.

LapH 3.3, 98% din aceasta este combinata in 90 de minute si combinatia este
totald in 5 ore. In limitele normale, combinatia este independenta de temperatura.
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Cantitatea de SO, liber eliberatd prin cresterea temperaturii este foarte mica.
Concentratiile in musturile botirizate sunt de ordinul a 10 mg/L, pana la un maxim de
20 mg/L. Aceste concentratii pot explica o combinatie medie de sub 10 mg/l SO»
(Barbe s.a., 2000).

Fermentatia alcoolica este principala sursa de acetaldehidd in vin. Este un
produs intermediar in formarea etanolului din zaharuri. Acumularea sa este legata de
intensitatea fermentatiei glicero-piruvice. Depinde in principal de nivelul de aerare,
dar cele mai mari valori se obtin atunci cand activitatea levurilor are loc in prezenta
SO, liber. Formarea acidului aldehidic sulfuros este un mijloc de protectie pentru
levuri Tmpotriva acestui antiseptic. Prin urmare, nivelul de sulfitare a strugurilor
controleaza concentratia de acetaldehida legata de SO,.

Avand 1n vedere aceste fenomene, addugarea de SO, la un must fermentat ar
trebui evitata. Ar fi imediat combinat fara a fi eficient. Cand strugurii sunt botritizati,
la aditia unei concentratii de 50 mg/L SO, s-a constatat un grad de combinare cu pana
la 40 mg/L mai mare decét in cazul vinurilor martor nesulfitate.

1.3.2 Acizi cetonici

Acidul piruvic si acidul 2-oxoglutaric (anterior acid a-cetoglutaric) sunt in
general prezenti in vin. Acestea sunt produse secundare ale fermentatiei alcoolice.
Avand 1n vedere valoarea lor micd a constantei de aciditate, acestea pot juca un rol
important in rata de combinare SO,. De exemplu, un vin care contine 200 mg/L de
acid piruvic si 100 mg/L acid 2-oxoglutaric are o concentratie de 93 mg/L SO, legata
de acesti acizi pentru fiecare 20 mg de SO liber. Cele doua substante se pot combina
cu cantitati foarte diferite de SO,. In vinurile ficute din struguri botirizati, pentru un
continut liber de SO, de 50 mg/L, este probabil ca acidul 2-oxoglutaric sa se combine
cu o medie de 43 mg/L si acidul piruvic cu 58 mg/L (Barbe s.a., 2000). Procentajele
medii ale acizilor piruvic si 2-oxoglutaric in echilibrul de combinare SO, sunt de
20.7% s1 16.7%.

Prin urmare, este interesant sé se inteleaga conditiile de formare si acumulare
a acestor acizi in timpul fermentatiei alcoolice. Acestea se formeaza la Inceputul
procesului fermentativ. Dupa ce cresc initial, concentratia lor scade spre sfarsitul
fermentatiei. Acest lucru explica concentratia mai mare a acestor molecule in vinurile
dulci fata de cele seci. Temperaturile ridicate si pH-urile, impreund cu aerarea,
favorizeaza sinteza si acumularea acizilor cetonici. In numeroase fermentatii, tiamina
(la o concentratie de 0.5 mg/L) a fost aratat ca reduce concentratia acestor acizi si
implicit combinatiile cu dioxidul de sulf. Efectul tiaminei nu este surprinzétor. Este
un element esential al carboxilazei care asigura decarboxilarea acidului piruvic in
acetaldehida. Acesta este un pas esential al fermentatiei alcoolice. Acumularea
acizilor cetonici pare s rezulte dintr-o deficientd de tiamind. Pentru a fi eficienta,
tiamina trebuie addugatd la must clarificat si sulfitat suficient de devreme si nu
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prezinti efecte asupra acumulirii acetaldehidei. In anumite cazuri, efecte secundare
utile sunt observate: activarea fermentatiei si diminuarea aciditatii volatile.
Considerand mediile, in 80% din cazuri, tiamina creste fractia liberd de SO, in
vinurile dulci cu un continut de 20 mg, pentru aceeasi fractie de SO, legat (Jackowetz,
2013).

1.3.3 Zaharuri si derivati

Avand 1n vedere existenta functiilor aldehidice si cetonice 1n diferite
molecule de zahar, se poate astepta ca acestea sa aiba o putere de combinare cu
dioxidul de sulf. Fructoza si zaharoza, cu toate acestea, nu reactioneaza practic.
Arabinoza se leaga de SO, la o raté de aproximativ 8§ mg de SO, pe gram de arabinoza
pentru 50 mg de SO, liber pe litru. Deoarece concentratia de arabinoza din vin este
scazutd (mai putin de 1 g/L), aceastd combinatie nu este luatd In considerare in
general. Glucoza are o putere de combinare mult mai micd. Un gram se combind cu
0.3 mg de SO» pentru 50 mg de SO liber pe litru. Datoritd concentratiei ridicate de
glucoza din musturi si vinuri dulci, aceastd combinatie ar trebui luata in considerare
si inclusa in interpretarea scaderii SO; liber dupa sulfitarea strugurilor sau a mustului.
Ribereau-Gayon s.a., 2006 au identificat urmatoarele substante: ceto-5-fructoza (5-
oxofructoza), xilosona, ceto-2-gluconic (2-oxogluconic) si acidul diceto-2,5-gluconic
(2,5-dioxogluconic). Datorita concentratiilor lor in unele vinuri (capabile sa atinga
cateva zeci de miligrame pe litru) si valorilor lor ale constantelor de aciditate, unele
dintre ele pot juca un rol semnificativ in legarea cu dioxidul de sulf. Aceste substante
exista natural in strugurii sanatosi si copti dar sunt formate In cantitati mari si de
Botrytis cinerea si bacteriile acide acetice (Acetobacter si Pseudomonas).

Conform unor descoperiri mai recente (Barbe s.a., 2002), printre toti
compusii mentionati anterior, acidul 2-oxo si acidul 2,5-dixogluconic sunt
intotdeauna prezenti intr-un raport de 2.5 1a litru si nu au o afinitate semnificativa
pentru SO;. In schimb, la pH-ul musturilor si vinurilor botirizate, acidul gluconic (20
g/L) este in echilibru cu doud lactone, y- si d-gluconolactond, reprezentind
aproximativ 10% din concentratia acidului. Afinitatea corespunde celei a unui
compus mono carbonilic cu o constantd de disociere a combinatiei bisulfit K = 4.22
mM. Astfel, lactonele acidului gluconic sunt susceptibile sd se combine cu pana la
135 mg/L SO, pentru un continut de SO, liber de 50 mg/L.

Continutul de 5-oxofructoza este si el frecvent de ordinul a 100 mg/L in
vinurile obtinute din struguri botirizati (Barbe s.a., 2002). Concentratiile cresc odata
cu puterea de combinare. 5-oxofructoza poate explica combinarea a 4 pana la 78%
din dioxidul de sulf. Concentratiile acestui compus nu sunt alterate de fermentatia
alcoolica sau orice alt aspect al metabolismului levurilor. Concentratiile excesive pot
fi evitate doar prin monitorizarea calititii strugurilor. In cazul special al mustului
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obtinut din struguri afectati de putrezire in stadiul matur aceasta contribuie, in medie,
cu peste 60% la echilibrul de combinare.

1.3.4 Molecule cu grup dicarbonilic

In strugurii afectati de putrezire, s-au identificat molecule cu doud grupuri
carbonil. Acestea sunt probabil formate in timpul dezvoltarii Botrytis cinerea si a altor
microorganisme implicate in diferite tipuri de putrezire. Avand in vedere faptul ca
concentratiile nu depasesc 3 mg/L, contributia glicoxalului la echilibrul de combinare
SO, este practic neglijabila. (Barbe s.a., 2002). Concentratiile de glicoxal si, in
special, metilglioxal scad in timpul fermentatiei alcoolice, astfel incat acesti doi
compusi a-dicarbonilici sunt responsabili doar pentru cantititi neglijabile de SO,
combinat in vin.

1.3.5 Alte combinatii

Au fost identificate alte substante susceptibile sa fixeze cantititi mici de
dioxid de sulf: acidul glucuronic, acidul galacturonic si xilosona, acidul glicoxic,
acidul oxaloacetic, aldehida glicolica, acetoind, diacetil, 5-(hidroximetil)furfural etc.
Contributia lor individuala este neglijabild. in cazul dihidroxiacetonei, concentratia
de 100 mg/L reprezinta combinarea a aproximativ 16 mg/L pentru 50 mg/L SO, liber,
desi aceasti valoare poate fi de pana la 72 mg/L in anumite tipuri de must. In timp ce
gliceraldehida are o afinitate mai mare pentru SO (K = 0,4 mM) (Vivas, 1995) este
prezenta doar 1n cantitdti mici, astfel Incat contributia sa la echilibrul de combinare
SO, este neglijabila.

SO, se poate lega si cu compusi fenolici. in cazul taninilor proantocianici, o
solutie de 1 g/L se leagd cu 20 mg/L SO,. Combindrile sunt semnificative cu
antocianii. Aceste reactii sunt direct vizibile prin decolorarea produsa. Combinarea
este reversibila; culoarea reapare atunci cand dioxidul de sulf liber dispare. Aceasta
reactie este legatd de temperatura si aciditate, care afecteaza cantitatea de SO liber.

1.4 Proprietitile anti-microbiene ale dioxidului de sulf

Cele mai importante proprietiti enologice ale dioxidului de sulf sunt
caracterul antiseptic si un puternic agent de reducere care protejeazd Tmpotriva
oxidarii. Proprietatile enologice ale dioxidului de sulf pot face ca acesta si para
indispensabil 1n vinificatie.

1.4.1 Activititile antifungice

Actiunea antisepticd a SO, fatd de levuri poate aparea in diferite moduri. Pe
de o parte, poate fi utilizat pentru a opri fermentarea vinurilor dulci. Distruge eficient
populatia existentd (actiune fungicidd). Pe de altd parte, protejeaza aceleasi vinuri
dulci de posibile refermentari - evaluate prin cresterea unei mici populatii reziduale.
Inhiba eficient multiplicarea celulard (activitate fungistaticd). Sulfitarea moderata
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este cunoscutd si pentru a inhiba temporar cresterea levurilor fard distrugerea lor
totald. Disparitia ulterioara a SO, liber permite reactivarea activitatii levurilor.

Dioxidul de sulf legat nu are o actiune antiseptica asupra levurilor. Levurile
folosesc formarea acestei combinatii pentru a inactiva SO,. HSOs™ poseda de
asemenea o activitate antisepticd scdzutd, dar nedeterminatd. Tabelul 1.3 indica
concentratiile de SO, liber, titrabil prin iod, care trebuie adaugate vinurilor (in functie
de pH-ul lor) pentru a avea o activitate antisepticd egald cu 2 mg/L. SO, molecular.
Activitatea antisepticd a formei bisulfit HSO3;™ este mai mult sau mai putin
semnificativd, in functie de diferitele ipoteze luate in considerare. Conform
experientei obtinute in stabilitatea vinului, HSO3™ pare sé fie de 20 de ori mai putin
activ decat SO,, in special 1n vinurile care contin zaharuri reduse.

Dioxidul de sulf este fungistatic la pH-uri ridicate si la concentratii scazute si
este un fungicid la pH-uri scazute si concentratii ridicate. Forma HSO3™ este exclusiv
fungistaticd. Fiecare tulpind de drojdie are probabil o sensibilitate specifica la
diferitele forme ale dioxidului de sulf. Romano si Suzzi (1992) au considerat
mecanisme posibile care ar putea explica aceste diferente. Conform acelorasi autori
sulfitarea trebuie facutd Tnainte de fermentare pentru a creste rezistenta levurilor la
SO,. Levurile din mustul nesulfitat, izolate dupa fermentare, sunt mai sensibile la SO,
decét cele provenind din acelasi must care este sulfitat Tnainte de fermentare.

pH vin Activitate H-SO5
Fara diferenta De 100 de ori De 20 de ori De 10 de ori
semnificativa mai scazuta mai scazuta mai scazuta
decat SO, decat SO, decat SO,

2.8 22 20 14 11

3.0 34 29 19 14

3.2 54 43 24 16

3.4 87 61 28 18

3.6 134 81 31 19

3.8 200 100 33 20

Tabel 1.3. Concentratii ale SO: liber necesare in vinuri pentru a mentine activitatea
antiseptica egala cu 2 mg/L SO; activ.
Table 1.3. Concentrations of free SO, required in wines to maintain antiseptic activity equal
to 2 mg/L active SO..

In ceea ce priveste vinificarea vinurilor dulci (activitate fungicida),

fermentatia pare sd se opreasca brusc dupd adaugarea a 100 mg/L de SO..
Concentratia de zahdr ramane constanta, cu toate ca dioxidul de carbon continua sa
fie eliberat timp de aproximativ o ord. In acest timp, levurile nu par si fie afectate de
sulfitare - ele sunt nca capabile sa se multiplice, indiferent de concentratia utilizata.
Este necesar sa se astepte cel putin 5 ore si mai des 24 ore pentru a observa o scadere
a viabilitatii celulare.

Pentru a asigura o oprire completd a fermentatiei, Ough (1988) a estimat ca
trebuie adaugati 1.50 mg/L SO, molecular. Dupa eliminarea levurilor prin diferite
tratamente, conform acelorasi autori, 1.20 mg/L SO, molecular este suficient pentru

34



a asigura maturarea corespunzitoare a vinurilor care contin zaharuri reziduale
(activitate fungistaticd). Concentratii mai mici ar putea fi recomandate pentru vinurile
depozitate la temperaturi scazute cu o populatie mica de levuri.

Unii autori (Divol s.a., 2012) au rezumat mecanismul de actiune a SO, asupra
levurilor. SO, molecular patrunde in celuld prin transport activ sau difuzie simpla.
Considerand pH-ul intracelular, SO, trebuie sa existe in celula sub formd de HSOs".
Odata ajuns in interiorul celulei, reactioneaza cu numerosi constituenti precum
coenzimele (NAD, FAD, FMN), co-factorii si vitaminele (tiamina). Ar avea de
asemenea un efect asupra numeroaselor sisteme enzimatice si asupra acizilor nucleici.
In cele din urma, i se atribuie si o scidere semnificativd a ATP-ului.

1.4.2 Activititi antibacteriene ale dioxidului de sulf

Activitatea SO, liber asupra bacteriilor lactice este bine cunoscuta. Este chiar
mai influentatd de pH decat activitatea fatd de levuri. Totusi, fractiunea combinata cu
etanal sau acid piruvic are si ea o activitate antibacteriand. Molecula combinata SO»
are o actiune directd asupra bacteriilor.

Mecanismul nu este explicat prin descompunerea combinatiei de catre
bacterii, ceea ce duce la eliberarea SO, liber. Dioxidul de sulf combinat cu
acetaldehida (sau acid piruvic) pare sa posede o activitate antibacteriana cu 5-10 ori
mai slaba decat SO; liber, dar poate fi de 5-10 ori mai abundent. Un numar mare de
bacterii sunt eliminate datoritd unei concentratii de 5 mg/L SO, liber. Aceeasi
concentratie in forma combinata reduce populatia cu 50%. Oenococcus oeni dar este
mai putin rezistent la Lactobacillus si Pediococcus.

Aceste observatii au dus la aplicatii tehnice semnificative pentru controlul
fermentatiei malolactice si stocarea vinurilor. Sulfitarea strugurilor nu actioneaza
doar rapid asupra bacteriilor in perioada pre-fermentativa; actioneaza prin eliberarea
unei anumite concentratii de dioxid de sulf combinat care protejeaza si Incetineste
cresterea bacteriand pana la finalizarea fermentatiei alcoolice. Astfel, mediul care
contine inca zahar este protejat de dezvoltarea bacteriand prematura care ar putea
duce la producerea de aciditate volatila.

Cand fermentatia malolacticd nu este consideratd (in vinurile albe seci, de
exemplu), trebuie remarcat faptul cd stabilitatea vinului nu se datoreaza numai
actiunii bactericide a SO; liber, ci mai degraba concentratiei de SO, combinat pe care
vinul o conserva dupa fermentatie; actiunea sa este de durata in timpul maturarii. in
anumite tipuri de vin cu un pH prea scazut, concentratiile de SO, combinate de 80-
120 mg/L pot face fermentatia malolactica imposibila.

Dioxidul de sulf este activ si asupra bacteriilor de acid acetic, dar sunt
necesare studii suplimentare cu privire la acest subiect. Aceste bacterii rezista la
concentratii relativ ridicate. Bacteriile acetice sunt prevenite cel mai eficient prin
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evitarea contactului cu oxigenul din aer si controlarea temperaturii in crama (Valera
s.a., 2017).

1.4.3 Activitatea antioxidanta a dioxidului de sulf

Consumul chimic de oxigen de catre SO, este lent si corespunde urmatoarei
reactii:

1
SOZ + 502 - SO3 (8)

Intr-un mediu sintetic, s-a demonstrat ca SO, ia cateva zile pentru a consuma
8.0-8.6 mg de oxigen pe litru (aceastd cantitate corespunde saturdrii acestui mediu).
O astfel de oxidare necesitd prezenta catalizatorilor, in special a ionilor de fier si
cupru. Cu toate acestea, musturile sunt foarte oxidabile si ar trebui protejate rapid si
eficient impotriva oxidarii. Sulfitarea realizeaza acest lucru. Dioxidul de sulf, cu toate
acestea, actioneaza prin efectul sdu antioxigen, adica prin combinarea cu oxigenul
care este disponibil pentru oxidarea constituentilor mustului.

Experimental s-a constat In saturarea unui must alb de struguri cu oxigen si
masurarea ratei de epuizare a oxigenului electrochimic. in absenta sulfitarii, epuizarea
acestui oxigen este foarte rapida si se realizeazd in cateva minute (intre 4 si 20 in
medie). Acest fenomen demonstreaza oxidabilitatea extrem de ridicatd a mustului de
struguri.

In cazul in care mustul este sulfitat la un moment dat, oxigenul nu mai este
consumat §i concentratia sa rimane constanta dupa un timp dat, care variaza in functie
de conditii. Ca o aproximare initiald, timpul variaza intre 1 si 6 minute cand sulfitarea
variaza Intre 10 si 100 mg/L. Valoarea timpului este mult mai mare pentru mustul
obtinut din struguri alterati (Arapitsas s.a., 2018).

In rezumat, desi efectul anti-oxigen al dioxidului de sulf este implicat in
maturarea vinului, rolul siu este nesemnificativ in timpul vinificatiei. In acest caz,
SO, protejeaza impotriva oxidarilor prin distrugerea oxidazelor sau cel putin blocand
activitatea lor, daca distrugerea nu este totala. Fenomenele de oxidare enzimatica sunt
inhibate in acest mod pana la Inceputul fermentatiei. De la acest punct, caracterul
reductiv al fermentatiei continua s& asigure protectia. Cu toate acestea, fenomenele
oxidative pot fi reluate la sfarsitul fermentatiei in masura in care oxidazele active
raman dupd epuizarea SO, liber. Testul casarilor oxidazice sau, chiar mai bine,
determinarea activitatii lacazei, permite evaluarea riscului si a masurilor necesare de
luat. In must, oxidarile enzimatice sunt mai semnificative decat oxidarile chimice
deoarece sunt mai rapide. In vin, totusi, oxidarile chimice joaca un rol incontestabil,
deoarece enzimele oxidative nu mai exista. In acest caz, SO, reactioneaza cu oxigenul
pentru a proteja vinul (Valera s.a., 2017).

Putrezirea este responsabila pentru cele mai grave fenomene oxidative. De
fapt, Botrytis cinerea secretd o lacaza mai activa si stabila decat tirozinaza strugurilor.
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Este responsabil pentru casarea oxidativa din vinurile rosii derivate din struguri
alterati.

O sulfitare adecvata poate proteja intr-o oarecare masura impotriva acestui
fenomen. Tabelul 1.4 arata ca sulfitarea intensa a strugurilor alterati (deoarece puteau
fi folositi In trecut) creste concentratia totald de compusi fenolici si intensitatea
culorii, in timp ce reduce riscul de casare oxidazica. Progresele in protectia
fitosanitard a vitei de vie au facut ca astfel de situatii sa fie extrem de rare.

Compusi fenolici Intensitatea Potential de casare
totali culorii oxidazica
Fara SO, | 32 0.53 -+
+10gSO,/NL | 41 0.63 ++
+20g SO/NL | 45 0.83 0

Tabel 1.4. Protectia culorii vinului rosu vinificat din struguri botirizati prin sulfitare (Sudraud,
1985).
Table 1.4. Color protection of red wine vinified from botrytized grapes by sulfiting (Sudraud,
1985).

De la inceputul dezvoltdrii fungice, secretia de oxidaza de catre Botrytis
cinerea in interiorul boabelor poate fi considerabila, in timp ce semnele externe sunt
abia vizibile. Aceasta situatie poate fi observata in cazul strugurilor rosii. Primele pete
maronii sunt mai greu de observat pe strugurii rosii decat pe cei albi. In timpul vremii
reci, vegetatia externd a Botrytis cinerea este mai putin dezvoltata. Acesti factori
trebuie luati In considerare atunci cand se alege concentratia corespunzitoare de
sulfitare.

1.5 Mecanismul de actiune si importanta SO; in industria vinului

In general, SO, este sub forma unui lichid, o solutie cu concentratia nominala
de 5% v/v, este cel mai des utilizatd in industria vinului. Se pot utiliza si sub forma
de sdruri precum metabisulfit de sodiu (Na»S,0Os) sau metabisulfit de potasiu
(K5S,0:5), bisulfit de potasiu (KHSOs3), bisulfit de sodiu (NaHSOs3), bisulfit de calciu
(CaHSO0:3) si sulfit de sodiu (NaxSO3) (Sudraud si Chauvet, 1985). Dupa adaosul in
vin, compusii care contin sulf sunt dizolvati si procesul de hidroliza implica aparitia
ionilor sulfit HSO5", SO5* si acid sulfuros H,SO;. Acesti ioni reactioneazi direct cu
oxigenul inainte ca polifenolii din vin si sunt convertiti in ioni sulfat SO4* si acid
sulfuric (H2SO4) (Ribéreau-Gayon s.a., 2000; Clarke and Bakker, 2004). Aceste
reactii sunt prezentate in urmatoarea reactie:

2HSO; + 0, —» 2H* + 2502~ (9)

Din alte puncte de vedere in explicarea mecanismului de actiune a SO, s-a
concluzionat faptul ca SO, reactioneaza ca un antioxidant prin eliminarea oxigenului,
ca urmare a reactiilor cu peroxidul de hidrogen produs prin oxidarea polifenolilor si
prin reducerea compusilor de tip chinonic formati prin oxidare si transformarea lor la
formele fenol.
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Acidul sulfuros (H,SO3) care este una din formele reactive ale SO, se
combina cu acetaldehida si determind aparitia acidului sulfuros aldehidic. Astfel, SO»
concureazd pentru peroxidul de hidrogen pentru a preveni formarea de aldehida si
pentru a preveni aroma nedorita a acetaldehidei in vin (Elias si Waterhouse, 2010).

1.6 Efectele fiziologice ale dioxidului de sulf

Adaugarea dioxidului de sulf la vin ridicd obiectiile legate de sanatate.
Acestea ar trebui luate In considerare, desi acest produs se mandreste cu o istorie
indelungata de utilizare. Utilizarea sa a fost intotdeauna reglementata, iar tehnicile
enologice au ciutat intotdeauna metode de reducere a concentratiilor sale. Incepand
cu inceputul secolului, posibila toxicitate a dioxidului de sulf a fost subiectul multor
cercetdri (Divol s.a., 2012).

Toxicitatea acutd a fost studiata la animale. Absorbtia unei doze unice de
sulfiti este usor toxica. In functie de specia de animal, DE50 (doza letala pentru 50%
dintre indivizi) este intre 0.7 si 2.5 g de SO» pe kilogram greutate corporald. Prin
urmare, sulfitul de sodiu ar avea o toxicitate acutd similara cu produse inofensive
precum bicarbonatul de sodiu sau clorura de potasiu.

Toxicitatea cronica a fost studiata si la animale (Jacobs si Hatfield, 1972). Pe
parcursul mai multor generatii, s-a absorbit regulat o cantitate care continea 1.5 g
SO,/kg. Au rezultat trei tipuri de complicatii: o deficienta de tiamind legata de
distrugerea sa prin dioxidul de sulf; o modificare histopatologicd a stomacului; si
incetinirea cresterii. Acest studiu a permis stabilirea unei concentratii maxime
netoxice pentru sobolani la 72 mg/kg greutate corporald. Aceastd valoare a condus
Organizatia Mondiala a Sanatatii sa stabileasca DZR (doza zilnica recomandata) la
0.7 mg SO»/kg greutate corporala.

In ceea ce priveste toxicitatea sa la oameni, studiile efectuate indica aparitia
simptomelor de intoxicatie precum greata, varsaturi si iritatii gastrice la concentratii
absorbite semnificativ de mari (4 g de sulfit de sodiu Intr-o singura concentratie). Nu
s-au observat efecte secundare cu o concentratie de 400 mg de dioxid de sulf timp de
25 de zile.

La oameni, posibila sa toxicitate a fost adesea atribuitd distrugerii bine-
cunoscute a tiaminei sau vitaminei B1 de catre sulfiti, dar reactia corespunzatoare s-
a dovedit a fi foarte limitatd la un pH de aproximativ 2, ceea ce corespunde pH-ului
stomacului.

In 1973, s-a dovedit ci exista reactii alergice la sulfiti. Acestea apar la
concentratii ingerate foarte mici (aproximativ 1 mg) si se referd in principal la
astmatici (4-10% din populatia umand). Astmaticii sunt deci indemnati s& se abtina
sd bea vin. Desi sensibilitatea la SO nu a fost demonstrata clar pentru non-astmatici,
aceste reactii alergice au determinat FDA (Food and Drug Administration) din SUA
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sd solicite mentionarea prezentei sulfitilor pe etichetele vinurilor din Statele Unite
atunci cand concentratia depaseste 10 mg/L.

Avand in vedere doza zilnica recomandatd (DZR) de 0.7 mg/kg/zi,
concentratia acceptabild pentru un individ este intre 42 si 56 mg pe zi, in functie de
greutatea corporald (60 si 80 kg, respectiv). Consumul a jumatate de sticla de vin pe
zi (375 ml) poate furniza o cantitate de SO, mai mare decat DZR. Dacd concentratia
totalda de SO, este la limita maxima autorizatd de UE (160 mg/L pentru vinurile rosii
si 210 mg/L pentru vinurile albe), cantitatea de SO, furnizatd de jumatatea unei sticle
este de 60 mg pentru rosii si 79 mg pentru albe. Concentratiile medii de SO, observate
in Franta sunt mult mai mici: 75 mg/L pentru vinurile rosii si 105 mg/L pentru vinurile
albe. Prin urmare, consumul zilnic al unei jumatati de sticla furnizeaza respectiv 28
si 39 mg SO; (Ribéreau-Gayon s.a., 2006).

1.7 Efectele adverse ale SO si reglementari legale

Pe langa efectul sdau antioxidant, SO, joacd un rol important ca aditiv
antimicrobian impotriva microorganismelor nedorite, cum ar fi levurile sdlbatice si
bacteriile acidului acetic din vin. Levurile sunt foarte sensibile la SO,. Bacteriile
devin inactive la concentratii de 40-50 mg/L SO,, in timp ce levurile din sunt
rezistente pana la concentratii de 150-400 mg/L SO, (Santos s.a., 2012).

Minimizarea oxidérii este de mare importanta pentru gust, miros si culoarea
vinurilor. Polifenolii sunt oxidati de cétre polifenol oxidaza (tirozinza) si de enzimele
de tip lactaze care pot cauza schimbarea culorilor si a aromelor din vin. SO, inhiba
enzime precum polifenol oxidaza, peroxidaza proteaza si, de asemenea, reduce
reactiile Maillard care genereaza casarea (innegrirea vinurilor).

Pe langa toate efectele pozitive ale SO,, efectele negative asupra sanatatii
umane au facut obiectul unor cercetdri de mai multi ani. Consumatorii au observat
diferite niveluri de efecte adverse impotriva SO, (majoritatea persoanelor sensibile la
sulfuri sunt afectate in cantitati de SO, variind de la 20 la 50 mg), care sunt asociate
cu numeroasele riscuri pentru sdndtate, cum ar fi angio-edem, diaree, dureri
abdominale, bronho-constrictie si anafilaxie. Alte boli asociate sunt astm, reactii
alergice, dureri de cap, oboseald, mancarimi. SO, si derivatii acestuia pot cauza
activarea unor gene proto-ocogene si inactivarea unor gene supresoare tumorilor.

Odata cu intelegerea efectelor adverse ale SO,, au fost introduse reglementari
si standarde legale in legislatia nationala/internationala referitoare la SO, utilizat in
vinuri. In legislatia Uniunii Europene, producitorii sunt obligati si precizeze in
etichetd ,,contine sulfiti”’, in cazul unui continut de sulfit mai mare de 10 mg/L in
alimente. Conform Organizatiei Internationale a Viei si Vinului (OIV), aceste limite
sunt de 150 mg/L pentru vinurile cu continut de zahar <5 g/L; 200 mg/L pentru
vinurile cu un continut de zahar > 5 g/L (OIV, 2018) (tabel 1.5). Reglementarile OIV
si ale Uniunii Europene au redus treptat utilizarea SO, la 100 mg/L pentru ,,Vinurile
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Organice”. Potrivit Departamentului Agriculturii din SUA (USDA), aceasta limita
este de 100 mg/L pentru vinurile etichetate ca ,,struguri organici produsi” (USDA,
2019). Limitele maxime de SO, pot fi mai mari pe baza tipului de vin si continut de
zahar din reglementari.

Tipul de vin /zaharuri  Vinuri Vinuri organice
conventionale : EC 606/2009  /zaharuri : EC 203/2012
Vinuri rosii / < 5 G/L | 150 mg/L 100 mg/L /<2 g/L
120 mg/L/>2g/Lsi<5
g/L
Vinuri rogii / > 5 G/L | 200 mg/L 170 mg/L
Vinuri albe si roze /< 5 G/L | 200 mg/L 150 mg/L /<2 g/L
170 mg/L/>2 g/Lsi<5
g/L
Vinuri albe si roze /> 5 G/L | 200 mg/L 220 mg/L

Tabel 1.5. Reglementari OIV si ale Uniunii Europene pentru limite pentru SO; in vinuri
conventionale.
Table 1.5. OIV and European Union regulations for SO2 limits in conventional wines.

1.8 Alterarea bacteriana a vinului

Bacteriile sunt parte a ecosistemului microbian natural al vinului si joacd un
rol important 1n producerea vinului prin reducerea aciditatii si contribuind la aroma
si gustul acestuia. In mod invers, acestea pot cauza numeroase probleme nedorite de
deteriorare a vinului, care reduc calitatea si valoarea acestuia. Unul dintre obiectivele
vinificatiei este minimizarea potentialului de deteriorare microbiand si aceastd
revizuire se concentreaza asupra deteriordrii bacteriene a vinului si exploreaza
optiunile pentru reducerea cresterii bacteriilor nedorite.

Pentru a controla populatia microbiana, se pot explora mai multe tehnologii,
inclusiv campuri electrice pulsate, presiune ultra-inalta, ultrasunete sau iradiere cu
UV si produse naturale, inclusiv bacteriocine si lisozim.

1.9 Principii privind alterarea bacteriana a vinului

Bacteriile si levurile sunt gasite in mustul de struguri si vin provin din vie,
struguri si echipamentele de procesare din crama (Fleet, 1993). Aceasta “microflora
naturala” include cateva zeci de specii de levuri, Saccharomyces cerevisiae fiind
predominanta. Bacteriile care se gasesc in mustul de struguri si vin sunt doar cele care
produc acid lactic si acid acetic (AAB). Acestea includ patru genuri de bacterii lactice
(LAB), Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus si Pediococcus si doua genuri de
AAB, Acetobacter si Gluconobacter.

Multi dintre metabolitii secundari produsi de bacterii sunt volatili si pot afecta
potential calititile senzoriale ale vinului; aceastd revizuire se va concentra asupra
compusilor de deteriorare a gustului. Tabelul 1.6 listeaza acesti compusi, descrierile
lor senzoriale si concentratiile pragului de aroma.
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Cresterea Incdrcaturii bacteriene de tip Lactobacillus, Pediococcus si chiar a
unor specii de Oenococcus 1n vin, de obicei dupa fermentarea malolactica, duce la
numeroase cdi de deteriorare, deoarece acestea pot forma compusi nedoriti de aroma
si gust. Aparitia compusilor cu diverse proprietati din vin depinde de concentratie si
stilul vinului (Bartowsky si Borneman, 2011). De exemplu, aromele butirice sau de
caramel ale compusului carbonilic diacetil (2,3-butanediona), care este un metabolit
intermediar al metabolismului acidului citric in LAB (Bartowsky s.a., 2004), pot
adauga arome placute si complexitate vinului la concentratii sub 4 mg/L. Cu toate
acestea, diacetilul din vin poate deveni obiectabil cu note butiroase evidente daca
depaseste aceasta concentratie.

O varietate de factori, inclusiv cei pe care producéatorul 1i poate controla, in
special in timpul fermentatiei malolactice, afecteaza concentratia diacetilului. Tulpina
bacteriana utilizatd, expunerea la oxigen, temperatura fermentatiei si durata
fermentatiei malolactice au impact asupra formadrii de diacetil (Bartowsky si
Henschke, 2004b).

Acidul acetic, acetaldehida si acetatul de etil sunt principalele tipuri de
compusi de deteriorare produsi de speciile AAB asociate cu vinul. Acidul acetic si
acetaldehida sunt formate din metabolismul oxidativ al etanolului. In plus, AAB poate
forma esterul etilic al acidului acetic, acetatul de etil, care are o aroma astringenta,
similara cu solventii organici (Jiranek s.a., 2008). Vinul prezinta un risc ridicat de
deteriorare prin AAB in timpul maturarii prelungite in butoaie daca vinul nu ocupa
cat mai mult din spatiul de depozitare si monitorizat regulat, dar o gestionare proasta
in timpul imbutelierii 1i depozitérii vinului rosu poate duce la deteriorarea acestuia
din cauza proliferarii Acetobacter pasteurianus (Bartowsky si Henschke 2004a,
2008). Se pot observa cresteri mici ale acidului acetic in timpul fermentatiei alcoolice.

Datoritd metabolismului levurilor sau dupd finalizarea fermentatiei
malolactice, de obicei din metabolismul acidului citric produs de LAB (Ramos si
Santos 1996), se formeazd compusi de gust neplacut. Vinurile cu gust de soarece
rezultd din metabolismul ornitinei si lizinei, ducand la formarea de compusi nitrogen-
heterociclici extrem de puternici si neplacuti [2-acetiltetrahidropiridina, 2-acetil-1-
pirolina si 2-etiltetrahidropiridina] (Costello s.a., 2004).

Acesti compusi sunt perceputi pe palatul paladin ca un gust persistent de
soarece Inchis intr-o cuscd datoritd interactiunii cu mediul bucal. Formarea de
compusi nitro-heterociclici pare sa fie limitata la LAB heterofermentative (O. oeni si
unele specii de Lactobacillus) (Costello s.a., 2004). Levurile Dekkera si
Brettanomyces asociate cu vinul au fost aratate ca produc acesti compusi (Jiranek s.a.,
2008), cu toate acestea, nu par sa fie principala sursa a acestei probleme.

Acidul sorbic (acid 2,4-hexadienoic) poate fi utilizat ca si conservant chimic
in vinurile indulcite la Tmbuteliere pentru a preveni fermentatia secundard dupa
imbuteliere. Cu toate acestea, mai multe specii LAB, inclusiv tulpinile O. oeni, sunt
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capabile sa metabolizeze acidul sorbic rezultand formarea de 2-etoxihexa-3,5-dien,
care are un miros asemandtor cu frunzele zdrobite de muscata (Pelargonium spp.).
Astfel, este necesara precautie la imbutelierea vinului conservat cu acid sorbic pentru
a asigura eliminarea populatiei bacteriene (Terrell s.a., 1993).

Compus  Descriptor olfactiv Nivel aroma  Bacterie (gen)
Acetaldehida | Mar invinetit, cireasa, 100 mg/L Acetobacter, Gluconobacter
nucd
Acid acetic | Otet, acru,iute 200 mg/L Acetobacter, Gluconobacter,
LAB*
Acetat de etil | Lac de unghii 7.5 mg/L Acetobacter, Gluconobacter,
LAB*
2,3-Butandiona | Unt, nuci, caramel 0.1-2.0 Oenococcus, Lactobacillus
(diacetil) mg/L
2-Etoxi-3,5- | Frunze de muscata 0.1 pg/L Lactobacillus, Pediococcus
hexadiend | zdrobite
2-Acetil- | Soarece 4.0-5.0 Lactobacillus, Oenococcus
tetrahidropiridind ng/L
2-Etil- | Soarece 20-18 Lactobacillus, Oenococcus
tetrahidropiridind ug/L
2-acetil-1-pirolina | Soarece 7.0-8.0 Lactobacillus, Oenococcus
pg/L
Acroleina | Amar Lactobacillus, Pediococ
p-D-Glucan | Textura groasa, vascoasa, Pediococcus
(exopolizaharida) | uleiosa, vicioasa
Manitol | Vascos, dulce, iritant Oenococcus

Tabel 1.6. Compusi de alterare a vinului ca urmare a metabolismului bacterian in timpul

vinificatiei (*LAB, bacterii lactice; include specii din Lactobacillus, Oenococcus si

Pediococcus).

Table 1.6. Wine spoilage compounds as a result of bacterial metabolism during winemaking

(*LAB, lactic acid bacteria; includes Lactobacillus, Oenococcus and Pediococcus species).
Metabolismul mai multor zaharuri si poliole de catre bacterii poate duce la

deteriorarea vinului. Senzatia de amar din vin poate aparea din metabolismul
glicerolului, in principal de cétre Lactobacillus sp. Gustul amar este considerat a fi
rezultatul reactiei fenolilor din vinul rosu cu acroleina. Acest tip de deteriorare a
vinului este adesea denumit “amertume” (amar in franceza).

Metabolismul fructozei de catre LAB hetero-fermentative, inclusiv O. oeni,
poate duce la formarea de manitol, un alcool de zahar cu sase atomi de carbon
(Wisselink s.a., 2002). Vinul cu gust de manitol este complex deoarece este insotit de
obicei si de acid acetic ridicat, acid d-lactic, n-propanol si 2-butanol. Un astfel de vin
deteriorat poate fi perceput si ca avand o textura lipicioasd cu un miros de otet si gust
usor dulce. Trecerea la formarea de manitol prin fermentatia heterolactica si
fermentatia manitolului are loc la nivel metabolic, este legata de rata de crestere si
mentinerea echilibrului redox (Suarez s.a., 2007).

Un vin cu o texturad vascoasa si groasd este denumit “ropos”; acest lucru se
datoreazi prezentei exopolizaharidelor in exces, cum ar fi B-d-glucanul. In acest
context, formarea de exopolizaharide este aproape exclusiv din cauza cresterii
Pediococcus in vin, care este stimulatd de pH-ul ridicat. Formarea de  -d-glucan si
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polimerizarea sa sunt bine caracterizate si s-a demonstrat ca sunt rezultatul prezentei
unui plasmid care poarta gena DPS (glucosil-transferaza). Recent, au fost izolate
unele tulpini O. oeni care poarta gena DPS (Walling s.a., 2005).

1.10 Indepirtarea sau inhibarea bacteriilor nedorite din vin.

Cum se poate evita cel mai bine deteriorarea vinului nu este intotdeauna clar.
Chiar si practicile adecvate de igiend si natura chimica agresiva a vinului nu pot fi
considerate un mijloc sigur Impotriva bacteriilor nedorite, iar reglementarile privind
fabricarea vinului pot limita optiunile interventionale disponibile producétorului de
vin. Ca barierd initiala, concentratiile ridicate de etanol (pana la 16% v/v), aciditatea
ridicatd a vinului (pH-ul poate fi chiar 2.9) pot inhiba dezvoltarea populatiilor
bacteriene; totusi, in cazul vinurilor cu concentratii mai mici de etanol si aciditate
scazuta (cu pH mai mare de 3.7), poate fi dificil sa se opreasca cresterea bacteriana.
Depozitarea vinului la temperaturi sub 15°C ar putea ajuta la minimizarea capacitatii
bacteriilor de a se multiplica 1n vin.

Spre deosebire de tratamentul mustului in fabricarea berii, mustul de struguri
nu este pasteurizat inainte de inocularea cu levuri. Incilzirea vinului inainte de
imbuteliere a fost exploratd, inclusiv pasteurizarea rapida, cu toate acestea,
ingrijordrile cu privire la impactul acestuia asupra caracteristicilor senzoriale ale
vinului au facut ca aceastd tehnologie sa nu fie larg utilizata (Ribereau-Gayon s.a.,
2000).

In mod traditional, dioxidul de sulf a fost folosit pentru a controla
microorganismele nedorite in timpul vinificatiei, unde este adaugat de obicei la
bazinele de struguri culesi mecanic si dupa fermentatia malolacticd. SO, actioneaza
atat ca agent anti microbian, cat si ca antioxidant 1n vin (Romano si Suzzi, 1993). Cu
toate acestea, mai multe specii bacteriene sunt rezistente la concentratii ridicate de
SO,.
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2 SUBSTANTE CHIMICE SI PROCESE FIZICE CA
ALTERNATIVA LA SO; FOLOSIT {iIN TIMPUL
VINIFICATIEI

2. CHEMICALS AND PHYSICAL PROCESSES AS
ALTERNATIVES TO SO2 USED DURING VINIFICATION

2.1 Generalitati

O categorie de metode utilizate pentru substitutia SO, este reprezentatd de
tratamente chimice care includ utilizarea dimetil-carbonat, lizozima, chitosan,
complex cu Ag coloidal; tratamentele cu bacterionicine, aplicare de extracte naturale
cum ar fi extracte fenolice pe bazd de struguri, extracte de coarda de vitd de vie,
extracte pe bazi de maslin si alte tipuri de extracte. in acest scop, s-au studiat efectele
tratamentelor termice asupra calitétii vinului. Tehnicile de procesare termica asupra
strugurilor, mustului si vinului se focalizeaza pe transformarea polifenolilor precum
si variatiile antioxidante asupra procesdrii. Aceastd tehnica este una din cele mai
importante cu rol in reducerea adaosului de SO; la vin.

Existd mai multi inhibitori chimici si produse naturale care pot fi utilizati
pentru controlul bacteriilor din vin. Cu toate acestea, aceste optiuni sunt aditivi si, ca
atare, este necesara aprobarea legislativa pentru utilizarea lor in fabricarea vinului.

Multi conservanti chimici au fost identificati pentru a reduce nivelul de SO,
utilizat in vinificatie. Recent s-a sugerat cd utilizarea compusilor chimici precum
dicarbonat de dimetil, lizozima, chitosanul etc. pot preveni oxidarea vinului si inhiba
microorganismele nedorite.

“Produsele naturale” cum ar fi lizozima si bacteriocidele pentru inhibarea
cresterii bacteriene au fost utilizate cu succes In diverse industrii farmaceutice si
alimentare timp de aproape 50 de ani, iar lizozima a fost aprobata recent pentru
utilizare in fabricarea vinului (rata maxima de adaugare: 500 mg/L). Lizozima,
singurul compus cu activitate muramidazicd, este ineficient Tmpotriva celulelor
eucariote, adicd nu poate fi utilizat pentru a controla levurile care deterioreaza gustul,
cum ar fi Dekkera/ Brettanomyces (McKenzie si White, 1991).

2.2 Dicarbonatul de dimetil

Dicarbonatul de dimetil (DMDC) este un inhibitor chimic al
microorganismelor (Daudt si Ough, 1980) prin inactivarea enzimelor celulare. Se
hidrolizeaza la metanol si dioxid de carbon, constituenti naturali ai mustului de
struguri si ai vinului care nu afecteaza gustul sau culoarea vinului. Cu toate acestea,
eficacitatea DMDC variaza intre specii si tulpini. Studiile au demonstrat ca bacteriile
sunt mai rezistente decat levurile la DMDC (150-400 mg/L) (Delfini s.a., 2002).
Studii mai recente la vinul rosu sugereazd cad rata permisd de addugare a
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dicarbonatului de dimetil (200 mg/L) nu inhiba eficient LAB sau AAB (Costa s.a.,
2008), ceea ce sugereazd ca DMDC ar putea sa nu fie un bun conservant impotriva
contaminarii bacteriene nedorite a vinului. Alte dezavantaje ale utilizarii DMDC in
vin sunt solubilitatea sa redusd in apa si toxicitatea potentiald dupa ingestie sau
inhalare in timpul tratamentului vinului.

DMDC este mai putin eficient impotriva bacteriilor in comparatie cu SO».
Din acest motiv, In practica viti-vinicold, In limita dozei maxime legale admise,
DMDC este un conservant eficient pentru a controla contaminarea, dar este
ineficientd Tmpotriva bacteriilor acidului lactic si acidului acetic din vinuri (Bordeu
& Huang, 1988). Pe de alta parte, actiunea DMDC este temporard, deci nu este
recomandat sd fie utilizat in cazul vinurilor supuse maturdrii (Terrel s.a., 1993).

Amestecuri de SO, In concentratii diferite (25 si 50 mg/L) cu lizozima si
DMDC au favorizat formarea de compusi volatili si amine biogene 1n vinuri. Efectele
amestecurilor de lizozimd3/DMDC asupra reducerii nivelului de SO, in timpul
vinificatiei au fost urmatoarele:

- amestecul format din concentratii scdzute de SO cu lizozima si DMDC a
redus concentratia de amine biogene (histamind, tiramind, putrescina,
cadavrina, feniletilamina + spermidina si spermind);

- concentratia totald de amine volatile (dimetilamind, izopropilamina,
izobutilamina, pirolidina, etilamina, dietilamind, amilamina si hexilamind) a
fost determinata ca fiind mai mare in proba fermentatd numai cu SO»;

- concentratiile de amine cu grupe amino secundare (dimetilamina,
dietilamind, pirolidind) au fost mai mari in proba fermentata numai cu SO»
decat in cele fermentate cu DMDC si lizozima sau cu un amestec de
conservanti;

- lizozima insasi si lizozima In combinatie cu SO au redus formarea de amine
biogene, iar amestecul de conservanti s-a parut mai recomandabil.

2.3 Lizozima

Lizozima este o proteina care s-a dovedit a avea efecte anti microbiene asupra
multor alimente derivate din ou alb. Este activa la valori de pH cuprinse intre 2.8 si
4.2 (Delfini s.a., 2004). Studiile au raportat cd lizozima este eficientd pe multe
microorganisme din vin, in special pe unele tulpini de bacterii lactice din vinuri
(Azzolini s.a., 2010). Cu toate acestea, tulpinile Lactobacillus si Pediococcus au
supravietuit la concentratii mai mari de lizozima

Desi OV a permis utilizarea lizozimei cu pana la 500 mg/L in vinuri, aceasta
substantd nu este foarte preferatad de producitorii de vin din cauza pretului ridicat,
utilizare, stabilizare. De asemenea, utilizarea acestuia in vinificatie ar putea prezenta
un risc pentru consumatorii alergici la oud de gdina (Santos s.a., 2013). Este necesar
s se mentioneze continutul de lizozima in etichetele sticlei de vin.
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2.4 Chitosan

Chitosanul este un biopolimer aprobat de autoritétile europene si de OIV
pentru utilizare ca agent de purificare si anti microbian pentru vinuri (Raafat & Sahl,
2009). In procesul de vinificatie, poate fi folosit pentru a preveni deteriorarea
bacteriilor. Chitosanul cu surse fungice a aratat o reducere crescuta a polifenolilor
oxidati in suc si vin si controlul speciilor Brettanomyces (Chorniak, 2007).

Inactivarea bacteriilor acidului acetic a fost investigatd la vinurile
contaminate artificial. Valera s.a., (2017) au comparat efectele chitosanului si SO; si
ambele molecule au redus activitatea metabolica a tulpinilor de bacterii ale acidului
acetic din vinuri.

In plus, Chinnici s.a., (2014) au investigat efectele protectoare ale sulfurilor
si aditivilor chitosanici impotriva degradarii oxidative a tiolilor varietali. Oxidarea
tiolului a fost redusa semnificativ de chitosan. Totodatd s-a demonstrat ca aditivul
poate contribui la pastrarea caracterului divers al vinurilor din strugurii aromatici si
la nivelurile reduse de sulfuri.

Filmele de chitosan-genipina au fost folosite pentru a produce vinuri fara
adaugarea de SO, ca si conservant (Nunes s.a., 2016). S-a observat ca aceste vinuri
erau mai putin susceptibile la brunificare decéat cele preparate folosind dioxid de sulf.
In plus, s-a demonstrat ci formarea complexelor de fer-tartrat-chitosan inhiba
reactiile de oxidare, precum si cresterea microbiand, reducand reactiile de oxidare
chitosan-genipind in vinificatie a fost propusa ca o tehnica prietenoasa cu mediul si
usoard, care poate pastra vinurile cu calitatile organoleptice necesare.

2.5 Extracte de plante naturale

Una dintre cele mai promitatoare alternative naturale la sulfiti in vinificatie
este utilizarea extractelor naturale de plante. Extractele de plante anti-oxidative si anti
microbiene bogate In compusi fenolici au fost propuse recent ca o alternativa totala
sau partiald la sulfuri in vinificatie. Flavonoidele, compusii fenolici si derivatii lor,
care se gasesc in structura acestor extracte, s-au dovedit a fi eficiente in prevenirea
auto-oxidarii. De asemenea alte substante fitochimice (terpene, alcaloizi, lactone etc.)
gasite 1n extracte pot contribui la proprietatile antioxidante (Y1ildirim s.a., 2015).

Mecanismele de actiune au fost descrise ca eliminarea radicalilor liberi,
combinarea cu ioni metalici, inhibarea sau reducerea formarii de oxigen. In plus,
acesti compusi inhiba radicalii liberi ai substantelor nutritive, oferind hidrogen in
grupele hidroxil ale inelelor aromatice. Studiile actuale indica faptul ca cresterea
microorganismelor patogene si de deteriorare poate fi puternic redusa sau inhibata de
anumite extracte de plante. Activitatile antioxidante ridicate, precum si activitatile
antimicrobiene eficiente le fac 0 metoda naturala alternativa, in loc de conservanti
potential sintetici.
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Vinurile tratate cu acesti conservanti naturali vor fi mai competitive pe piata
globala actuald. Din acest motiv, sunt necesare studii actuale despre efectele
extractelor de plante asupra calitatii si a proprietatilor senzoriale asupra produsului
final. S-a raportat ca vinurile tratate cu aceste extracte fenolice bogate previn oxidarea
si provoaci o perceptie senzoriald mai buna decat SO, (Sonni s.a., 2009). In prezent,
aceste teste includ; addugarea de compusi fenolici (cum ar fi acidul cafeic, catechina,
taninurile etc.) in vin, extracte pe baza de plante (extract de pielitd de eucalipt si
migdale) sau subproduse vitivinicole, cum ar fi tescovind de struguri (seminte si
pielita de struguri), extracte de vita de vie si stejar (Bastante s.a., 2017).

Contributia adaugarii acestor compusi la calitatea vinurilor si activitatile lor
antimicrobiene si antioxidante sunt rezumate in tabelul 2.1. De asemenea, acesti
subiecti au fost prezentati si descrisi in urmatoarele subiecte.

Tratamente  Contributii la Sctivitate Dezavantaje
calitatea vinului antimicrobiand
Produsi secundari | Inhibarea enzimelor,  Bacillus cereus, Adéaugarea de
rezultati din vinificatie | Activitate de Campylobacter jejuni,  taninuri enologice
(extracte din pielitd, | eliminare a E. coli, L. (galotanin si
seminge) | radicalilor liberi, monocytogenes, procianidin) pentru

Cipsuri si extracte de
lemn de stejar, extracte
de lastari de vita de vie

Extracte din plante
(pielita de eucalipt si
migdale, ulei esential de
cimbru, hidroxitirosol

Procesul de
fermentare nu este
afectat negativ,
Caracter organoleptic
mai bun

Activitate
antioxidanta ridicata,
Contributia
componentelor
volatile la profilul
senzorial si aromatic,

Prevenirea oxidarii,
Cresterea
compozitiei
aromatice

Salmonella enterica, S.
aureus, Yersinia
enterocolitica,
Pseudomonas spp.,

Bacteriile acidului
acetic si bacteriile
patogene

E. coli O157: H7,
Salmonella enteridita,
L. monocytogenes,
Salmonella poona,
Bacillus cereus,
Saccharomyces
cerevisiae si Candida
albicans, LAB

a ardta o valoare
mai mare a culorii
galbene la vinurile
rosii

Mai putin eficient
in vinurile albe
decét vinurile

Sunt necesare studii
suplimentare la
diferite concentratii
si conditii de
depozitare mai
lungi.

Tabel 2.1. Contributia extractelor de plante naturale la calitatea vinurilor conventionale §i
activitaile lor antimicrobiene si antioxidante.

Table 2.1. Contribution of natural plant extracts to the quality of conventional wines and their
antimicrobial and antioxidant activities.

2.6 Extracte fenolice pe baza de struguri

Vinurile rosii contin mai multi compusi fenolici decat vinul alb datorita
fermentarii in contact cu pielita si seminte strugurelui conform tehnicii de vinificatie.
in plus, antocianii sunt un grup semnificativ de compusi fenolici din vinurile rosii,
deoarece sunt responsabili de culoarea caracteristica a vinului. Compusii fenolici se
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gasesc in mod natural 1n vin si la fel ca si in subprodusele vinului (tescovina de
struguri, pielitd, seminte si ciorchine). Acesti compusi sunt foarte importanti datorita
efectelor lor antioxidante, antimicrobiene si antiinflamatorii (Cheynier, 2012).
Studiile au demonstrat ca adaosul semintelor de la struguri albi la vinurile albe a
furnizat aproximativ 380 mg/L echivalenti de acid galic (GAE) in indicele polifenolic
comparativ cu vinul din grupul martor. Studiile actuale au demonstrat ca adaugarea
de tescovind de struguri la vinuri in timpul fermentatiei a crescut numarul total de
compusi fenolici, catechind si procenidind dimericd in produsul final. Culoarea
vinului si scorurile senzoriale raman aceleasi sau mai bune decat vinul din grupul de
control. S-a raportat cad addugarea de taninuri la vin previne oxidarea si a conferit
proprietati senzoriale mai bune decat vinurile la care s-a addugat SO, (Sonni s.a.,
2009).

Exista unele studii care demonstreazd cd compusii fenolici gasiti In mod
natural in semintele de struguri si extractele de tescovind au o capacitate
antimicrobiana ridicatd Impotriva bacteriilor patogene care provoacd numeroase
deteriordri ale vinului. In plus fata de componentele principale, cum ar fi polifenoli
din extractul de seminte de struguri, alte fitochimice (terpene, alcaloizi, lactone, etc.)
gasite 1n extract contribuie la proprietatea sa anti microbiana. Recent, Garcia-Ruiz
s.a., (2011) au raportat un studiu comparativ al potentialului inhibitor al unor acizi
fenolici, stilbeni si flavonoizi pe diferite tulpini ale bacteriilor acidului lactic izolate
din vinuri. Valorile IC50 ale majorititii fenolilor au fost mai mari decét cele ale SO,.
Cu toate acestea, flavonoidele si stilbenii au prezentat cele mai mari efecte
inhibitoare. Unii dintre autori indicd faptul ca aceste extracte inhiba
microorganismele patogene precum Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa si Candida albicans (Silva s.a.,
2018).

2.7 Extractele din lastari de vita de vie

Vinul rosu este deosebit de bogat in taninuri si, prin urmare, mai putin
prediscibil la oxidare decét vinurile albe sau roze. Aceste taninuri pot fi obtinute din
stejari bogati in tanin si seminte de struguri sau acid galic si acid elagic. In timpul
procesului de vinificatie, este posibil sd se imbogateasca vinurile cu taninuri obtinute
din struguri sau stejar si s se obtind vinuri de calitate superioara. Pascual s.a., (2017)
au studiat vinurile model pentru a determina capacitatile de consum de oxigen ale
taninurilor enologice (cum ar fi elagitaninuri) obtinute din diferite surse si au
demonstrat ci adiugarea de tanin a fost o alternativd buna decat SO,. In plus,
taninurile condensate sunt agenti anti microbieni buni care actioneaza prin apoptoza
peretelui celular al microorganismelor si prin inactivarea enzimelor de legare.
Tratarea vinurilor cu taninuri este o practicd enologica permisa in multe tari, inclusiv
in UE si Statele Unite.
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Maturarea vinului in butoaie de stejar este o practicd obisnuitd pentru
imbunatatirea calitatii vinului datoritd efectelor benefice ale vinului asupra aromei,
compozitiei aromatice, stabilizarii culorii si astringentei. Compusii polifenolici, care
apar in mod natural in butoiul de stejar, sunt transferati partial vinului in timpul
maturdrii. Odata cu difuzia oxigenului din lemn, apar reactii diferite intre antocianii
si proantocianii din vin care stabilizeaza culoarea vinului si astringenta (Zamora,
2019). In timpul acestui proces apar schimbari semnificative in compozitia vinului.
Ca urmare, compusii volatili, profilurile senzoriale si aromatice ale vinului au crescut
prin addugarea de cipsuri de stejar de vin. Alamo-Sanza s.a., (2019) au declarat ca
existd o relatie semnificativa Intre continutul fenolic si activitatea antioxidantd a
extractului de lemn in vinurile rosii cu varsta de 10 ani cu aschii de stejar enologice.

Similar abordarii chipsurilor de stejar, lastarii de vitd de vie sunt, de
asemenea, materiale oenologice cu potential ridicat datoritd proprietatilor lor
antioxidante si anti microbiene ridicate. Aceastda noud alternativa a fost testata in
vinuri. Raposo s.a., (2016) a testat adaugarea extractului de lastari de vita de vie care
contine 29% (greutate/volum) stilben comparativ cu vinul din grupul de control (SO»
adaugat) si a constatat ca vinurile Syrah produse prin utilizarea extractului de lastari
de vita de vie au demonstrat scoruri mai mari in parametrii legati de culoare si scoruri
senzoriale decat cele tratate cu SO,. Cebrian-Tarancén s.a., (2019) au testat lastari de
vitd de vie de 12 g/L in vinurile proaspete si dupa 35 de zile de macerare, valorile
acidului elagic, trans-resveratrol, vanilin si guaiacol au fost determinate ca fiind mai
mari decét vinurile normale. Rezultatele au demonstrat ca au o contributie pozitiva la
proprietatile functionale ale vinurilor.

2.8 Glutation

Glutationul (GSH) este un alt compus natural important testat pentru efectele
de protectie asupra vinurilor. GSH este o tripeptidd compusa din acid glutamic,
cisteind si glicind si un antioxidant important care este prezent in mod natural in multe
plante, animale, microorganisme si alimente. GSH este prezent in mod natural in
vinuri in concentratii scdzute. GSH previne brunificarea vinului si protejeaza
impotriva pierderilor de aroma care apar din cauza oxidarii vinurilor albe (Fracassetti
s.a.,2016). Adaugarea de GSH in must si vin pana la maximum 20 mg/L a fost inclusa
recent Intre practicile oenologice recomandate de OIV in 2016 (OIV 2016).

Gambuti s.a., (2015) au studiat vinurile Cabernet Sauvignon la o scara pilot
pentru determinarea efectului protector al GSH si rezultatele au ardtat ca antocianii si
antocianidinele au fost conservate in vinul rosu care contine niveluri ridicate de GSH.
Cu toate acestea, se indica faptul cd GSH nu a mpiedicat stabilizarea culorii la
vinurile rosii, In timp ce a determinat o crestere a degradarii malvidinei 3-
monoglucozide. S-a raportat, de asemenea, cd GSH nu este suficient de eficient in
prevenirea pierderii antocianilor in timpul maturarii vinului rogsu. Webber s.a., (2017)
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au evaluat efectul adaosului de GSH (10, 20 si 30 mg/L) in cazul vinurilor spumante.
Rezultatele au indicat faptul ca, desi concentratia totald de GSH a scazut treptat in
timpul depozitarii, GSH a redus formarea acetaldehida cu pana la 12 luni. Cu toate
acestea, prezenta glutationului a avut un efect redus sau deloc asupra concentratiei de
SO, liber, compusi fenolici totali, catehind, epicatechina, acizi cafeici si cumarici.
Cercetatorii au studiat, de asemenea, efectul GSH si/sau elagitaninurilor adaugate la
sticla asupra stabilitatii calitative a unui vin alb cu continut de SO». Panero s.a., (2015)
au observat ca adaugarea de GSH si/sau elagitaninuri la o dozad de 20 mg/L nu a limitat
evolutia oxidativa a vinurilor imbuteliate.

2.9 Specii fermentative/protective de tip Pichia Kluyveri

Speciile de Pichia care au fost gasite in must in diverse faze de fermentare si
sunt incluse in grupul non-Saccharomyces: P. fermentans, P. membranifaciens, P
occidentalis, P. terricola, P. manshurica, P. kudriavzevii si P. kluyveri 123. Frecventa
izolarii speciilor de Pichia din struguri este mai mica decat cea a S. cerevisiae (28%)
si a altor speciii non-Saccharomyces precum Hanseniaspora uvarum (44%).
Frecventa variaza de la 0.12% pentru P. occidentalis pana la 4,7% pentru P. anomala.
Alte specii de Pichia raportate in mod obisnuit izolate din struguri sunt P. manshurica
(2.81%), P. menbranifaciens (0.98%) si P. kudriavzevii (0.85%).

Dintre speciile de Pichia legate de vin, P. kluyveri este cea mai studiatd si
singura disponibila comercial pe piata levurilor. P. kluyveri se caracterizeazad prin
capacitatea sa de a Tmbunatati compozitia compusilor aromatici precum tiofenii,
terpenele si esterii fructati. In prezent exista doar doui startere comerciale bazate pe
P. kluyveri: WLP605 (Vintner’s Harvest®, Yakima, WA, SUA), care este promovat
ca fiind capabil sa creasca aromele florale, contribuind la imbunatatirea buchetului
general al vinului si FROOTZEN® (Hansen®, Hoersholm, Danemarca), care este
promovat ca fiind capabil sa creasca aromele varietale si tiofenolice. Ambele sunt
indicate pentru utilizare in fermentarea secventiala, mai intai cu P. kluyveri si apoi cu
o tulpind S. cerevisiae, care va Incheia corespunzitor fermentarea alcoolica. Pichia
este un gen de levuri care se reproduc asexual prin butasi multilaterali si sexual prin
asci (celule specializate). Asci sunt celule care contin spori si care se formeaza in
timpul reproducerii sexuale. Acesti spori sunt sferici sau in forma de palarie si pot fi
netezi sau aspri. Forma celulelor este sferica sau ovoida si uneori poate aparea ca
pseudohife. Pichia spp. poate fermenta glucoza dar rar alte molecule de zahar. Genul
asimileaza unele zaharuri si nu poate asimila nitrat ca nutrient azotat. Genul produce
coenzima Q-7. Ultima revizuire a genului a descris 20 de specii acceptate, printre care
Pichia membranifaciens este considerata specie tip (Kurtzman s.a., 2011).

In ceea ce priveste P. kluyveri, celulele sunt usor ovoidale si au aproximativ
2-10 pm, iar forma lor este foarte dificil de distins de forma celulelor S. cerevisiae
sau S. ellipsoideus. Capacitatea sa de a produce un film in timpul dezvoltarii sale in
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must este foarte caracteristicd si ne permite sd distingem usor specia printre alte
levuri. Capacitatea de formare de filmelor este foarte utila la scard industriald pentru
a evalua rapid succesul implantarii atunci cand se utilizeaza produse comerciale care
contin P. kluyveri. Aceasta specie poate produce pseudohife in culturile pe placi, dar
nu si in fermentarea lichida. De asemenea, poate produce ascospori in forma de
palarie. Specia fermenteaza doar glucoza si prezintd crestere in medii lichide care
contin glucoza, etanol sau glicerol. Ca si alte specii Pichia, P. kluyveri rezista la
presiune osmotica ridicata, prezentand o crestere optima in 10% NaCl sau 5% glucoza
(Kurtzman s.a., 2011).

A fost izolat de obicei din fructe radacinoase si parti verzi ale plantelor, fiind
larg raspandit in toate tipurile de ecosisteme (Ciani s.a., 2020). Aceasta revizuire a
adunat toate informatiile disponibile legate de P. kluyveri si influenta sa asupra
fermentatiei mustului, ludnd in considerare faptul ca vinul este un produs obtinut
datorita metabolismului levurilor. Cu toate acestea, P. kluyveri prezintd un
metabolism mai oxidativ decat S. cerevisiae 1, fig. 2.1 aratd cele mai comune cai
metabolice din P. kluyveri in conditii de fermentare si influenta sa senzoriald asupra
vinului. In plus, aceasta revizuire a examinat si alte specii Pichia care atrag un interes
oenologic tot mai mare.

[ Glucozza | [ Amino-acizi | [ Sursa de Sulf |

P ! | I

Aldehide

Glicerol

Acetaldehida

Acetil coenzima A

Coenzime care metabolizeaza
amino-acizi

Alcooli superiori

Terpene

Figura 2.1. Diagrama principalelor procese metabolice in conditii de fermentatie la P.
kluyveri.
Figure 2.1. Diagram of the main metabolic processes under fermentation conditions in P.
kluyveri.

2.10 Impactul levurilor de tip P. kluyveri asupra parametrilor de calitate
ai vinului

2.10.1 Etanol

P. kluyveri poate fermenta doar pana la 4-5% (v/v) in etanol, consuméand doar
glucoza si lasand fructoza (Contreras s.a., 2014). Aceasta capacitate de fermentare
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este insuficientd pentru a produce vinuri obignuite sau vinuri de baza spumante, dar
este suficientd pentru a produce alte bauturi precum berea de aproximativ 3.2% (v/v)
(Gutiérrez s.a., 2018).

Randamentul etanolului al P. kluyveri este cu 22% mai mic decét cel al S.
cerevisiae, producand 0.36 g de etanol per gram de zahar. Cele mai multe specii
Pichia au randamente mai mici decat P. kluyveri, cum ar fi P. fermentans (0.04 g), P
membranifaciens (0.08 g), P. terrricola (0.19 g) si P. kudriavzevii (0.33 g). Cu toate
acestea, unele specii Pichia au fost demonstrate ca au un randament mai mare de
etanol; de exemplu, P. holstii produce in jur de 0.43 g de etanol per gram de zahar
(Contreras s.a., 2015).

Deoarece P, kluyveri nu poate fermenta fructoza si nu poate consuma intreaga
cantitate de glucoza prezentd In mustul de struguri, trebuie combinat cu drojdie
fermentativa precum S. cerevisiae pentru a fermenta complet zaharurile si a obtine
parametrii de calitate doriti. Fermentarea secventiala care implica P. kluyveri si S.
cerevisiae a dus la un continut final mai mic de etanol decat controalele S. cerevisiae.
Diferenta s-a marit in fermentatiile in care P. kluyveri a fost prezent pentru o perioada
mai lunga in timpul procesului de producere a vinului. Inocularea secventiala la 48 h
a dus la un continut mai mic de etanol de 0.16% (v/v), In timp ce o altd inoculare
secventiala la 96 h a dus la 0.25% (v/v) (Dutraive s.a., 2019).

2.10.2 Glicerol

Concentratia de glicerol este mai mare in fermentarea secventiald care
implica P. kluyveri decat in controalele S. cerevisiae, iar efectul creste atunci cand P,
kluyveri fermenteaza mai mult. O inoculare secventiald de 48 h a dus la o crestere a
glicerolului de 0.33 g/L, in timp ce o alta inoculare de 96 h a dus la o crestere mai
mare de 1.3 g/L. Alte studii au raportat o scadere de aproximativ 48% in co-inoculare
(Anfang s.a., 2009). Aceasta diferenta poate fi explicata prin posibila variabilitate a
tulpinii similare cu cea raportata pentru alte specii non-Saccharomyces. Desi unele
studii au raportat cresteri semnificative pozitive ale concentratiei finale de glicerol
legate de performanta P. kluyveri, alti non-Saccharomyces precum C. zemplinina sunt
mult mai eficienti In acest scop, capabili sa produci o concentratie finald de glicerol
de pandla 15 g/L.

2.10.3 Acizii organici

P, kluyveri nu influenteaza notabil acizii organici ai vinului ca alte specii non-
Saccharomyces specifice. Se raporteazd cd consumd usor acidul malic intr-o
concentratie de aproximativ 0.1 g/L (Dutraive s.a., 2019). Cu toate acestea, acest lucru
nu este suficient pentru a influenta semnificativ pH-ul sau pentru a obtine stabilitatea
microbiologica a acidului malic. Toate studiile care implica P. kluyveri au raportat
diferente statistice nesemnificative in formarea de acid acetic intre fermentarea
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secventiala P. kluyveri si controlul S. cerevisiae. Un studiu a raportat cresteri ale unor
acizi derivati din ciclul acidului tricarboxilic in fermentarea secventiala care implica
P. kluyveri: acid-cetoglutaric (24%), acid oxalic (50%) si acid succinic (300%) (Lu
s.a., 2017). In acest studiu, controlul a fost o tulpina T. delbrueckii. Nu exista date
disponibile Inca pentru vinul de struguri comparativ cu controlul S. cerevisiae, astfel
incat trebuie efectuate studii suplimentare pe aceastd tema, deoarece rezultate
similare ar putea apérea cu fermentarea mustului de struguri.

Concentratia de acid succinic din vin variaza de obicei de la 0.5 la 1.0 g/L
(Waterhouse s.a., 2016), astfel incat concentratiile finale de pana la 5 g/L prin
inoculdri secventiale raportate pentru P. kluyveri ar putea fi o alternativa interesanta
la acidifierea vinului. Deoarece aceste concentratii sunt peste valoarea medie pentru
vin, este probabil ci influenteazi semnificativ proprietitile sale senzoriale. In timp ce
acidul citric, L-lactic, L-malic si L-tartric sunt descrise ca fiind acre si astringente din
punct de vedere senzorial, acidul succinic este descris ca fiind acru, sdrat si amar. Cu
toate acestea, studiul nu include o analizd senzoriala pentru a corobora posibila
influentd a acidului succinic asupra gustului final.

2.10.4 Compusi aromatici

Speciile P. kluyveri au aratat o capacitate remarcabild de a elibera acetat de
3-sulfanilhexan-1-ol (3-SHA) 1n comparatie cu alte specii Saccharomyces si non-
Saccharomyces (Anfang s.a., 2009). 3-SHA este o molecula volatilda placuta care
produce arome dorite in vin descrise ca fiind fructul pasiunii. Un studiu a raportat ca
fermentatia secventiald care implicd P. kluyveri si S. cerevisiae a atins concentratii
finale semnificativ mai mari de 3-SHA decat controlul fermentat doar de S. cerevisiae.
Cresterile au variat intre 10 si 72% in functie de raportul initial de inoculare dintre S.
cerevisiae si P. kluyveri.

Raportul initial optim raportat a fost 1:9, iar concentratia finald de 3-SHA a
variat intre 55 si 72% mai mare decat controlul S. cerevisiae in functie de tulpina P,
kluyveri care a efectuat fermentatia. Cresterea sulfanilhexan-1-olului (3-SH) a fost de
aproximativ 40% pentru inocularea cu raportul 1:9. Diferente semnificative statistic
in eliberarea tiolilor de citre P. kluyveri au fost raportate s depinda de tulpina S.
cerevisiae utilizatd pentru a termina corespunzator fermentatia alcoolicd. Aceste
rezultate sugereaza ca partenerul S. cerevisiae trebuie selectat cu atentie pentru a
optimiza concentratia totala finala de tioli eliberatd in timpul fermentatiei alcoolice
atunci cand lucreaza Impreuna cu tulpina selectata P. kluyveri. Deoarece se raporteaza
o variatie semnificativd a tulpinii privind eliberarea tiolilor pentru P. kluyveri,
selectarea tulpinilor de levuri cu activitate ridicata de liaza, similar cu alte specii non-
Saccharomyces cum ar fi T. delbrueckii sau M. pulcherrima, ar putea optimiza
activitatea de eliberare a tiolilor P. kluyveri (Belda s.a., 2016).
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P kluyveri reduce continutul de alcooli superiori totali in fermentatia
secventiala cu aproximativ 15%, fiecare alcool superior fiind afectat intr-un interval
diferit (de exemplu, hexanol-50%; 2-fenil-etan-1-ol: 20%; si butan-1-ol: 20%). Alte
studii au raportat aceleasi rezultate, cu variatii in diferite intervale ((Z)-4-decen-1-ol:
9%; (E)-4-decen-1-ol: 8%; 1-decanol: 4%; 1-hexanol: 28%; 1-nonanol: 12%; 2-
hepten-1-ol: 32%; 2-metil-3-buten-1,2-diol: 14%; 3-octanol: 11%; 5-nonanol: 20%;
si ciclooctanmetanol,o,a-dimetil: 12%). Un efect similar a fost observat anterior si la
alte non-Saccharomyces cum ar fi Torulaspora, Lacchancea si Metschnikowia
(Benito s.a., 2019). Alte studii au observat o crestere a alcoolilor superiori de
aproximativ 25% si o mare variatie intre acestia (de exemplu, hexanol +12% si 2-
fenil-etanol +25%). Cele mai recente tehnici biotehnologice pentru producerea
vinurilor varietale tind sa reduca cat mai mult posibil formarea de alcooli superiori la
valori sub 350 mg/L deoarece mascheazd compusii de aromd varietald (Ruiz s.a.,
2019). Concentratia finald totald de alcool superior raportatd pentru fermentatia
secventiala intre P. kluyveri si S. cerevisiae a fost intotdeauna sub 350 mg/L, variind
de la 176 mg/L la 254 mg/L.

Diferite studii raporteazd concentratii mai mari de esteri totali pentru
fermentatia secventiala care implica P. kluyveri decét probele de control ce contin S.
cerevisiae. Un studiu asupra prezentei diferitelor activitati enzimatice cu impact
oenologic a raportat ca toate tulpinile studiate de P. kluyveri prezentau activitate de
esteraza, care catalizeaza formarea de esteri. Cea mai mare crestere a fost de 25%
pentru acetatul de 2-fenil-etil si 50% pentru o inoculare secventiald mai lunga. Un alt
studiu a raportat cresteri suplimentare de pana la 60% in vin rosu (Whitener s.a.,
2017). Compusii 2-fenil-etil acetat sunt compusi aromatici care cresc perceptia
aromelor precum trandafirul sau floral, iar pragul de persistenta este de la concentratii
mai mari de 0,25 mg/L. Tulpinile de levuri utilizate pentru a fermenta soiuri neutre
cum ar fi Airen si Ugni blanc, care au avut potential de a produce niveluri ridicate
pentru terpene sau tioli, sunt selectate pentru a imbunatati concentratia finala de esteri
fructati. In schimb, tulpinile utilizate pentru a fermenta soiuri cu caracteristici
varietale puternice cum ar fi Verdejo, Sauvignon blanc si Muscat sunt selectate pentru
a produce niveluri mai scidzute pentru acesti esteri pentru a nu masca aromele
varietale.

Mai multe studii nu au raportat efectul P. kluyveri asupra concentratiei finale
de terpene totale in comparatie cu controlul S. cerevisiae. Acest lucru se datoreaza in
principal faptului ca activitatea B-glucosidazei nu este comuna in tulpinile P. kluyveri
(Escribano s.a., 2017). Alti factori care ar putea afecta acest fenomen sunt sterilizarea
initiala a mustului si performanta soiurilor cu continut scizut de terpene. Intr-adevar,
sunt raportate diferente in terpene specifice. S-a raportat ca fermentatia secventiala P,
kluyveri avea niveluri aproape duble pentru linalool si cu 40% mai mari pentru
hotrienol in timp ce concentratia de nerol era mai mica cu aproximativ 10%.
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Continutul total de acizi grasi nu a fost influentat de P. kluyveri sau chiar a
scazut, iar acidul decanoic a fost cel mai afectat, cu o concentratie scazutd cu
aproximativ 18%. Aceste rezultate sunt in acord cu un raport care aratd absenta
enzimelor lipazice in speciile P. kluyveri. Acizii grasi specifici precum acidul
izovaleric s-au evidentiat datorita unei cresteri de aproximativ 25% fatd de controlul
S. cerevisiae. Formarea acidului izovaleric ar trebui luatd in considerare pentru
selectia tulpinii, deoarece concentratiile peste 50 mg/L produc arome nedorite precum
branza ranceda. Acest fenomen a fost raportat anterior si pentru alte specii non-
Saccharomyces cum ar fi 7. Delbrueckii.

Tabelul 2.2 rezumd principalii compusi aromatizanti influentati de P,
kluyveri. Unele studii au raportat compusi cu miros neplacut in fermentatia
secventiala cu P. kluyveri in comparatie cu controlul S. cerevisiae. Unele studii au
raportat o crestere a continutului de acizi grasi, cum ar fi acidul 3-metil-butanoic (acid
izovaleric) si fenilamina, care sunt legate de arome nedorite, cum ar fi branza,
picioarele transpirate sau aciditatea neplacuta. P. kluyveri a fost raportatd cd produce
niveluri mai ridicate de hidrogen sulfurat cu aproximativ 50% in fermentatia
secventiala, desi valoarea finala era sub pragul defectului.

Grupa Compus aromatic Descriptori olfactivi  Prag de perceptie (NG/L)
Alcooli 2-metil butanol Aspru, lac de unghii ~ 30.000
superiori 3-metil butanol Aspru, lac de unghii ~ 10.000
2-fenil-etanol Trandafir 10.000
Esteri 2-fenil-etil-acetat Trandafir, zmeura 250
2-metil-butil acetat ~ Banana 5
Terpene Linalool Floral, fructat 6 pentru soiurile albe
15 pentru soiurile rosii
Hotrienol Slab, floral, soc 110
Tioli 3-SHA Fructul pasiunii, 4
cimisir
3-SH Grapefruit, citrice

Tabel 2.2. Principalii compusi de aroma influentati de P. kluyveri, descriptorul aromatic si
pragul de perceptie.

Table 2.2. Main aroma compounds influenced by P. kluyveri, aroma descriptor and
perception threshold.

2.10.5 Aminoacizi

Doar un singur studiu a raportat continutul final de aminoacizi in fermentatia
secventiala cu P, kluyveri in comparatie cu fermentatia conventionala de S. cerevisiae
(Benito s.a., 2015). Fermentatia secventiala cu P. kluyveri a produs aproximativ 10%
mai putin treonina decat fermentatia purd cu S. cerevisiae. Nu au existat diferente in
ornitind, in timp ce concentratia altor aminoacizi studiati a fost intotdeauna mai mare
pentru fermentatia secventiala cu P. kluyveri. Cresteri usoare variind de la 5% la 15%
au fost raportate pentru asparagina, alanind, leucina si glicina, in timp ce cresteri mai
mari de aproximativ 50% au fost raportate pentru acidul aspartic, arginina,
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fenilalanina, izoleucina, lizina, serina si tirozina. Continutul crescut final de
aminoacizi este de obicei legat de consumul mai mic de azot nutrient sau de eliberarea
celulard mai mare. Nu exista rapoarte stiintifice despre P. kluyveri ca producitor de
amine biogene (Landete s.a., 2007).

Cresterea concentratiei finale de tirozind si lizind ar putea evolua cétre
tiramind si cadaverind daca ar fi decarboxilate de bacterii lactice in timpul
fermentatiei malolactice sau a unui proces nedorit de contaminare. Concentratia
finald cu 50% mai mare a fenilalaninei decat controlul S. cerevisiae ar putea explica
formarea mai mare de acid izovaleric observatd in alte studii (Whitener s.a., 2016).
Acidul izovaleric poate fi produs din alte aminoacizi datoritd enzimei l-aminoacid-
aromatic decarboxilazd (AADC) (Whitener s.a., 2016).

2.10.6 Impact senzorial in fermentarea vinurilor conventionale

Doar un singur studiu stiintific a efectuat o evaluare senzoriala a fermentatiei
P. kluyveri, analizand 17 parametri. Studiul a raportat ca fermentatia secventiald
implicand P. kluyveri arata o impresie generald mai buna cu aproximativ 30% fata de
controlul S. cerevisiae. Calitatea aromaticad mai bund a fost legatd de un caracter
fructat mai ridicat (Anfang s.a., 2009), in principal perceptii senzoriale din categoria
fructelor de tip piersici, caise, citrice si grepfrut, care ar putea fi legate de o crestere
a eliberdrii tiolilor (in principal 3-SHA) in timpul fermentatiei alcoolice.

Acel studiu raporteaza de asemenea o tipicitate mai mare a soiului de struguri
Riesling, in mod obisnuit legata de acele descrieri. Alte studii nu au aratat cresteri din
punct de vedere senzorial ale acestor descrieri in comparatie cu controlul S. cerevisiae
(Whitener s.a., 2016). Diferentele pot fi legate de absenta precursorilor tiolici sau de
variabilitatea tulpinilor levuriene. Desi 3-SH apare 1n concentratii mai mari decat 3-
SHA, pragul de perceptie corespunzator este de 60 si 4 ng/L. Din acest motiv, 3-SHA
are un impact de 15 ori mai mare asupra vinului decat 3-SH, justificind importanta
sa mai mare. Descrierile specifice ale aromelor de tip 3-SHA sunt fructul pasiunii,
care descriu tipicitatea unor vinuri precum Sauvignon blanc (Ruiz s.a., 2019).

2.10.7 Factorul killer si influenta sa asupra ecologiei vinului

Deteriorarea vinului asociata cu diferite tulpini non-Saccharomyces este o
preocupare majora pentru producatorii de vin. Prin urmare, este important sa se
dezvolte o procedura fiabild si eficienta pentru a inhiba prezenta acestor levuri. Pentru
a atinge acest scop, dioxidul de sulf (SO,) este utilizat pe scard larga, dar efectul
antimicrobian al acestui compus este afectat de compozitia vinului si poate provoca
reactii alergice la consumatorii de vin. Alternativa pentru controlul biologic al
abundentei sale este cautata activ (Capece s.a., 2020). Aceasta sectiune a revizuirii se
concentreazd pe descrierea toxinelor ucigase produse de P. kluyveri, care sunt
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compusi antimicrobieni si care au ardtat potential pentru inhibarea diferitelor levuri
care deterioreaza vinul.

Mai multe genuri si specii de levuri pot produce si secreta proteine toxice
care inhiba multe ciuperci filamentoase si levuri sensibile. Capacitatea de a produce
toxine ucigase este dependentd de tulpina, de obicei legata de infectia cu particule
asemanatoare virusului din familia Totiviridae. Cu toate acestea, in genul Pichia, mai
multe toxine au fost descrise ca fiind asociate cu elemente genetice citoplasmatice,
cum ar fi elementele asemanatoare virusului dsDNA sau codificate cromozomial
(Belda s.a., 2017).

Pichia este unul dintre cele mai prolifice genuri de levuri in formarea de
diferite tipuri de toxine ucigase. P. acaciae, P. inositovora, P. anomala, P. kluyveri si
P. membranifaciens, care sunt raspandite in natura si in medii legate de vin si au fost
identificate ca levuri cu factor killer. Majoritatea acestor toxine, caracteristicile lor si
aplicatiile potentiale au fost revizuite anterior.

In ceea ce priveste P. kluyveri, doud toxine au fost descrise. Prima toxina
descrisa pentru P. kluyveri 1002 este o glicoproteina de 19,0 kDa care este mostenita
cromozomial si 1si arata activitatea majora la pH intre 3.8 si 4.0. Mecanismul sau de
actiune se bazeaza pe permeabilizarea membranei. A doua toxind, Pkkp, are o masa
moleculara mai mare (54,0 kDa) si o valoare optima mai mare a pH-ului (4.0-4.5), iar
receptorul sau primar se afla in peretele celular; mecanismul sdu de actiune nu a fost
elucidat (Labbani s.a., 2015).

Prima toxina ce apartine P. kluyveri are un efect antimicotic asupra celulelor
sensibile. Este produs in faza de crestere exponentiald si permite un avantaj in
fermentarea mustului, cu toate ca este asociat cu un cost. Costul vine dintr-o intarziere
in atingerea fazei de crestere exponentiala fatd de fenotipul non-killer,

Alte toxine Pichia, cam ar fi toxina killer P membranifaciens (PMKT),
prezintd o interactiune sinergicd atunci cand sunt utilizate in combinatie cu
antimicrobiene alimentare, cum ar fi metabisulfitul de potasiu. Aceasta caracteristica
a fost propusa pentru a reduce concentratia de conservanti in alimente si bauturi; din
pacate, aceasta pare sa fie o caracteristicd neobisnuitd deoarece nu este observata
pentru Pkkp.

Unul dintre principalele probleme in selectarea speciilor non-Saccharomyces
pe baza aptitudinii lor oenologice este obtinerea unei colectii reprezentative de tulpini
levuriene ale unei specii specifice. Acest lucru se datoreaza prezentei mai mari a altor
tulpini non-Saccharomyces in struguri, cum ar fi genul Hanseniaspora, care
reprezintd aproximativ 50% din levurile din struguri si este genul predominant in
fermentarea mustului atunci cand etanolul depaseste 4%. Studiile anterioare au
rezolvat aceastd problema prin dezvoltarea de medii selective specifice, cum ar fi cele
descrise pentru genul Schizosaccharomyces (Benito s.a., 2020) sau incubarea la
temperaturi mai ridicate, cum ar fi cazul lui L. thermotolerans (Benito, 2018).
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Utilizand aceste metodologii, este relativ usor sa se obtind o colectie reprezentativa
de tulpini fard un efort sau o investitie financiard mare. Pana in prezent, nu a fost
descris niciun mediu selectiv pentru P. kluyveri. Prin urmare, cel mai eficient mod de
a gdsi un numar mare de tulpini ale acestei specii se bazeaza pe cautarea substratului
cel mai potrivit unde aceasta specie este predominanta. P. kluyveri se numara printre
speciile predominante la masline si boabe de cafea, ajungand la o frecventa de izolare
de aproximativ 17%, respectiv 80% (Domizio s.a., 2017), in timp ce frecventa la
struguri este sub 1%.

Deoarece P. kluyveri prezinta diferiti factori killer, tulpinile selectate nu pot
avea un efect antagonist asupra tulpinii fermentative S. cerevisiae, deoarece aceasta
a doua specie este necesarad pentru a incheia corespunzator orice proces de fermentare
in combinatie cu P. kluyveri. De aceea, orice efect negativ asupra Saccharomyces nu
ar compensa alte imbunatatiri ale calitatii.

Principala aplicatie a P. kluyveri in vinificatie se bazeaza pe capacitatea sa de
a elibera tioli si de a produce esteri fructati sau florali. Din acest motiv, primul criteriu
de selectie trebuie sa fie prezenta enzimelor precum liaza si glicozidaza, care
imbunatatesc aromele varietale pentru a creste calitatea varietatilor terpenice la vinuri
precum Muscat si varietdtilor tiolice la vinuri precum Sauvignon blanc, Riesling si
Verdejo. Acest proces de selectie a avut succes anterior si pentru alte specii non-
Saccharomyces, cum ar fi T. Delbrueckii, M. Pulcherrima si L. thermotolerans. In
plus, selectia tulpinilor capabile sa produca concentratii ridicate de esteri fructati, cum
ar fi acetatul de izamil si octanoatul sau esterii florali, cum ar fi acetatul de 2-pentil-
etil, ar fi de mare interes in producerea vinurilor din soiuri neutre de struguri precum
Airén si Ugni blanc, unde aromele varietale au un impact redus asupra buchetului
final (Benito s.a., 2016).

Productia de alcooli superiori trebuie controlatd pentru a fi cat mai mica
posibil pentru a evita orice efect de mascare asupra aromelor varietale si pentru a
creste impactul acestora cat mai mult posibil. Trebuie sa existe acelasi obiectiv si
pentru acizii grasi, in special acidul izovaleric, care este descris ca avand niveluri mai
mari in fermentatiile care implica P. kluyveri. In plus, desi P. kluyveri este descris ca
producand mai putin acetaldehidd decat alte non-Saccharomyces, parametrul trebuie
verificat Tn timpul procesului de selectie pentru a evita aromele oxidante nedorite.
Eliberarea de aminoacizi precum tirozina si lizina, care sunt capabili sa evolueze in
amine biogene precum tiramina si cadaverina, trebuie redusa cat mai mult posibil in
timpul procesului de selectie .

2.11 Procese de tratare fizica - mecanica
2.11.1 Procese termice

Tratamentele termice precum pasteurizarea si sterilizarea sunt eficiente
pentru a inactiva microorganismele nedorite si enzimele oxidative, sunt des utilizate
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in industria alimentard. Tratamentele termice pentru procesele de vinificatie sunt
foarte importante pentru calitatea vinurilor. Chiar daca nu pot sd substituie toate
functiile, pot fi complementare pentru a inlocui efectul SO, in combinatie cu alte
tehnice alternative. Aceste tehnologii considerate individual si in asociere prezinta
potential nu doar pentru sterilizare dar si extragerea antoncianilor si altor compusi
polifenolici din struguri si transferul la vin in procesele de maceratie — fermentatie
(El Darra s.a., 2013)

Mediile criogenige sunt o altd alternativd pentru inactivarea enzimelor si
inhibarea microorgansimelor patogenice. Imersarea rece (cold soak) si inghetarea
masei de struguri s-au inclus in aceeasi evaluare. Totodata s-a realizat contributia
metodei la extractabilitatea fenolilor si ruperea celulelor ce contin tanin din seminte,
in timp ce imersarea rece prezintd un efect mai slab in raport cu inghetarea. Aceasta
metoda s-a raportat ca fiind utild in cedarea antocianilor datorita ruperii peretilor
bobitelor de strugure (Sevcech s.a., 2015). Din aceste motive, aplicarea acestei tehnici
pe struguri sau must ar putea elimina o anumité degradare microbiologicé a vinurilor
si astfel combinarea cu alte tehnici ajutd la reducerea concentratiei de SO, in
vinificatie.

2.11.2 Procese care nu implici tratamente termale.

Principala caracteristica a acestor tehnologii, este determinata de faptul ca nu
cauzeaza un efect asupra modificdrilor de culoare, miros, gust si de calitate a
vinurilor. In vinificatie, procesele non-termice cum ar fi presiunea hidrostatica,
campul electric pulsat, ultrasunete si iradierea UV sunt cele mai utilizate. Aceste
tehnologii prezinta efecte pozitive asupra calitatii vinurilor

2.11.3 Presiune hidrostatica ridicata

Presiunea hidrostatica ridicatd (PHR) este o metoda de inhibare a micro-
organismelor si inactivare a enzimelor prin aplicarea unor presiune cuprinse intre
200-800 MPa. S-a demonstrat cd tratamentele pe baza de presiune influenteaza
proprietatile fizico-chimice si senzoriale ale vinului si mustului. Din acest motiv,
metoda poate fi aplicatd doar pentru vinurile tinere. Studii curente au demonstrat
efectul aplicdrii tehnicii si modul cum produce modificarea compusilor aromatici si
a caracteristicilor de calitate si senzoriale ale vinurilor tinere. S-a considerat ca
presiuni mai mari de 650 mPa aplicate pentru perioade lungi de timp afecteaza
culoarea vinului rosu si produce descresterea continutului fenolic.

Studiile actuale au demonstrat efectul aplicarii PHR si modul in care aceasta
modificd compusii de aromd, precum si caracteristicile senzoriale si calitative ale
vinurilor tinere (Briones-Labarca s.a., 2017).

In alt sens, Briones-Labarca s.a., (2017) au aritat ci tratamentul PHR nu a
afectat parametrii fizico-chimici precum continutul total de fenoli si flavonoizi ai
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vinului alb. De asemenea, proprietitile senzoriale, cum ar fi gustul, mirosul si
calitatea generald, nu au fost afectate de procesul PHR la 300 MPa. Existd multe
rapoarte care aratd cd aplicarea PHR poate fi utilizatd pentru a inactiva
microorganismele nedorite din vin si must, cum ar fi bacteriile acidului acetic,
bacteriile lactice, mucegaiurile si drojdiile, oferind 1n acelasi timp contributii pozitive
la calitatea vinului (Buzrul, 2012).

2.11.4 Ultrasunete de mare putere

Aplicarea ultrasunetelor este o metodd care inhiba microorganismele din
produsele alimentare prin utilizarea undelor sonore (> 14-16 kHz). In prezent, exista
multe tipuri de cercetari privind potentialul de utilizare a tehnologiei UMP in
vinificatie. Ca alternativa la SO,, UMP poate fi utilizat pentru a controla deteriorarea
vinului. Tehnologia UMP a fost utilizatd cu succes pentru inactivarea levurii S.
cerevisiae in suc de struguri rosii (Barbosa-Cénovas, 2012). Rezultatele au indicat
faptul ca aplicarea UMP nu a provocat modificari in cantitatea de antociani din sucul
rosu de struguri. Jiranek s.a., (2008) au sugerat ¢ tehnologia HPU ar putea fi utilizata
pentru inactivarea microorganismelor nedorite fara a schimba culoarea si gustul
vinului.

In unele studii s-a investigat ca efectul UMP in tratamentul cu flux continuu
are un efect asupra reducerii numarului de levuri Brettanomyces si bacterii lactice
(LAB) in vinuri. Gracin s.a., (2016) au examinat levurile si bacteriile lactice pentru
susceptibilitate la aplicarea UMP utilizand un sistem cu ultrasunete (400 W, 24 kHz)
la doua temperaturi diferite ale vinului (30 si 40 ° C). Aplicarea UMP in flux continuu
duce la reducerea satisfacitoare a levurilor Brettanomisces (89.1-99.7%) si a
bacteriilor lactice (71.8-99.3%).

2.11.5 TIradierea Ultra-violet

Iradierea UV este una dintre tehnicile de inactivare a microorganismelor din
produsele alimentare lichide. Aceastd practica poate fi aplicatd pentru a reduce sau
chiar a elimina utilizarea SO; ca si conservant in vinificatie prin utilizarea radiatiilor
cu o lungime de undd de 100-400 nM. Iradierea UV a inhibat cu succes
microorganismele din sucul de struguri rosu si alb. De asemenea, nu a provocat
modificari semnificative in parametrii calitatii sucului de struguri (Pala si Toklucu,
2013).

A fost investigat efectul iradierii UV, ca o tehnologie alternativd pentru
inactivarea microorganismelor in suc de struguri si vin. Fredericks si Kriigel (2011)
au studiat metoda pe vinuri albe si rosii produse din struguri Chardonnay si Pinotage,
sucuri de struguri rosii si albe produse din struguri Shiraz si Savignon Blanc si au
reusit sa inhibe acidul lactic si bacteriile acidului acetic utiliznd tehnologia UV la
254 nm.
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2.11.6 Tehnologie de camp electric pulsat

Campul electric pulsat este o altd metoda care inhiba microorganismele din
produsele alimentare. In aceasti metodd, impulsurile electrice sunt aplicate
produsului pentru o perioada scurta de timp (psec) plasata intre o de serie de electrozi
(intensitatea efectului pana la 70 kV/cm). CEP a fost testat pe scara larga in vinificatie
in comparatie cu tehnologiile UMP si UV. Garde-Carden s.a., (2008) au demonstrat
ca tehnologia CEP ar putea fi o alternativa pentru reducerea SO, in must si vin. De
asemenea, Abca si Evrendilek (2015) demonstreaza cd CEP are potential pentru
procesarea vinului rosu fara a afecta negativ caracteristicile cheie ale vinurilor.

In ceea ce priveste aplicarea CEP pentru inactivarea levurilor in vinul alb
dulce, rezultatele au fost comparate cu datele obtinute in cazul metodei ce utilizeaza
descarcari electrice de inaltd tensiune (DEIT) (Delsart s.a., 2015). Inactivarile
maxime obtinute cu CEP si DEIT au fost de log 3 si respectiv log 4. Cu toate acestea,
casarea vinului a fost mai putin pronuntatd pentru probele tratate cu CEP comparativ
cu tratamentele DEIT si SO,. CEP pare a fi o tehnica alternativad mai adecvata pentru
adaugarea de sulfuri.

Avantajele utilizarii tehnologiei CEP in vinificatie au fost raportate ca
reducand timpul de macerare si crescand nivelele de compusi fenolici (Puertolas s.a.,
2011). Pe de alta parte, s-a observat intensitatea culorii la vinurile roze si s-a
concluzionat cé cantitatea de antociani si indicele total de polifenoli au fost mai mici
decéat in cazul vinurilor pentru care tehnica CEP nu s-a aplicat. Aplicarea CEP dupa
fermentatia vinului rosu a determinat caracteristici de culoare mai bune cu un continut
fenolic mai mare. S-a sustinut, de asemenea, cd CEP ar putea afecta maturarea
vinurilor. In ceea ce priveste efectele pozitive ale tratamentului cu PEF, studiile au
aratat cd acesta a cauzat o crestere a intensitatii culorii si nu a fost modificata calitatea
vinului organoleptic.
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3 CADRUL ORGANIZATORIC SI INSTITUTIONAL
3. THE ORGANIZATIONAL AND INSTITUTIONAL
FRAMEWORK

3.1 Descrierea Centrului de Cercetiri pentru Oenologie “Valeriu D.
Cotea”

Centrul de Cercetari pentru Oenologie "Valeriu D. Cotea" din Iasi este o
institutie de cercetare si dezvoltare In domeniul viticulturii si oenologiei, situata in
orasul Iasi, Roménia. A fost numit in onoarea profesorului Valeriu D. Cotea, un
eminent oenolog romén, care a adus contributii semnificative in dezvoltarea
viticulturii si vinificatiei in tara.

Centrul de Cercetari pentru Oenologie "Valeriu D. Cotea" este afiliat
Institutului National de Cercetare-Dezvoltare pentru Viticulturda si Vinificatie
(ICDVV) si functioneaza ca o entitate de cercetare separata in cadrul institutului. Are
ca obiectiv principal realizarea de studii si cercetdri in domeniul viticulturii si
oenologiei, in vederea imbunatatirii calitatii si eficientei vinificatiei.

Printre principalele activitati desfasurate de Centrul de Cercetari pentru
Oenologie se numara cercetarea asupra soiurilor de struguri autohtone si introducerea
de soiuri noi, studiul tehnicilor de cultivare si ingrijire a vitei-de-vie, optimizarea
proceselor de vinificatie, cercetare asupra factorilor care influenteazd calitatea si
stabilitatea vinului, precum si dezvoltarea de metode si tehnologii inovatoare in
industria vinicola.

Centrul colaboreaza cu producatori de vin din regiune si din intreaga tara,
oferindu-le consultanta si sprijin in implementarea noilor tehnologii si bune practici
in domeniul viticulturii si oenologiei. De asemenea, organizeaza evenimente si
programe de formare profesionala pentru specialistii din industria vinicola si participa
activ la conferinte si expozitii nationale si internationale Tn domeniu.

Prin activitatile sale de cercetare si transfer de cunostinte, Centrul de
Cercetari pentru Oenologie "Valeriu D. Cotea" contribuie la dezvoltarea si
promovarea sectorului viti-vinicol din Romania, aducand beneficii atat producétorilor
de vin, cat si consumatorilor.

La baza activitatii Centrului de Cercetari pentru Oenologie sunt evaluarile si
studiile pentru tehnologii caracteristice industriei vinicole; In acest context s-au
dezvoltat si inclus metode noi de vinificatie pentru dezvoltarea conceptelor de
procesare a strugurilor, managementul mustului si tehnici de fermentatie — maceratie.

La nivelul monitorizarii viei s-au dezvoltat proiecte pentru combaterea
integrata a daunatorilor vitei de vie, in corelatie cu studiul impactului pesticidelor
asupra proceselor fiziologice si biochimice din planta si a remanentei lor in produsele
viti-vinicole.
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Un alt capitol important este legat de cercetéri biochimice si tehnologice
pentru precizarea celor mai adecvate mijloace de maturare si stabilizare a vinurilor in
urma aplicarii unor tratamente de conditionare.

Dotarea Centrului de Cercetari pentru Oenologie "Valeriu D. Cotea" este
dezvoltatd pentru dezvoltarea tuturor tehnicilor si metodelor care elucideaza
complexitatea vinului.

In cadrul centrului s-au dezvoltat si validat metode spectrofotometrice,
cromatografice pentru mai multe proiecte pentru determinarea compusilor activi in
probe de vin in diverse faze tehnologice. In acest context s-a monitorizat
comportamentul substantelor cu caracter activ pe perioada de evolutiei fizice si
chimice.

Cele mai performante metode utilizate au folosit analize de spectrometrie de
masd cu diferite tipuri de experimente (monitorizare cu un singur ion, reactie
selectiva, scanare completd, excludere neutrilor). In evaluarea spectrelor s-au folosit
mai multe experimente pentru a exclude aductii precum si optimizarea conditiilor de
ionizare pentru a evita fragmentarea accidentala in sursele de ionizare, optimizarea
parametrilor de fragmentare in celulele de coliziune si evaluarea spectrelor
caracteristice.

Un capitol important este legat de cercetari asupra modificarilor profilului
antocianilor din vinurile rosii.

Tehnicile de tip spectrometrie de masa de tip triplu-quadrupol cuplate cu
cromatografie de lichide s-au aplicat cu precadere pentru compusi din vinuri de tip
amino-acid si amine biogene. Tehnica cromatograficd a permis separarea si
identificarea a unui numar de 22 de amino-acizi prin analiza directa fara alte etape de
pre-tratare a probelor. S-a realizat corelarea intre diverse clase de compusi prin
includerea in fluxuri de formare ca o consecinta a tratamentelor si abordarilor propuse
in design-ul studiilor specifice.

Utilizarea tehnicilor de tip gaz cromatografic cuplate cu detectic
conventionald de tip ionizare in flacara, sau spectrometriec de masa a permis
determinarea de substante volatile din vinurile incluse in studiile de cercetare. S-au
dezvoltat abordari pentru evaluarea compusilor de tip terpene, tioli, alcooli superiori
si acizi volatili si esteri aromatici.

Experienta In ceea ce reprezintd aplicarea analizelor instrumentale si
spectrofotometrice a permis extinderea abordarilor in functie de tipul de matrice
analizata. In aceste situatii s-au inclus metode alternative de pregitire a probelor prin
tehnici de curdtare online pe coloane cromatografice dispuse in configuratii de tip
mod focus si respectiv configuratii de elutie rapida. Alte abordari importante pentru
analiza probelor analitice au constat in metode de curitare offline, concentrare si
transfer 1n solventi corespunzatori tipului de analiza.
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3.2 Cadru natural si particularitati geologice ale Podgoriei Panciu

Podgoria Panciu este cea mai nordica dintre podgoriile regiunii geografice de
la exteriorul curburii Carpato-Subcarpatilor, avand ca si coordonate de localizare
zona limitatd de paralelele 45°50' si 46°06' lat. nordica si de meridianul de 27°10'
long. esticd. Ca si identificare a coordonatelor mentionate, Podgoria Panciu este
cuprinsd intre vdile Trotus si Putna pe o distributie N-S pe o suprafatd de 30 km
lungime si o latime medie de 7.5 km. La evaluarea tipurilor de plantatii, se remarca
faptul ca plantatiile viticole reprezinta intre 20 — 60% din toata suprafata agricola.

In spatiul ei s-au conturat urmatoarele 3 centre viticole cu zonele proprii:

e  Panciu (Panciu, Crucea de Sus, Crucea de Jos, Straoani, Neicu, Valeni,
Satu Nou, Dumbrava, Mandstioara, Ciolanesti, Fitionesti, Rdzoare s.a.,);

o Tifesti (Olesesti, Tifesti, Sarbi, Clipicesti, Vitanesti, Batinesti);

e Paunesti (Movilita, Diocheti, Trotusanu, Paunesti, Viisoara, Pufesti,
Ruginesti).

Substratul litologic din regiunea Panciu este compus in principal din
formatiuni sedimentare, cu o varietate de tipuri de roci prezente. Printre cele mai
importante tipuri de roci Intdlnite se numara:

e Marne si sisturi argiloase formate din depuneri de argild si materie
organica cu un continut ridicat de substante minerale si nutrienti, care pot
influenta fertilitatea solului si capacitatea acestuia de a sustine cresterea
sdndtoasd a vitei de vie.

e Calcare care prezintd variatii in structurd si compozitie, cu influenta
asupra pH-ul solului si capacitatea acestuia de a retine apa si substantele
nutritive.

o Nisipuri si gresii, roci care pot avea un impact asupra drenajului solului si
pot contribui la crearea unui mediu mai permeabil pentru radacinile vitei
de vie.

Aceasta diversitate litologicd a regiunii Panciu reprezintd marele avantaj
pentru dezvoltarea viticulturii, deoarece oferd o varietate de soluri si conditii
favorabile dezvoltarii strugurilor. Acest lucru poate contribui la obtinerea de vinuri
cu profil aromatic si gustativ distinct, reflectand caracteristicile unice ale terroir-ului.

Climatic, teritoriul se include in zona temperata continentald, dar prezinta
specificitate datoritad influentelor est-europene cu temperaturi medii anuale de 9.5 °C.
Valorile medii caracteristice lunare moderate ale acestui areal sunt de 24°C.
Cantitatea de precipitatii medie este cuprinsa intre 500 — 600 L/m? sub valoarea evo-
transpiratiei solului, iar acest deficit de umiditate este corespunzitor pentru vita de
vie. In completare, nivelul mediu al radiatiei totale este de 120-125 kcal/cm?,
corespunzator unei durate de strilucire solara de 2100 ore fapt ceea ce constituie
conditii favorabile pentru calitatea produselor acestei podgorii (Bucur, 2011).
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3.3 Particularitati ale soiurilor cultivate

Conditiile eco-climatice care prezinta un caracter variat puternic pronuntat a
determinat diversificarea soiurilor cultivate in acest areal. In acest context soiurile
care sunt cultivate sunt cele caracteristice vinurilor de calitate albe precum si celor
destinate consumului curent. Conform Olteanu s.a., 2002 sunt recomandate soiurile
Feteasca albd, Pinot gris, Sauvignon si recomandate Feteasca regala si Riesling
italian. In ceea ce priveste categoria vinurilor rosii de calitate sunt recomandate
Feteasca neagra, Pinot noir si Merlot.

O evaluare actualizatd este efectuata de Oficiul National al Viei si Produselor
Vitivinicole care autorizeaza soiurile de struguri ce pot fi cultivate in Podgoria Panciu
pentru a produce vinuri de origine controlata .

e Vinuri albe linistite: Aligoté, Babeasca gri, Chardonnay, Cramposie,
Cramposie selectionata, Feteasca alba, Feteascd regald, Francusa, Mustoasa
de Maderat, Pinot gris, Riesling de Rhin, Riesling Italian, Sauvignon,
Galbena de Odobesti, Plavaie, Traminer aromat, Traminer roz, Furmint;

e Vinuri rosii/roze linistite: Feteascad neagrd, Cabernet Sauvignon, Merlot,
Pinot noir, Babeasca neagra, Burgund mare, Codand, Cadarca, Negru aromat,
Portugais bleu, Arcas.

e  Vinuri linistite aromate: Sarba, Muscat ottonel, Tamaioasa romaneasca;

e Vinuri spumante: Plavaie, Aligoté, Muscat ottonel, Tamiioasa romaneasca,
Feteasca alba, Feteascd regald, Chardonnay, Sauvignon, Pinot gris, Riesling
de Rhin, Riesling italian, Babeasca neagra, Merlot, Feteasca neagra, Pinot
noir.

3.3.1 Feteasca regala

Feteasca regala este o varietate de struguri cultivatd si in Podgoria Panciu,
situatd in regiunea viticold Vrancea din Romania. Aceasta regiune viticola se remarca
prin particularitati climatice si terroir distincte, care influenteaza caracteristicile
vinurilor obtinute din acest soi.

Lanivel de aspect si compozitie, strugurii Feteasca regald sunt de dimensiuni
medii pand la mari, avind boabe rotunde si compacte. Acestia prezintd o culoare
galben-verzuie pana la galben-aurie, iar coaja este subtire si usor lucioasa. Strugurii
pot avea o concentratie bund de zahar, aciditate moderata si niveluri variabile de
substante aromatice (Slave, 2021).

Aroma si gustul strugurilor de Feteasca regald se remarca prin notele lor
intense si complexe. Acestea includ note de flori albe, flori de tei, fructe exotice, mere
verzi, pere si uneori nuante subtile de condimente. Gustul strugurilor poate fi
caracterizat ca fiind proaspat, echilibrat si uneori usor muscat (Focea. s.a., 2012).

Potential de vinificare: Strugurii Feteasca regald au un potential ridicat in
productia de vinuri de calitate. Datoritd aromei lor expresive si a compozitiei
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echilibrate, acestia pot fi utilizati pentru a obtine vinuri seci, demiseci si chiar vinuri
spumante. Vinurile Feteascd regala pot dezvolta o bunad structura, finete si
complexitate cu maturarea adecvata (Popescu s.a., 2017).

Profilul aromatic pentru Feteasca regald evidentiaza aromele sale florale si
fructate, care includ note de flori albe, citrice, mere verzi, pere si piersici. Aceste
caracteristici aromatice sunt asociate cu soiul Feteasca regala cultivat in diferite
regiuni viticole, inclusiv in Podgoria Panciu. In ceea ce priveste aciditatea si
prospetimea, vinurile obtinute din Feteasca regald cultivatd in Podgoria Panciu se
evidentiaza prin aciditatea vioaie si prospetimea lor. Aceasta aciditate bine echilibrata
contribuie la structura si finetea vinului, oferindu-i o notd revigoranta si placuta
(Antoce si Cojocaru, 2021).

Potential de maturare: Unele vinuri Feteasca Regala din Podgoria Panciu pot
avea un potential de maturare, dezvoltdnd complexitate si evoluand in timp. Cu
maturizarea, aceste vinuri pot dezvolta arome mai bogate si un echilibru mai fin intre
arome §i structura vinului. Din punct de vedere a terroir-ului si influenta climatica,
Podgoria Panciu oferd un terroir distinct, cu soluri variate si influente climatice
specifice. Acest terroir poate contribui la caracteristicile unice ale vinurilor Feteasca
regald din regiune. In particular, expunerea la soare, precipitatiile moderate si
temperaturile favorabile din Podgoria Panciu pot influenta dezvoltarea strugurilor si
expresia lor in vin (Popa si Trutulescu, 2010).

Perlaj delicat si aspect vizual: Feteasca regald Frizzante din Podgoria Panciu
se caracterizeaza prin prezenta unui perlaj delicat, care consta intr-un flux constant
de bule fine si persistente in pahar. Acest aspect vizual adaugd un farmec si o
vivacitate aparte vinului. Vinul Feteasca regald Frizzante din Podgoria Panciu ofera
arome fructate delicate si proaspete. Acestea pot include note de fructe rosii, cum ar
fi capsuni, zmeura si cirese, Insotite de nuante florale subtile. Gustul este revigorant,
cu o aciditate placuta si un echilibru armonios intre dulceata si prospetime (Ghita s.a.,
2013).

3.3.2 Cabernet Sauvignon

Strugurii Cabernet Sauvignon, ca aspect si compozitie, sunt de dimensiuni
medii pana mari, avand boabe rotunde si dense. Acestia prezinta o culoare inchisa, de
obicei violet sau purpuriu intens. Coaja strugurilor este groasd si rezistentd,
contribuind la extractia compusilor de culoare si a taninurilor. Cabernet Sauvignon
are de obicei concentratii ridicate de zahar si taninuri, precum si o aciditate moderata.
Din punct de vedere a aromelor si gustului, Cabernet Sauvignon se remarca prin
aromele sale complexe si intense. Acestea pot include note de fructe negre, cum ar fi
coacdzele negre si ciresele negre, mure, prune si uneori nuante subtile de piper negru,
mentd sau lemn de stejar. Gustul strugurilor este adesea caracterizat de o structura
puternicd, taninuri ferme si o notd usor astringenta (Visan s.a., 2012).
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Din punct de vedere a potentialului de vinificare, Cabernet Sauvignon este un
soi recunoscut pentru potentialul sau in productia de vinuri de calitate superioara.
Strugurii Cabernet Sauvignon din Podgoria Panciu pot fi utilizati pentru a obtine
vinuri rosii seci, structurate si complexe. Aceste vinuri pot beneficia de maturare in
sticle, dezvoltand arome mai bogate si taninuri mai moi cu timpul.

Profilul aromatic si gustativ pentru vinurile Cabernet Sauvignon din Podgoria
Panciu se caracterizeaza prin arome intense si complexe. Acestea includ note de
fructe negre, cum ar fi coacazele negre, murele si ciresele negre, impreuna cu nuante
subtile de condimente, mentd, vanilie si lemn de stejar. Gustul vinului este adesea
puternic, cu taninuri ferme si o structurd robustd. Structura este puternicd si sunt
caracterizate si de un corp solid. Taninurile prezente in vin conferd texturd si
persistentd, contribuind la potentialul de maturare si evolutie in sticla. Aceasta
caracteristica permite vinului sa dezvolte complexitate si armonie pe masura ce se
matureaza.

Potentialul de maturare al vinurilor Cabernet Sauvignon din Podgoria
Panciu este caracterizat de capacitatea de maturare in sticla si baric. Cu timpul,
acestea pot dezvolta arome si atribute mai complexe, iar taninurile se pot integra in
mod armonios 1n structura vinului. Vinurile mature Cabernet Sauvignon pot oferi o
experienta de degustare profunda si sofisticatd (Popescu s.a., 2014 ).
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4 SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII, MATERIALUL
SI METODA DE CERCETARE

4. RESEARCH PURPOSE AND OBJECTIVES, RESEARCH
MATERIAL AND METHOD

Vinurile fard adaos de sulfiti (SO) au devenit o tendintd din ce in ce mai
populara in lumea vinificatiei, pe masura ce consumatorii cauta optiuni mai naturale
si mai sandtoase. Aceste vinuri sunt produse fara adaugarea sau utilizarea dioxidului
de sulf in timpul procesului de vinificatie.

Scopul studiului este producerea, monitorizarea evolutiei si calitatii vinurilor
Cabernet Sauvignon si Feteasca regald fard continut de dioxid de sulf adaugat si
vinificate in diverse variante tehnologice specifice tipului de vin realizat. In acest
context s-a urmarit adaptarea a 4 variante care acopera cele mai importante categorii
din punct de vedere a interesului si actualizarilor tehnologice si stiintifice in domeniul
viticulturii si enologiei.

Alternativele tehnologice sunt adaptari ale tehnologiilor vinificatie ale
vinurilor rosii si roze aplicate pentru Cabernet Sauvignon. in ceea ce priveste soiul
Feteasca regala, pentru dezvoltare, s-au urmaérit variante tehnologice pentru vinurile
seci linigtite si respectiv pentru vinurile frizzante cu a doua fermentatie in sticla sau
prin metoda Charmat.

Punctele cheie ale studiului sunt concentrate pe etapele principale de
vinificatie adaptate la substituirea dioxidului de sulf ca antioxidant si conservant in
etapele esentiale ale vinificatiei si maturarii vinurilor. Astfel substitutia cu specii non-
Saccharomyces precum Pichia Kluyvery s-a dovedit a fi esentiald pentru acest scop
in faza initiala de tratare a strugurilor.

Un al doilea punct cheie in substitutia SO, a fost desdvarsirea metodelor de
protectie antioxidanta prin utilizarea produselor oenologice care s-au dovedit a avea
un caracter protectiv la fel de eficient ca si SO, dar care prezinta trasabilitate si surse
certificate pentru utilizare in vinuri fara adaos de sulfiti.

Pentru studierea influentei unor produse oenologice la calitatea vinurilor
albe, rosé si rosii fard adaos de dioxid de sulf in comparatie cu vinurile conventionale
s-au fixat cateva obiective stiintifice:

- analiza principalilor parametrii de compozitie fizico-chimicd a vinurilor
obtinute din soiurile Cabernet Sauvignon si Feteasca regald in timpul
proceselor de vinificatie dar si dupa definitivarea metodelor de vinificatie;

- analiza unor compusi volatili de aroma din categoria alcoolilor superiori si
esteri cu un caracter important in desdvarsirea fermentatiei, evolutiei si
mentinerea caracterului de tipicitate;
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identificarea, determinarea si cuantificarea aminoacizilor si aminelor biogene
in vederea caracterizarii vinurilor si stabilirii influentei pe care o au asupra
vinurilor;

analiza parametrilor cromatici ale vinurilor elaborate in vederea stabilirii
influentei pe care o are etapa de maturare pe levuri.
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5 TEHNOLOGIILE APLICATE PENTRU PRODUCEREA
VINURILOR INCLUSE iN STUDIU

S. THE TECHNOLOGIES APPLIED FOR THE
PRODUCTION OF THE WINES INCLUDED IN THE
STUDY

Tehnologiile aplicate contin o serie de etape care sunt comune ambelor
metode propuse in cadrul studiului. Etapele s-au diferentiat pe zone de activitate
diferita in functie de scopul si de randamentele de lucru.

In sinteza, s-a propus vinificatia dupa tehnologia clasica de vinificatie a
vinurilor seci albe, tehnologia de vinificatie pentru vinuri frizzante cu a doua
fermentatie in sticla sau dupa principiile metodei Charmat, tehnologia de producere
a vinurilor roze $i respectiv pentru vinuri rosii seci.

Pentru vinurile fara adaos de dioxid de sulf, tehnologiile de producere au
implicat etape din tehnologiile clasice de vinificatie, dar la care s-au adaptat
tratamentele strugurilor, etapele de fermentatie precum si modificari ale etapelor de
tratament in vederea asigurarii conditiilor de sterilitate si a conditiilor anti-oxidante.

5.1 Tehnologia de vinificatie a vinurilor albe linistite din soiul Feteasca
regala

S-au produs 2 tipuri de vin:

- Feteasca regala fara adaos de dioxid de sulf (FRO)
- Feteasca regala cu adaos de dioxid de sulf (FR1)

Procesul este prezentat in fig. 5.1 si debuteaza cu etapa de evaluare a
strugurilor pentru cules care s-a realizat la maturitate deplind si a respectat regula
pentru vinuri de origine controlatd astfel ca continutul de zahar a fost de 192 g/L.
Transportul si transferul s-a efectuat cu respectarea regulilor de curdtenie si sanitizare,
astfel ca urmatoarea etapa de tratament a strugurilor a constat in tratarea acestora
utilizand specia Pikia Kluivery in produsul comercial Frootzen® (Frootzen® — first
ever Pichia kluyveri yeast (chr-hansen.com, 2019)) care s-a addugat in doze de 1.3
kg/tona de struguri. In cazul vinurilor destinate producerii dupi metoda clasica,
tratamentul a constat in utilizarea unui amestec format din metabisulfit de potasiu
(6g/100kg struguri), acid ascorbic (3g/100kg struguri) si tanin galic (1g/100kg
struguri).

Etapa de prelucrare preliminatad a constat in desciorchinare si zdrobire a
strugurilor cu separarea mustului ravac. Presarea bostinei s-a efectuat in prese
discontinui pneumatice, iar mustul de presa I si mustul ravac au fost asamblate si s-
au supus unui proces de deburbare la temperaturi de aproximativ 15°C, 1n prezenta
enzimelor pectolitice de tip Vinozym® FCE G (2 g/hL) (Vinozym® FCE G |
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Novozymes, 2019). Flotatia ulterioara s-a efectuat prin adaos de bentonitd in doze de
40 g/hL, procesul fiind mentinut intr-un interval cuprins de pana la 8 ore.

Etapa de fermentatie alcoolica s-a produs in prezenta de promotori de
fermentatie de tip Nutricel Start® (Nutricell® Start - Martin Vialatte, 2019) in doze
de 25 g/hL, iar mentinerea s-a efectuat utilizind Nutricel Initial® (Nutricell® Initial
- Martin Vialatte, 2020) (25 g/hL) inoculat la 7 zile dupa inceputul fermentatiei.
Ambele produse contin levuri autolizate, diferenta dintre Nutricel Start® si Nutricel
Initial® constand in difosfatul de diamoniu si continutul suplimentar de tiamina.
Tiamina este necesard pentru fazele de initiere ale fermentatiei alcoolice pentru
multiplicarea levurilor fermentative, in timp ce substraturile autolizate ofera
necesarul de aminoacizi, vitamine pentru metabolismul levurian. Implicarea Nutricel
Start® s-a dovedit importanta datorita continutului ridicat de diamino-fosfat, levuri
inactivate, autolizate si pereti levurieni care sunt surse importante pentru azotul
disponibil pentru fermentatie. Levurile autolizate si inactivate sunt in schimb sunt
surse de aminoacizi care sunt asimilati de levurile active. Sursa de aminoacizi este
foarte importantd pentru mentinerea fermentatiei alcoolice chiar in conditiile unor
fluctuatii de temperatura .

In cazul probelor Feteascd regald fird adaos de dioxid de sulf (FRO),
fermentatia alcoolicd s-a realizat in prezenta de S. Cerevisiae, din produsul Bella -
Renaissance Yeast (Bella - Renaissance Yeast, 2023) cu caracteristici speciale pentru
vinurile albe. La initierea fermentatiei, aciditatea a fost de 5.5 g/L acid tartric si zahar
rezidual de 191 g/L. Doza aplicatd a fost de 20 g/L, iar fermentatia s-a considerat
finalizatd intr-un termen de aproximativ 40 de zile, moment in care s-a efectuat
pritocul simplu. Caracteristicile fizico-chimice ale vinului au fost de 5.57 g/L acid
tartric, corectia s-a efectuat in intervalul 6.1 — 6.3 g/L echivalent acid tartric, iar
valoarea zaharului rezidual a fost de 1.5 g/L.

In etapa fermentativa, pentru esantioanele fara dioxid de sulf adiugat s-a
efectuat fermentatie malolactica n prezenta de bacterii lactice (Oenococcus oeni) cu
rol 1n cresterea aciditatii totale, inocularea efectudndu-se in conditiile in care pH> 3.2,
alcool <16% si SO, lipsa.

Etapa de vinificatie a continuat cu activitati de imbunatatire structura, dar si
mentinerea protectiei antioxidante prin folosirea taninului galic in doze de 6.5 g/hL
si corectia de aciditate cu acid lactic pana la valori echivalente de 6.1 — 6.3 g/L acid
tartric.

Inainte de imbuteliere s-a efectuat un tratament aromatic si o protectie
antioxidantd suplimentara utilizind un amestec de tanin galic si taninuri condensate
cu rol si de eliminare a proteinelor instabile. Doza utilizata a fost de 4g/hL.

Stabilizarea tartrica a constat in utilizarea unui produs oenologic pe baza de
poliaspartat de potasiu si polizaharide din plante, in doza de 20 ml/hL.
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Fermentatia pentru Feteasca regald cu dioxid de sulf (FR1) s-a produs in
aceleasi conditii, dar In prezenta de S. Cerevisiae din produsul Vivace® (Vivace -
Renaissance Yeast, 2019), in aceleasi doze. Aciditatea totald a apropiata ca in cazul
probelor anterioare, in schimb zaharul rezidual a fost de 219 g/L. In urma finalizarii
fermentatiei alcoolice dupa un interval de aproximativ 20 de zile, aciditatea s-a
corectat la valori de 6.3 g/L echivalent acid tartric, zaharul rezidual a fost de 2.3 g/L,
iar taria alcoolica de 13.5%.

Tratamentul vinului dupa fermentatie a constat in prima faza intr-o corectie a
dioxidului de sulf prin adaos de solutie SO, péana la valoarea de 40 mg/L, dar si
suplimentare antioxidantd prin adaos de acid ascorbic de pana la 20 mg/L dar si un
amestec de taninuri de tip Querca-Tan MK® ce contine galotaninuri, elagitaninuri si
compusi obtinuti din degradarea termica a ligninei si a hemicelulozei care confera
notele organoleptice tipice derivate de obicei din maturarea in baric. (Querca-Tan MK
— ATPGroup, 2023).

Corectia de aciditate s-a efectuat tot in intervalul 6.1 — 6.3 g/hL acid tartric,
dar a fost necesara o reducere a continutului de polifenoli prin utilizarea
polivinilpolipirolidona (15 g/hL), iar stabilizarea tartricd a fost mai complexad prin
utilizarea de carboximetil celuloza si guma arabica, ambele Tn doze de 100 g/hL.

Avand in vedere valorile zaharului rezidual de 2.3 g/L, s-a efectuat o corectie
de zahar pana la 10 g/L prin utilizarea de must concentrat rectificat, iar in final s-a
efectuat protectia antioxidantd prin completarea continutului de acid ascorbic 20
mg/L si respectiv solutie de SO in doze de 40 mg/L, asocierea fiind in corelatie cu
practica curentd (Cotea s.a., 2015). Sinteza este prezentata in fig. 5.1.

5.2 Tehnologia de vinificatie a vinurilor albe frizzante din soiul Feteasca
regala

Feteasca regala Frizzante a avut la bazd metodele clasice de vinificatie cu
fermentatie 1n sticla cu cele 2 etape importante si anume producerea vinului de baza
si etapa de producere a vinului frizzante propriu-zis.

S-au produs 2 tipuri de vin:

o Feteasca regala frizzante fara adaos de dioxid de sulf (FRFO0)
e Feteasca regala frizzante cu adaos de dioxid de sulf (FRF1)

Pregiatirea strugurilor s-a efectuat si cu respectarea conditiilor pentru
producerea vinului de calitate superioard, tratamentul initial in vederea protectiei
biologice si anti-oxidante a parcurs aceleasi etape cu adaos de levuri non-
saccharomyces de tip Pichia Kluivery (1.3 kg/t struguri) la Feteasca regala Frizzante
fard adaos de dioxid de sulf (FRFO), iar pentru Feteasca regald Frizzante cu adaos de
dioxid de sulf (FRF1), s-a utilizat acelasi amestec de metabisulfit de potasiu (6.0
g/100kg struguri), acid ascorbic (3.0 g/100 kg struguri) si tanin galic (1.0 g/100 kg
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struguri). Etapa de pregatire a mustului n vederea fermentatiei alcoolice si respectiv
malolactice pentru varianta fard SO, adaugat a fost similara cu Feteasca regala linistit.

Prima diferenta a constat in etapa fermentativa. De principiu, a urmat aceeasi
strategie de lucru constind in fermentatie alcoolicd pentru FRF1 si fermentatie
alcoolica si fermentatie malolactica pentru FRFO.

Fermentatia alcoolica s-a produs In prezenta de Nutricel Start® (25g/hL), dar
mentinerea s-a efectuat in prezenta de Optiesters® (OptiEsters®: Nutrients for your
enological solutions | Lamothe-Abiet, 2020) un amestec cu rol de nutrient constand
in levuri inactive bogate in aminoacizi si ergosteroli. In etapa de fermentatie alcoolica
s-a inclus un amestec de cipsuri Incanto Tofee (Incanto Toffee | Oak alternatives |
Chips (enartis.com), 2020), de provenientd biologica, ce contine taninuri extrase din
stejar, taninuri galice, taninuri condensate cu rol in cresterea capacitatii antioxidante,
astfel ca se realizeaza mentinerea aromelor fructate proaspete, stabilizarea culorii si
stabilizare proteica.

In cazul probelor care au fost destinate pentru vinificare fara SO, adaugat,
nutrientul pentru mentinerea fermentatiei a fost FreshArom® (Fresharom® - Produit
de levure - Laffort®, 2019) in doze de 25 g/hL, un amestec levuri inactivate care
joacd un rol important in biosinteza si cedarea substantelor antioxidante, cum sunt
aminoacizi si tripeptide cu sulf de tip glutation. Utilizarea in faza de fermentatie
permite levurilor s asimileze precursorii de glutation 1-cisteina si N-acetil-cisteina,
astfel ca se produce cresterea continutului de glutation din vin. Fermentatia alcoolica
a beneficiat de un continut de zahar rezidual de 190 g/L si aciditate de 5.6 g/L acid
tartric. In cazul bazei pentru vinurile frizzante, perioada de fermentatie a fost de 40
de zile pentru variantele fard SO, adaugat (FRF0) pana cand zaharul rezidual a avut
valoarea de 1 g/L. Varianta de Feteasca regala frizzante destinata corectiei cu SO; a
avut un timp de fermentatie mai mic, de pana la 30 de zile si un continut de zaharuri
final de 2.3 g/hL. Fermentatia alcoolica s-a realizat cu levuri S. cerevisiae (Bella -
Renaissance Yeast) in doze de 20 g/hL, iar la 2 zile dupa initierea fermentatiei s-a
facut co-inocularea cu bacterii lactice (O. oeni), mediul avand caracteristici similare
pentru a asigura transformarea acidului malic n acid lactic.

Conform fig.5.2, pasii ulteriori sunt separarea de pe bostind prin pritoc
simplu, urmatd de o etapa de imbunatétire structura odata cu aplicare de agent
antioxidant la FRFO, activitate efectuatd prin utilizarea unui amestec de taninuri
EnartisTan Citrus® (EnartisTan Citrus | Tannins | Blends, 2020) in doze de 4 g/hL, dar
si EnartisTan Blanc® (EnartisTan Blanc | Tannins | Gallic tannins, 2023) in doze de
6.6 g/hL. Specific vinurilor conventionale, in urma definitivarii fermentatiei alcoolice
s-a realizat corectia de sulf (pana la valori de 40 mg/L), dar si adaos de antioxidanti
(acid ascorbic 20 mg/L).

In ambele cazuri s-a efectuat corectia de aciditate prin adaos de acid lactic
pana la valori echivalente cu 6.1 — 6.3 g/L acid tartric si tot comuna ambelor variante
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de vin au fost etapele de clarificare cand s-a efectuat adaosul unui complex de
compusi de tip PVPP polivinilpolipirolidona pentru reducere continut polifenoli (10
g/hL), bentonita cu rol in eliminare proteine insolubile si polifenolii care pot produce
tulburarea vinului si formarea depozitelor solide (25 g/hL), amestec de solutie de
silice coloidali si gelatind Vulcasol 30® (250 mL/hL). Cleiul de peste s-a utilizat in
cazul probelor destinate vinurilor fara adaos de SO» pentru eficienta sa superioara in
cazul probelor care au prezentat fermentatie malolactici Hausengel (25 ml/hL)
(Produkte - Max F. Keller GmbH (keller-mannheim.de, 2020)).

A doua etapa in procesul de vinificare a produselor a fost producerea propriu-
zisd a vinului frizzante, cand pentru Feteasca regala Frizzante (FRFO0) s-au constituit
amestecuri de tiraj formate din must rectificat concentrat in doze de 10 g zahar/L,
compozitia amestecului asigurand o presiune de 2.5 atm. Practic a doua fermentatie
s-a efectuat cu levuri fermentative de tip Saccharomyces bayanus care prezinta
avantajele de a prezenta rezistenta ridicata la alcool (>15% vol), contin factor killer
activ, productie ridicatd de glicerol (6.0 g/L) si rezistenta ridicata la prezenta SO,.

Feteasca regala Frizzante a beneficiat de a doua fermentatie in sticld, in
timpul careia levurile fermentative specifice au fost adaugate in doze de 20 g/hL,
amestecul de tiraj avind in compozitia sa must concentrat 10 g/L. Fermentatia
secundara are loc la 12-15°C pe parcursul a 6 pana la 8 saptdmani.

Pentru maturare si autoliza, sticlele au fost depozitate intr-un mediu racoros
si Intunecat la temperaturi de pana la 15°C, timp 1n care sunt supuse procesului de
remuaj, prin care levurile autolizate sunt adunate in gatul sticlei. Procedura a f ost
urmatd de degorjare, iar pentru dozajul s-a determinat completarea cu bazd de
fermentatie.

Pentru varianta cu dioxid de sulf adaugat, fermentatia secundara s-a realizat
prin adaugarea de levuri fermentative de tip Saccharomyces bayanus, must concentrat
rectificat in doze echivalente de 10 g/L si bentonitd in doze de 0.1 g/L intr-un rezervor
rezistent la presiune. Fermentatia a avut loc la 12-15°C pe parcursul a aproximativ 10
zile. Vinul a fost filtrat la temperaturi scazute si apoi transferat, sub presiune, intr-un
rezervor tampon, pastrand astfel dioxidul de carbon dizolvat.

Pentru variante fara dioxid de sulf, dupa degorjare, s-a adaugat licoare de
expeditie pentru a ajusta nivelul de zahar si a echilibra gustul. Sticlele au fost sigilate
cu dopuri si capace metalice, apoi pregatite pentru distributie.

5.3 Tehnologia de vinificatie a vinurilor rozé din soiul Cabernet
Sauvignon

Productia de vinuri roz¢ implica utilizarea tehnologiilor specifice pentru a
obtine culoarea, aroma si gustul caracteristic. Diferenta remarcabila intre vinurile
roze si vinurile albe a constat in aplicarea unei etape de maceratie scurtd inainte de
presare si management al mustului.
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S-au produs 2 tipuri de vin (fig. 5.3):

- Cabernet Sauvignon roz¢ fard adaos de dioxid de sulf (CSRO)
- Cabernet Sauvignon rozé cu adaos de dioxid de sulf (CSR1)

Conform fig. 5.3 procesele de vinificatie au fost similare cu varietatea
Feteasca regala linistit.

Etapele de tratament ale strugurilor au parcurs aceleasi etape (adaos de levuri
de tip Pichia Kluivery (1.3 kg/t struguri)) pentru Cabernet Sauvignon fara adaos de
sulfiti (CSRO), iar pentru Cabernet Sauvignon cu adaos de sulfiti (CSR1) s-a utilizat
acelasi amestec de metabisulfit de potasiu (6.0 g/100kg struguri), acid ascorbic (3.0
/100 kg struguri) si tanin galic (1.0 g/100 kg struguri). in aceasta etapa s-a efectuat
si 0 maceratie scurtd prin mentinerea in contact a mustului ravac cu bostina pentru
extragerea compusilor de culoare. Strugurii au fost la maturitate deplind iar
caracteristicile fizico-chimice esentiale ale mustului au fost de 181 g/L zahar
reziduali, aciditatea totala de 9.23 g/L acid tartric.

La vinurile care au fost destinate pentru producere fara SO, adaugat
fermentatia s-a produs in 2 etape cu fermentatie alcoolicd si concomitent cu
fermentatie malolactica. Fermentatia alcoolica s-a efectuat in prezenta de nutrienti de
initiere (Nutricel Initial®) si respectiv de mentinere (Nutricel start®), ambele produse
fiind addugate in doze de 25 g/hL, iar levurile pentru fermentatie au fost Enartisferm
ES181 (EnartisFerm ES181 | Yeast, 2020) de tip S. cerevisiae pregétite pentru vinuri
cu expresii varietale puternice, cu disponibilitatea de fermentatie la temperaturi
scazute si in medii hiper-reductive. Avantajul este sustinut si de notele aromatice
complexe, dar care nu se suprapun cu caracterul varietal. Fermentatia malolactica a
fost prezenta ulterior fermentatiei alcoolice, la cateva zile dupa initierea acesteia, pe
baza de bacterii ale acidului lactic de tip O. oeni, momentul ales a conferit randament
in conversia acidului malic in acid lactic datorita continutului scazut de alcool etilic
prezent < 16% (vol), pH> 3.2 si lipsa adaosului de SO,.

La finalul perioadei de fermentatie s-a efectuat pritocul simplu, iar cele 2
tipuri de vinuri au fost supuse tratamentelor specifice. CSR1 a avut o corectie de sulf
prin ajustarea dozei la un continut de 40 mg/L SO,, in schimb CSRO a beneficiat de
adaos de levuri inactivate, ca precursori de glutation. Avand in vedere caracterul
antioxidant al acestuia, doza administratd de 50 g/hL mai ridicata fatd de variantele
FRFO si FRF1 unde s-au utilizat doze in faza de fermentatie de 25 g/hL. Levurile
inactivate joacd rol si de batonaj, astfel cd utilizarea Fresharom la CSRO a vizat
protectia caracterului aromatic al vinului si amanarea pe cat posibil a formarii notelor
oxidative.

Corectia de aciditate s-a efectuat cu acelasi produs pe baza de acid lactic si s-
a calculat pentru a fi echivalent de 6.1 — 6.3 g/L echilvanet acid tartric.

Imbunatitirea structurii si a notelor aromatice s-a efectuat la CSRO prin
utilizare de tanin galic (6.5 g/hL) in schimb, pentru structura, la probele CSR1 s-a
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folosit Enartistan Fruitan® (5 g/hL) (EnartisTan Fruitan | Tannins | Grape tannins,
2020) si Viazym Aroma® (10 g/hL) (Viazym® Aroma - Martin Vialatte, 2020). Daca
Fruitan este un amestec de tanin condensat extras din lemn din specii exotice, tanin
din seminte de struguri si tanin de castan cu rol in stabilizarea intensitatii culorii,
prospetime aromatica si cu un caracter antioxidant puternic, Viazym Aroma® este un
amestec de enzime pectolitice cu rol de a conferi arome terpenice. Efectul se produce
prin mecanismul de rupere a legaturilor dintre glucoza si compusii care sunt legati
prin intermediul beta-glucozidazei a cérei activitate este realizata de catre preparatul
enzimatic pe baza de Aspergillus niger.

O reducere a continutului de polifenoli la CSRO s-a efectuat cu
polivinilpirolidona (15 g/hL) dupa stabilizare tartrica cu poliaspartat de potasiu (200
mlL/hL), iar la probele CSR1 s-a efectuat stabilizarea prin utilizare carboximetil
celuloza (CMC (100 g/hL) si guma arabica (100 g/hL).

Tot in cazul probelor destinate sulfitarii, s-a efectuat corectia de zahar
rezidual pand la 10 g/L cu must concentrat rectificat si in final corectia de sulf la
nivelul de 40 mg/L SO liber.

Metodele pentru limpezire au fost similare cu cele utilizate la Feteasca regala
linistit $i a fost comund ambelor variante de vin destinate sulfitarii si ne-sulfitarii.
Astfel ca s-au folosit bentonita cu rol in eliminare proteine insolubile si polifenolii
care pot produce tulburarea vinului si formarea depozitelor solide (25 g/hL), amestec
de solutie de silice coloida si gelatind Vulcasol 30 (250 mL/hL). Cleiul de peste s-a
utilizat in cazul probelor destinate vinurilor fard adaos de SO; pentru eficienta sa
superioara in cazul probelor care au prezentat fermentatie malolactica (25 ml/hL).

5.4 Tehnologia de vinificatie a vinurilor rosii din soiul Cabernet
Sauvignon

Tehnologia de producere a vinurilor rosii implica o serie de etape tehnologice
specifice, care incep 1In cu monitorizarea si evaluarea strugurilor si continud in cadrul
procesului de vinificatie. Asa cum s-a folosit si pand acum particularititile specifice
ale celor 2 tipuri de vinificatii au fost aplicate individual tipului de vin, astfel ca s-au
vinificat 2 varietati de Cabernet Sauvignon, considerand principiile tehnologiei de
vinificatie a vinurilor rosii de calitate, cu potential de Invechire (fig. 5.4):

- Cabernet Sauvignon fara adaos de dioxid de sulf (CRO)
- Cabernet Sauvignon cu adaos de dioxid de sulf (CS1)

Pe scurt, monitorizarea strugurilor s-a efectuat cu evaluarea calitativa si
cantitativa a gradului de sanitizare si la maturitate deplind. Tratamentul a fost similar
ca si in cazul varietatilor mentionate mai sus, adica adaos de Pichia Kluivery (1.3
kg/tstruguri) pentru varianta fara adaos de SO, (CS0), iar pentru Cabernet Sauvignon
cu adaos de SO, (CS1) s-a utilizat acelasi amestec de metabisulfit de potasiu (6.
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g/100kg struguri), acid ascorbic (3.0 g/100 kg struguri) si tanin galic (1.0 g/100 kg
struguri).

Dupa etapa de desciorchinare si zdrobire s-au efectuat cele 3 operatiuni
caracteristice vinului rosu, operatiuni care s-au realizat concomitent. Valorile
parametrilor fizico-chimici ai mustului ravac au fost pH - 3.35; aciditatea totala de
5.27 g/L acid tartric, zahar rezidual 234 g/L si densitatea de 1100 g/L.

Maceratia — fermentatia s-a realizat in cisterne prevazute cu sistem de
remontare si sistem de spdlare a ciciulii formate din partile solide ale mustuielii.
Numarul de remontari de a fost de trei sau patru, cantitatea de must care s-a recirculat
a fost cuprinsd intre 30 si 50%. Maceratia s-a efectuat In prezenta de enzime de
maceratie cu doze de aproximativ 2.0 g/hL Viazym Aroma® ce contine amestec de
enzime pectolitice pentru a conferi arome terpenice cu rol de Imbunatatire aromatica
precum si enzime realizate pentru faza de maceratie de tip Viazym Extract® (2.0
g/hL) (viazym® Extract - Martin Vialatte, 2020) si Nutricel Start® (25 g/hL).

Tot in etapa de maceratie, concomitentd fermentatiei, pentru asigurarea
capacitatii anti-oxidante, s-au addugat taninuri de tip Tanin VR Supra® (Tanin VR
Supra® - oenological tannin for vinification - Laffort®, 2020) si Tanin VR Color®
(Tanin VR Color® - oenological tannin for vinification - LAFFORT®, 2020) ce
combind efectele diferitelor taninuri selectate, fard a adduga senzatii de amar
suplimentare. Rolul este completat de capacitatea de precipitare a proteinelor
insolubile, precum si inhibarea enzimelor naturale de oxidare (lacaza, polifenol
oxidaza). Pe de alta parte, au rol si in stabilizarea culorii in cazul in care sunt prezenti
struguri cu deficienta de maturitate fenolica.

Fermentatia alcoolica s-a produs in 2 etape. Prima etapd s-a produs cu
procesul de maceratie concomitent, utilizind levuri fermentative de tip Enartisferm
ES488®, 20 g/hL (EnartisFerm ES488 | Yeast, 2021) ce contine o tulpini de S.
cerevisiae recomandatd pentru producerea vinurilor destinate maturarii ce
imbunatateste si intensifica caracteristicile varietale ale strugurilor rosii foarte copti.
Pe de alta parte, produce intensificarea aromelor de fructele rosii (zmeura, merisoare,
coacdze rosii si cirese) si creste complexitatea prin addugarea de minerale, picante
(lemn dulce) si note florale. Fermentatia alcoolica a durat in prima faza 30 de zile si
s-a produs la o temperatura de 20°C. Dupa cateva zile s-a efectuat co-inocularea cu
O. oeni pentru fermentatia malolactica. Primele faze ale procesului de macerare
fermentare s-au finalizat cu separarea de pe bostina, presare discontinua si adaos de
Nutricel Initial (25 g/hL) pentru finalizarea fermentatiei. Aceasta etapa de finalizare
a fermentatiei a fost definitivatd in termen de 45 de zile cand s-au efectuat
tratamentele anti-oxidante. Tratamentul anti-oxidant si protectiv s-a efectuat
diferentiat pentru ambele tipuri de vin. Cele care nu erau destinate sulfitarii (CS0) au
beneficiat de adaos de tanin galic (6.5 g/hL), iar pentru varianta destinata sulfitarii s-
a efectuat si corectia de dioxid de sulf la doza de 40 mg/L (SO, liber).
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Etapa de corectie de aciditate s-a efectuat pe baza acidului lactic care a fost
adaugat in doze echivalente de 6.1 — 6.3 g/L acid tartric pentru ambele variante.
Caracteristic vinului rosu s-a efectuat adaos de cipsuri de tip Incanto Natural (7.0
g/hL) (Incanto Natural | Oak alternatives | Chips (enartis.com), 2020) ale caror
compozitie este stejar francez, neprajit. Notele aromatice au rolul de a intensifica
prospetimea, senzatia fructatd precum si senzatiile de vanilie, nuca de cocos si cedru.

In continuare s-a efectuat stabilizare tartrica utilizind Antartika, solutie cu
implicatii in reducerea tulburelii dar si pentru impactul asupra profilului aromatic al
vinurilor. Prezinta rol de stabilizare in ceea ce priveste precipitarea bitartratului de
potasiu si sporeste caracterul proaspat, fructat, al vinurilor fara a creste rigiditatea
structurii taninului.

Inainte de filtrare, s-a efectuat un tratament de mentinere si asigurarea
complexitatii aromatice pe baza de diverse produse enologice de origine certificata:
Similoak Toasted (10 g/hL) (Similioak® Toasted - Martin Vialatte, 2020),
manoproteine (3 g/hL) si Enastistan Fruitan (5 g/hL). In acest context se amplifica
notele picante, mascheaza notele vegetale, creste corpolenta vinurilor, se reduce
astringenta si creste caracterul catifelat al vinurilor.

Conform tehnologiilor de producere produse in cadrul studiului, s-au preparat
o serie de 8 variante tehnologice. Conform obiectivelor propuse, pentru fiecare soi
Feteasca regald si Cabernet Sauvignon s-au preparat cate doud variante destinate
adaosului de dioxid de sulf si respectiv nesulfitarii, ambele proceduri urmeaza
metodele clasice de vinificatie pentru vinuri de calitate de tip albe linistite, roze, albe
frizzante precum si vinuri rosii.

Datoritd unei conditii esentiale in procesele de vinificatie, toate vinurile care
au fost destinate metodelor alternative fara adaos de dioxid de sulf s-au vinificat dupa
procedurile de producere in sec cu un continut de zaharuri reducatoare de pana la 4
g/L, iar monitorizarea s-a efectuat pentru un interval de 4 ani de zile. In fiecare an, s-
au aplicat aceleasi tehnici respectandu-se dozele recomandate, iar finalizarea fiecarei
etape s-a efectuat cu evaluarea parametrilor de calitate corespunzatori. Conform
graficului de monitorizare s-au creat si evaluat urmatoarele serii de evaluari.
Codificare probe (CS- Cabernet Sauvignon, CSR — Cabernet Sauvignon rose, FR —
Feteasca regala, FRF — Feteasca regala Frizzante, 0 - (probe -SOy), 1- (probe +SO»),
an — (18-21) — (2018, 2021) (tabel 5.1.).

An Cabernet Sauvignon  Cabernet Sauvignon  Feteasca regald Feteasca regald
rose frizzante

S0:* | 4802 -SO2 +802 -S0» +S02  -SO2 +S02  -SO2

2018 ‘ CS118 CS018 CSR118 CSR018 FR118  FRO18  FRF118 FRFO018

2019 CS119 CS019 CSR119 CSR019  FRI119 FRO19 FRF119 FRFO019
2020 CS120 CS020 CSR120 CSR020  FR120 FR020 FRF120 FRF020
2021 ‘ CS121 CS021 CSR121 CSRO021 FR121 FRO021 FRF121 FRFO021
Tabel 5.1. Codificarea probelor incluse in studiu
Table 5.1. Coding of samples included in the study
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6 EVALUAREA FIZICO-CHIMICA A VINURILOR INCLUSE
iN STUDIU DE DEZVOLTARE TEHNOLOGICA

6. PHYSICAL-CHEMICAL EVALUATION OF THE WINES
INCLUDED IN THE TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT
STUDY

6.1 Context

Spectroscopia IR este Tmpartitd in doud tipuri: MIR si FIR, iar spectrul
infrarogsu este denumit spectrul vibrational molecular. Spectrul obtinut in
spectroscopia MIR se bazeaza pe modurile de vibratie fundamentale, care sunt legate
de grupurile functionale specifice existente in probd, iar spectrele in acest caz sunt
obtinute in intervalul de frecventi de la 400 la 4000 cm™', in timp ce spectrul obtinut
in NIR este datorat absorbtiei moleculare si vibratiilor combinate ale modurilor de
vibratie fundamentale in intervalul de frecventi de la 4000 la 10000 cm'.

Componentele functionale ale compusilor pot fi grupate in proteine,
carbohidrati, grasimi, vitamine, minerale si apa, pe baza nu numai a functiei pe care
o Indeplinesc 1n organism, ci si pe baza prezentei majoritatii legaturilor chimice (cu
exceptia mineralelor) care sunt prezente in aceste clase:

e Alcool: O-H; C-O;

* Amina: N-H; C-N; N-H;

e Aromatic: C-H; C=C;

* Carbohidrati: C—-H; C-0O;

 Carbonil: C=0;

 Eter: C-0O;

e Grasimi: C-H; C=0; C=C-H;

* Proteine: Amida I, C=0; Amida II, N-H, C-N;

* Apa: O-H; H-O-H.

Bauer s.a., 2008 au utilizat FTIR pentru analizarea parametrilor
compozitionali si fizici ai vinului, cum ar fi densitatea relativa, alcoolul, extractul,
extractul fard zahar, conductivitatea, refractia, glicerolul, fenolii totali, glucoza,
fructoza, zaharurile reduse, zaharoza, aciditatea totald, pH-ul, acizii organici
individuali si SO liber si total.

6.2 Material si metode

Analiza spectrala s-a efectuat cu FT-MIR WineScan FT120 (FOSS Electric)
analitic multi-component. WineScan este dotat cu un detector IR pirometric cu sulfat
de triglicina deuterat si software-ul sau de calibrare, care se bazeaza pe PCA si PLSR.
Masurérile sunt efectuate in celule in flux pentru lichide echipate cu doua ferestre
CaF, montate usor neparalele pentru a minimiza reflexiile interne. Fiecare fereastra
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prezintd o fanta cu diametrul de 10 mm si grosimea de 2 mm, oferind o deschidere
optici de 88.54 mm? si un volum al celulei de 3.27 pL.

Un separator de tereftalat de polietilena ofera o lungime optica a traseului de
37 um. Interferograma este inregistrati cu o rezolutie optic de 14 x 2000 cm™ si se
face o medie pe baza a 12 scandri. Instrumentul este dotat cu un laser HeNe (632 nm)
si un detector de siliciu pentru a urmadri pozitia oglinzii mobile 1n interferometru.
Acest laser determina nu numai rezolutia, ci si viteza interferometrului.

6.3 Pregatirea probelor

Mostrele comerciale de vin au fost scanate fara pregatire prealabild a probei,
doar o etapa de filtrare pentru indepartarea particulelor s-a realizat in prealabil.
Mostrele care contin CO; au fost dezaerate.

6.4 Calibrare si validare a metodelor

In timpul calibrarii, s-a ajustat modelul spectral la datele disponibile.
Validarea a stabilit acuratetea si precizia care asigura functionarea pentru viitoarele
mostre prelevate din aceeasi populatie ca si mostrele de calibrare. Pentru a determina
mai multe componente chimice, calibrarea a urmarit selectarea celor mai relevante
lungimi de unda spectrale, urmata de utilizarea urmatd de optimizarea ecuatiilor de
calibrare pentru fiecare dintre diferitii parametri.

Pentru calibrare s-au utilizat opt mostre in kitul de referintd iar parametrii
certificati au fost alcool, glucoza-fructoza, aciditate totala, aciditate volatila, pH, acid
acetic, acid L-malic, densitate (tabel 6.1.).

Parametri certificati Domeniu
Alcool | 8.0-16%

Glucoza - fructoza | 0.7 - 8,0 g/L
Aciditate totala | 2 -6 g/L

Aciditate volatila | 0.2-1.0 g/L
pH | 2.8-40

Acid Acetic | 0.2-1.3 g/l

Acid L-malic | 0.1-3.0 g/l

Densitate | 0.99 —1.01 g/mL

Tabel 6.1. Parametrii de calibrare pentru sistemul de analiza parametri de calitate vinuri.
Table 6.1. Calibration parameters for the wine quality parameters analysis system.

6.5 Rezultate si discutii

Conform principiului monitorizarii n timpul fermentatiilor si pana la
evaluarea finalizdrii proceselor, monitorizarea a relevat urmdtoarele evolutii ale
parametrilor de testare.
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6.5.1 Feteasca regala linistit

Feteasca regala a fost vinificat conform principiilor prezentate in fig. 5.1 si
tabelul 6.2. Activitatea Al a inclus managementul strugurilor si respectiv a mustului.
In aceste conditii, s-a efectuat adaos de enzime pectolitice pentru deburbare si
bentonita pentru flotatie must. Printre parametrii de evolutie s-a considerat aciditatea
totala care a prezentat mici variatii de la 5.55 + 0.12 mg/L echivalenti acid tartric la
5.62 = 0.11 mg/L (A2-1). In comparatie probele de tip FRO, FR1 a prezentat valori
usor ridicate ale aciditatii totale 6.02 + 0.12 mg/L si 6.10 £ 0,08 mg/L datorita
amestecului pentru tratament al strugurilor ce contine metabisulfit de sodiu, compus
care ionizeaza usor la ionul bisulfit si produce cresterea usoara a aciditatii totale.

in schimb, valorile pH au prezentat acelasi tip de variatie, ele fiind de 3.52 +
0.02 (FRO) si respectiv 3.35 + 0.07 (FR1) in debutul etapei de fermentatie alcoolica.
Nivele de dioxid de sulf produse sunt concordanta cu valorile raportate in literatura,
chiar mai mici, datoritd proprietdtilor tipurilor de levuri implicate Bella®
(Renaissance Yeast. Bella, 2019) pentru FRO si respectiv Vivace® (Renaissance
Yeast. Vivace, 2019) pentru FR1 care prezintd caracteristica principald de a avea
abilitatea de a produce nivele scazute de sulfiti in urma proceselor fermentative. S-au
inregistrat concentratii de 7.95 + 0.10 mg/L (FRO) si respectiv 8.95 + 0.06 mg/L (FR1)
(A2-1). Pana la etapa A2-2, in care s-a efectuat corectia SO, pentru FR1, nivelul
inregistrat pentru SO, a fost similar cu FRO. Pentru variantele destinate nesulfitarii
(FRO) continutul de SO liber s-a mentinut relativ constant. Dupa finalizarea tuturor
etapelor, inainte de Imbuteliere, valorile aflate la limita de sensibilitate a metodelor a
fost de aproximativ 5.5 + 0.04 mg/L, iar continutul total a fost de 15.00 £ 0.15 mg/L.
Pentru varianta de vin la care s-a efectuat tratamentul antioxidant dupa metodele
clasice, etapa A3, ulterioard finalizarii fermentatiei alcoolice, a continut printre altele
si corectia de aciditate cu acid lactic astfel cd valorile s-au raportat ca fiind de
aproximativ 7.08 + 0.12 mg/L echivalent acid tartric. La finalul perioadei, valoarea
aciditatii s-a echilibrat in intervalul dorit si datorita etapei care a cuprins si stabilizarea
tartrica.

Prima corectie de SO, a produs nivele de 22.00 £+ 0.12 mg/L SO,, iar in etapa
A4, care a fost premergatoare imbutelierii valorile au fost de 43.00 + 1.35 mg/L pentru
SO, liber si 105 + 2.52 mg/L SO; total.

Nivelele de zaharuri reducatoare au fost specifice vinurilor albe de calitate,
nivelul de la care s-a pornit fermentatia a fost de 191 + 1.25 g/L pentru FRO si
respectiv 219 £ 0.85 g/L in cazul probelor FR1.

Rata de conversie a zaharurilor reducitoare a fost diferita la probele fara SO,
adiugat, fatd de probele care nu sunt destinate sulfitarii. in acest conditii intr-un
interval de 10 zile de la initierea fermentatiei alcoolice, continutul de zaharuri
reducatoare a fost de 1.55 = 0.86 g/L (FRO), iar in cazul probelor FR1 s-a constatat
atingerea unui continut de zaharuri reducatoare de 1.8 + 0.28 g/L. Asa dupa cum s-a
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specificat si pe schema tehnologicd, s-a efectuat o corectic de zahar in etapa A4,
premergatoare imbutelierii pana la 10.0 g/L, astfel ca valoarea obtinuta a fost de 7.14
g/L. Extractul sec a avut o dinamicd constantd pand la finalizarea extractiei, o
diferentda de 0.02 g/L a fost inregistrata intre valorile de 19.20+0.09 g/L la finalul
fermentatiei, Tnainte de tratamentele de conditionare precum si Tnainte de imbuteliere.
Valorile au fost comparabile Intre probele care au fost destinate sulfitarii si respectiv
fara sulfitare suplimentara.

6.5.2 Feteasca regala Frizzante

Culesul si presarea strugurilor s-a efectuat la maturitate tehnologica, fiind
corespunzétori din punct de vedere a continutului de zaharuri reducétoare si respectiv
a aciditatii astfel ca asamblajul format din mustul presat si mustul de prima presa a
avut un continut de zaharuri de 175 + 1.25 g/L si aciditate 6.52 + 0.051 g/L echivalent
acid tartric pentru FRF(0) si respectiv 219 + 0.85 g/L zaharuri reducatoare si 6.50 +
0.06 g/L echivalent acid tartric pentru aciditatea totala.

Procesul tehnologic a urmat aceeasi pasi si a respectat evolutia deja
confirmata de metoda de vinificatie la Feteasca regala linistit. Astfel cd nivelele de
SO, prezente doar din fermentatie la nivelul concentratiilor medii au fost de pana la
10 mg/L, respectiv pentru FRFO s-au inregistrat concentratii de 8.00 + 0.07 mg/L (A2-
1) si respectiv 9.00 + 0.05 mg/L SO, liber. Tot la nivelul monitorizarii SO, liber si
respectiv SO, pentru FRFO, nivelele au rdmas constante inainte de imbuteliere; 5.00
+ 0.1 mg/L pentru SO liber ceea ce reprezinta aproximativ 38% din nivelul de 13.00+
0.09 mg/L SO total. Fermentatia primara: debuteaza cu adaosul de levuri si initiatori
de fermentatie si este mentinutd pentru un interval de aproximativ 25 de zile, fapt
confirmat de continutul de zaharuri reziduale de 1.78 + 0.28 mg/L FRFO si respectiv
1.81 £0.28 g/L FRF1. Acest proces transforma zaharurile din must in alcool si dioxid
de carbon, nivelele de etanol care s-au atins in corelatie cu variatia zaharurilor
reducétoare a fost de 20.00 + 2.40 % vol. pentru FRFO si respectiv 21.00 + 1.65%
vol. pentru FRF1 (tabel 6.3).

Aciditatea totald confirma caracterul sec al vinului si atingerea obiectivelor
propuse prin metoda de vinificatie astfel ca aciditatea este de 6.10 + 0.06 g/L pentru
FRFO si respectiv 6.22 + 0.4 g/L pentru FRF1. Fermentatia alcoolicéd si respectiv
fermentatia malolactica pentru vinurile fard SO, suplimentar au determinat valori
admisibile pentru aciditatea volatila, care s-a incadrat in domeniul de 0.37 = 0.06 g/L
echivalenti acid acetic si respectiv 0.45 £ 0.07 g/L echivalenti acid acetic. Corelat cu
aciditatea totala, a fost pH-ul care s-a mentinut in ambele cazuri 1n valori ce nu au
permis favorizarea cresterii Incarcaturii microbiene sau evolutiilor nedorite ale
calitatii vinurilor.
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Corectiile de sulf s-au produs 1n 2 etape la finalul fermentatiei dupa pritocul
efectuat cand nivelele de SO, liber au fost de 22.00 + 0.12 mg/L, iar a doua corectie
a determinat valori de 43.00 = 1.35 mg/L SO; liber.

In aceste conditii aciditatea totald a fost de 6.30 + 0.21 g/L echivalenti acid
tartric la FRF1 si respectiv 6.10 + 0.05 g/L echivalenti acid tartric la FRFO0. Zaharurile
reducdtoare, reziduul uscat si pH s-au mentinut apropiate de valorile determinate la
initierea fermentatiei secundare, variatiile fiind de maxim 0.03 unitati pentru pH
(FRF1) si respectiv 0.05 (FRFO).

6.5.3 Cabernet Sauvignon vinificat roze

Cabernet Sauvignon a respectat regulile metodelor de vinificatie pentru
vinurile roze. Conditia primara pentru obtinerea vinurilor de origine controlatd a fost
culesul strugurilor la maturitate deplind cand continutul de zaharuri reziduale a fost
de minimum 187 g/L. In aceste conditii, parametrii de calitate fizico-chimici pentru
must au indicat o aciditate totala de 6.45 £ 0.07 g/L echivalent acid tartric, respectiv
continut de zaharuri reducatoare de 201 + 0.85 g/L, extract reducator 10.00 = 0.12
g/L si pH 3.37 £ 0.05 la probele care au fost destinate metodei de vinificatie fara
adaos de sulfiti. Valori apropiate s-au inregistrat pentru probele vinificate clasic astfel
ca in etapa A1 valorile de Inceput pentru aciditatea totala au fost de 5.55 + 0.07 mg/L
echivalent acid tartric, respectiv continut in zaharuri reducatoare de 201 = 0.85 mg/L,
densitatea mai mare fatd de variantele anterior prezentate de aproximativ 1.09 + 0.06
g/L, iar extractul uscat de 9.52 + 0.12 g/L (CSR1).

Asa cum s-a prezentat in tabelul 6.4, o maceratie scurtd s-a realizat in prezenta
bacilor de struguri, iar intr-un termen de 1 — 2 zile s-au initiat etapele de fermentatie
alcoolica astfel ca s-a inregistrat variatia parametrilor de monitorizare. In intervalul
de maximum 45 de zile, care cuprinde toate etapele fermentative, continutul de zahar
rezidual a fost de 1.56 + 0.10 g/L (CSRO) si respectiv 1.60 = 0.10 g/L (CSR1).

Procesul concomitent de fermentatie alcoolicd malolactica prin inoculare
succesiva cu bacterii lactice a fost mentinut pentru un interval mai lung de 45 de zile
care sa acopere si procesul mai avansat de transformare a acidului malic 1n acid lactic.
Pe acest interval s-a realizat si evaluarea extractului sec care a prezentat cresteri de
pana la 17.80 + 0.07 g/L pentru CSRO si respectiv 16.50 + 0.08 g/L, dar valorile finale
au fost de 18.50 = 0.06 g/L si respectiv 19.70 + 0.07g/L.

Odata cu cresterea extractului sec s-a produs si scaderea zaharului rezidual si
respectiv cresterea aciditatii totale, parametru care a inregistrat valori de 7.34 £1.62
g/L echivalent acid tartric (CSR1) si respectiv 7.75 + 2.36 g/L echivalent acid tartric
pentru CSRO, in conditiile in care dozele calculate de acid lactic au vizat atingerea
intervalului 6.10 — 6.30 g/L acid tartric. In acelasi context, fermentatiile secundare au
fost evitate, astfel ca nu a existat diferentd semnificativa intre aciditatea volatild a
probelor care nu au avut tratament de sulfitare CSRO (Av = 0.54 = 0.03 g/L echivalent
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acid acetic) si respectiv probele care au beneficiat de corectie de dioxid de sulf (0.33
+ 0,02 g/L echivalent acid acetic).

Taria alcoolica a atins nivelele recomandate, fiind de 13.30 £ 0.12 %vol
pentru CSR1 si respectiv 13.71 £ 0.10 %vol pentru CSRO. S-a péstrat caracterul sec
al vinului fara adaos de sulfiti (CSRO) astfel ca restul de zahar a fost de 0.60 + 0.1
g/L, iar pentru varianta cu adaos de sulfiti zaharul a fost ajustat, iar continutul la
nivelul fermentatiei a fost de 9.70 = 0.08 g/L.

6.5.4 Cabernet Sauvignon vinificat rosu

Tehnologia de vinificatie pentru Cabernet Sauvignon a prezentat similaritate
in toti pasii de aplicare, ambele variante de vin beneficiind de proces concomitent
fermentatie — maceratie pe bostind. Dupd cum se observa si in tabelul 6.5, pentru
fiecare varietate de vin s-au respectat termenele privind etapele succesive de
vinificatie.

Nivelul zaharurilor totale au fost de 231 + 4.95 g/L pentru CSO si respectiv
225+ 2.12 g/L pentru CS1, 1n conditiile in care s-au corelat cu densitatea si respectiv
valoarea extractului sec de 14.83+ 6.75 pentru CSO si respectiv 12.50 £ 1.25 pentru
CS1.

Valorile de pH cu care mustul a fost introdus in etapele de vinificatie s-a
mentinut la valori optime pentru un proces de fermentatie maceratie predictiv si
constant, astfel ca s-au situat la valori de 3.38 £+ 0.04 (CSO0) si respectiv 3.39 + 0.20
pentru CS1. Nivelele aciditatii totale s-au situat la valori de 5.33 + 0.08 g/L echivalent
acid tartric si respectiv 5.50 + 0.07 g/L acid tartric.

Evolutia fermentatiei alcoolice insotitd si de fermentatia malolactica s-a
monitorizat prin variatia nivelelor de zahar rezidual, astfel cd in perioada celor 45 de
zile acestea au ajuns la valori de 4.03 + 0.12 g/L pentru CS1 si respectiv 3.90 = 0.14
g/L pentru CS0. Gradul de conversie a zaharurilor totale in alcool s-a situat la nivel
sustinut care a determinat atingerea unei tarii alcoolice de 13.50 + 0.28 %vol pentru
CS1 si respectiv 13.45 £ 0.07 %vol.

Corectiile de aciditate au produs o crestere a parametrului privind aciditatea
totala 1n etapa de fermentatie alcoolicd - malolactica la valori de 6.72 + 0,45 g/L
echivalent acid tartric (CS1) sirespectiv 6.75 + 1.11 g/L echivalent acid tartric pentru
CS0, ulterior la etapa A4 valorile s-au normalizat 1n intervalul 6.1 — 6.3 g/L echivalent
acid tartric.

Concentratiile de dioxid de sulf liber s-au situat in nivelele acceptate sub 10
mg/L SO, pentru vinurile fard conservant adaugat. Pentru probele din categoria celor
destinate tratamentului cu dioxid de sulf pentru conservare, corectiile s-au efectuat in
2 etape, astfel la finalul etapei A2-2 nivelul de SO liber a fost de 20.80 + 0.05 mg/L,
pe cand etapa finald a constat intr-o stabilire a dozei de 33.00 + 0.08 mg/L.

&9



Valorile nivelelor de pH au fost corelate cu nivelele aciditatii, respectiv s-au
situat la sfarsitul perioadei de vinificatie la nivele de 3.36 = 0.03 pentru Cabernet
Sauvignon fara adaos de sulfiti (CS0O) si respectiv 3.50 + 0.06 pentru Cabernet
Sauvignon conventional.

6.6 Concluzii

Diferentele fizico-chimice intre vinurile cu si fard SO, sunt prezentate in
tabelele urmatoare. In timp ce continutul de etanol era mai ridicat in vinurile in
vinurile cu SO suplimentar, valorile aciditétii totale, aciditatii volatile acetice,
zaharurilor reduse, densitatii relative, extractului uscat total au fost comparabile la
nivelul finalizarii perioadelor de vinificatie. Valorile de SO, liber si total sunt legate
de practicile de addugare a sulfitului si au prezentat valori superioare conform
regulilor de adaugare. Astfel, in cazul vinurilor fara sulfiti adaugati, nivelele SO, au
fost de pand la 5.0 mg/L, valori care au fost produse In urma proceselor de
fermentatie, in schimb pentru vinurile care au fost realizate prin conservare cu SO»,
nivelele au fost de maxim 50 mg/L SO liber, o valoare mai scazuta a fost inregistrata
pentru CSR1, care a prezentat o valoare medie de 33 + 0.12 mg/L.

De asemenea, continutul de etanol depinde de cativa factori care sunt legati
de procesul de vinificatie, inclusiv temperatura de fermentatie, continutul de zahar al
mustului sau unii compusi care afecteaza activitatea levurilor. SO, poate avea un
impact asupra levurilor indigene din must si vin. Avand in vedere corectia de sulf la
nivelul strugurilor, acesta poate suprima levurile indigene, permitdnd levurilor
selectionate si domine fermentatia. In acest context, tiria alcoolici la nivelul
vinurilor fara SO, adaugat s-a asteptat sa fie superioara la vinurile fara SO, adaugat,
valori care, intr-adevar au fost usor superioare. Acest aspect este mentionat in
literatura cu privire la diferentele de continut de etanol intre vinuri considerand
comportamente cu privire la activitatea levurilor in prezenta SO, (Divol s.a., 2012).

Continutul mai scazut de zaharuri reducatoare gasit in vinurile studiate a fost
determinat de strategia de vinificatie care a impus mentinerea vinurilor la nivelul
scazut. O corectie suplimentard s-a realizat la vinurile cu SO, addugat, corectia
suplimentara fiind pentru Feteasca regala Frizzante unde nivelele au fost de pana la
20 mg/L. In orice caz, concentratia absoluti sau zaharurile reziduale gasite in vinurile
studiate aici, precum si diferentele dintre ele, sunt putin probabil sa fie de importanta
senzoriala.

Variatia tdriei alcoolice s-a efectuat dupd mecanisme similare si cu
randamente similare indiferent de natura vinurilor. Datele sunt prezentate in fig. 6.1.

Astfel nivele de 9.5 % s-au produs cu un consum de zaharuri de pana la 1.78/
1.81 g/L pentru probele de FRF. Corelatia a fost direct proportionala cu continutul de
zaharuri reducdtoare a caror valori au prezentat aceeasi rata de descrestere. Pentru
fiecare tip de soi, indiferent de natura si tipul de compusi care s-au inclus in etapa de
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fermentatie, procesele de fermentatie au fost similare, neexistand diferente
semnificative.

Pentru probele de tip FR1 coeficientii de corelatie au fost de -0.98 (FRO) si
respectiv -0.98 (FR1), aceeasi corelatie s-a raportat pentru FRF la care valoarea
corelatie a fost de -0.97 (FRFO) si respectiv -0.98 (FRF1), ceea ce indicé o corelatie
similard in intervalul de timp necesar pentru prima fermentatie.

In cazul probelor de tip Cabernet Sauvignon roze s-a produs o dependenta
care nu a fost liniard dupa o corelatie de ordin 2, astfel ca obtinerea continutului total
alcool etilic s-a produs dupa 2 tipuri de dependente; in prima faza o descrestere usoara
a zaharurilor reducatoare de la 233 + 1.23 g/L la 202 + 0.98 g/L pentru CSRO si
respectiv 201 = 0.85 g/L la 178 + 0.5 g/L CSR1, ulterior ambele faze s-au produs cu
o variatie de pana la 1.56 + 0.1 g/L pentru CSRO si respectiv 1.6 £ 0.1 g/L intr-un
interval de 45 de zile, respectiv de 35 de zile. Aciditatea mai scazuta gasita in vinurile
cu SO, ar putea fi datorata metabolismului partial al acidului malic in intreaga
perioadi de fermentatie alcoolicd (Flanzy, 2003). in ciuda diferentei gasite pentru
aciditate si in ciuda faptului ca vinurile fara SO, au fost raportate ca avind un pH
comparabil (fig. 6.1(f)), nu s-au gasit diferente in acest studiu, poate datorita
fermentatiei malolactice ce a avut rolul de a evita fermentatiile suplimentare.

Aciditatea acetica volatild ar putea fi influentatd In mare masura de mai multi
factori, inclusiv practicile de vinificatie, expunerea vinului la aer si speciile de levuri.
In contextul prezentului studiu este cu atdt mai importanti cu cat lipsa unui
conservant eficient si activarea bacteriilor acidului lactic pot produce efecte nedorite.
Rezultatele privind comparatia aciditatii volatile in vinurile cu si fard SO, adaugat au
relevat o stabilitate superioard, neexistand riscul de avea valori ridicate ale aciditatii
volatile (Lasik-Kurdy$ s.a., 2018). in acest studiu, un efect de interactiune pentru
aciditatea acetica volatila in functie de procesul de vinificatie si stabilitatea vinurilor,
nu a aratat corelatia acestui parametru pentru diferentierea intre vinurile cu si fara
SO, adaugat la nici o varietate (fig. 6.2(c)).

Valorile extractelor seci totale au fost direct proportionale cu perioadele de
fermentatie si respectiv procesele concomitente care au insotit fermentatiile alcoolice
si malolactice. S-a constatat ca la vinurile de tip CS, unde procesele de maceratie au
fost concomitente, nivelele extractului sec reducator a prezentat valori cele mai
ridicate de 25.0 + 3.54 % (m/V) pentru CSO si respectiv 23.73 + 6.4 % (m/V) pentru
CSI1. In schimb, la celelalte tipuri de vin, valorile pentru extractul sec au fost
comparabile, chiar cu valori ugor mai scazute pentru vinurile fara SO, adaugat (fig.
6.1(e)).

Perioadele pentru definitivarea fermentatiilor s-au finalizat in termenul de
maxim 120 de zile. Pentru Cabernet Sauvignon rosu si respectiv Cabernet Sauvignon
perioadele de monitorizare ale fermentatiilor s-au prelungit la perioade de pana la 130
de zile. Perioada corespunzitoare pentru CS si respectiv CSR au fost extinse datorita
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introducerii etapelor de maceratie fermentatie care au presupus utilizarea unor
conditii diferite de temperatura. In acest context, adaosul de initiatori de fermentatie
s-a efectuat dupd un interval de 2 zile pentru CSR si respectiv 5 zile pentru CS.
Evolutia aciditatii totale s-a produs dupa o tendintd constantd neexistand diferente
semnificative. Acest aspect a fost favorizat si de corectiile de aciditate care s-au
produs in etapele de fermentatie maceratie, tendintele fiind initiate de la nivele de
5.55 g/L echilvalent acid tartric si fiind finalizate la valori de aproximativ 6.25/6.30
si respeciv 6.36/6.25 g/L echilvalent acid tartric pentru CSR si respectiv CS. Valori
comparabile au fost pentru FR si respectiv FRF.

Taria alcoolica (vol%) Zaharun reducatoare (g/L)

e —— e —

Aciditate volatila (g/L (acid acetic)) Aciditate totalé (giL {acid tartric))

Extract sec nereducator (giL) oH

rrrrr

Figura 6.1. Evolutia parametrilor fizico-chimici pe perioada fermentatiei

alcoolice/malolactice.
Figure 6.1. Evolution of physico-chemical parameters during alcoholic/malolactic

fermentation
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7 CORELATIA DINTRE AMINOACIZII DETERMINATI SI
AMINE BIOGENE IN CONDITIILE FERMENTATIEI
MALOLACTICE SUPLIMENTARE

6. CORRELATION BETWEEN DETERMINED AMINO
ACIDS AND BIOGENEOUS  AMINES UNDER
ADDITIONAL MALOLACTIC FERMENTATION
CONDITIONS

7.1 Context

Aminoacizii joaca un rol important ca si sursa de azot pentru mustul produs
din struguri la conversia zaharurilor 1n alcool etilic. Aminoacizii sunt implicati in
activitatea metabolica a levurilor in timpul fazelor de fermentatie, cea mai importanta
fiind fermentatia alcoolicd. Un nivel scdzut al acestor aminoacizi afecteaza
fermentatia prin faptul ca existd posibilitatea de a rdméane incompletd sau prin
obtinerea unor compusi nedorifi, pe de altd parte concentratii ridicate ale
aminoacizilor produc riscul formarii de vinuri cu instabilitate microbiologica ridicata
cu impact negativ asupra calitatii (Zamora s.a., 2009).

Aminoacizii sunt importanti pentru procedurile de vinificatie deoarece sunt
prezenti in procesele fermentative la un nivel important, astfel ca rolul lor este de a
sustine arome caracteristice si specifice tipului de vin implicat. Nivelele de
aminoacizi variazd atunci cand sunt implicate proceduri precum fermentatia
malolactica, stabilizare tartricd, tratamente antioxidare, deproteinizare si limpezire
(Cosme s.a., 2021). Odata ce aminoacizii sunt prezenti incd din primele etape de
vinificatie, ei sunt implicati in mai multe reactii dinamice pentru a produce compusi
cu structurd derivatd precum acizi carboxilici, cetoacizi, alcooli superiori i amine
biogene (Lopez-Rituerto s.a., 2010). Toti acesti compusi chimici prezinta o influenta
directi sau indirecta asupra aromei vinurilor. In acest context se considera l-valina
care reprezintd sursa de formare a 1-metil-1-propan-ol, I-leucina produce 3-metil-1-
butan-ol, l-izoleucina produce lmetil-1-butanol, acidul L-aspartic este la originea
formarii 1-heptan-ol si I-tirosina produce hidro-4-fenil-etanol (Lilly s.a., 2006).

Aminele biogene reprezinta substante de tip basic care, de obicei, se formeaza
si prezintd o crestere a concentratiei in anumite domenii de pH, existenta lor fiind
determinata si de co-factori precum alterarea vinului, bacterii de tip Lactobacillus and
Pediococcus, temperatura sau prezenta bioxidului de sulf (Garcia-Ruiz s.a., 2020).
Dioxidul de sulf prezinta o fractie care are ca provenientd naturald, fiind produs in
urma proceselor de fermentatie. Nivele la care poate sa ajunga dioxidul de sulf este
cuprins intre 10 —20 mg/L. In schimb, o eficienta satisfacitoare in etapele tehnologice
de vinificatie este atinsd la concentratii de pana la 200 mg/L (Santos s.a., 2012).
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Utilizarea unei concentratii prea ridicate de dioxid de sulf pentru a asigura
minimizarea reactiilor nedorite prezinta un impact deosebit asupra consumatorilor
prin influenta asupra starii de sandtate dar si prin conferirea unui caracter aparte,
puternic, agresiv al vinului. Impactul asupra sanatatii umane este caracterizat prin
reactiile adverse produse la nivelul organismului uman cauzate de efecte de tip
intoleranta sau raspuns biologic advers. Aceste raspunsuri adeseori au fost raportate
ca avand legaturd semnificativd cu reactii astmatice ce reprezintd raspunsuri
alergenice la consum sustinut de vinuri cu continut ridicat de dioxid de sulf. Pe de
alta parte, reactiile biologice adverse cel mai des raportate au fost asociate cu dureri
de cap sau migrene. Prezenta dioxidului de sulf, asa cum s-a mentionat si anterior,
poate fi perceptibild la nivel olfactiv prin intermediul descriptorilor specifici si care
influenteaza si mascheaza pregnant caracteristicile de soi ale vinului. Pe de alta parte,
aminele biogene prezintd un potential mai ridicat de a influenta starea de sdnatate
umana prin faptul ca prezinta o toxicitate mai ridicata. Astfel, nivele mult mai scazute
produc reactii biologice importante (Guo s.a., 2015). In acest context, nivele de
concentratii cuprinse Intre 50 — 100 mg/L pentru oricare din acesti compusi pot
produce alterarea aromei specifice a vinului prin introducerea unor senzatii metalice,
putrede, carnoase la nivelul aromelor si caracteristicilor varietale (Stojanovi¢ s.a.,
2020). Cu toate cd nivelele aminelor biogene la care isi fac simtitd prezenta este de
pana la 100 mg/L, pragul de concentratii la care reactiile biologice se produc este
peste acest prag. De obicei interactiunile cu efect asupra sanatatii se transpun in
instalarea unor afectiuni precum cele respiratorii, palpitatii cardiace, hiper sau hipo-
tensiune si alte reactii de tip alergenic (Lonvaud-Funel, 2001).

Noile tendinte in tehnologiile de vinificatie implicd utilizarea de compusi
alternativi care substituie rolul dioxidului de sulf. Din perspectiva reactiilor de
oxidare, s-a constatat cd utilizarea unor substante de provenienta biologica precum
sorturi de levuri non-Saccharomyces de tip Pichia kluyveri ofera posibilitatea crearii
unor conditii favorabile de a bloca reactiile de oxidare (Casas-Godoy s.a., 2021). Din
perspectiva aborddrilor tehnologice s-au studiat si s-au testat metode precum
tratamente termice, presiune hidrostatica ridicatd, ultra-sunete, iradiere de tip
ultraviolet sau aplicarea unor curenti de descarcare de intensitate scazuta (Morata s.a.,
2017).

Fermentatia malolactica (ML) este caracteristica pentru vinurile rosii dar si
pentru vinurile albe. Rezultatul principal este transformarea acidului malic in acid
lactic prin decarboxilare gi prin metabolism bacterian secundar. Alegerea fermentatiei
malolactice este facilitata de posibilitatea de a da caracteristici senzoriale superioare.
Dar, folosind decarboxilarea, bacteriile lactice de tip O. oeni pot extinde procesul nu
numai la acidul malic, ci si la aminoacizii prezenti in vin si pot creste concentratiile
de amine biogene (Mendes Ferreira s.a., 2020).
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Tehnica de vinificatie in sec a vinurilor poate limita formarea de amine
biogene la niveluri scizute Incadrate in limite normale ce nu prezinta implicatii supra
sdnatatii umane, dar nici nu le face perceptibile la nivelul descriptorilor olfactivi. pH-
ul caracteristic vinurilor seci este unul dintre mediile favorabile care inhiba partial
activitatea compozitiei mediului biologic si stabilitatea sigura a vinului (Perestrelo R.
s.a., 2020).

Scopul prezentului studiu a fost evaluarea aminelor biogene specifice pentru
vinuri 1n relatie cu aminoacizii prin determinarea corelatiilor dintre cresterea aminelor
biogene si scaderea aminoacizilor corespunzatori in perioada de invechire a vinului
si evaluarea rolului mai multor proceduri de vinificare pentru vinuri. produs cu dioxid
de sulf si fara dioxid de sulf adaugat.

7.2 Materiale si metode
7.2.1 Reactivi si materiale de referinta

Pentru cuantificarea aminoacizilor s-au folosit o serie de standarde de lucru
si anume: etanolamind (ETH), putrescind (PUT), tiramind (TIRM), cadaverina
(CAD), histamina (HISM), feniletilamina (FEM), triptamina (TRPM) si spermidina
(SPMD), 1-serina (SER), I-glutamina (GLU), I-fenilalanina (FE), I-triptofan (TRP), 1-
tirozind (TIR), 1-lizind (LIS) , l-arginind (ARG), l-histidind (HIS) si au fost
achizitionate de la Sigma Aldrich, puritate de 98%. Acidul heptafluorobutiric si
metanolul au fost furnizate de Merck KGaA -Germania si au avut puritate LC-MS.
Apa de tip I a fost produsa de un Thermo Scientific GenPure UV-TOC.

7.2.2 Conditii cromatografice

Pentru separare s-a folosit o fazd mobila constand in solutie apoasa cu 0.1%
acid heptafluorobutiric in apa (FMA) si 0.1% acid heptafluorobutiric in metanol
(FMB). Elutia a folosit mai multe faze de tip gradient dar si elutii izocratice. Pe scurt,
elutia a Inceput cu un amestec de faza mobila A (FMA) si faza mobild B (FMB) de
85:15 % (V/V) timp de 2 minute, apoi pentru inca 3 minute compozitia a fost
schimbata la 73% FMA si apoi la 50% FMB in alte 4 minute. Timp de 2 minute elutia
a fost izocratica si reechilibrata in 3.5 minute.

Pentru spectrometrul de masa, a fost utilizatd o sursd heated electrospray
(HESI) pentru ionizare in mod pozitiv. S-a utilizat o celuld de coliziune de tip
quadrupol Q2 pentru producerea fragmentelor specifice in vederea identificarea
precisa a compusilor din studiu. Pentru operare optima s-a utilizat un potential de
ionizare de 3 kV, temperatura sursei de ionizare a fost de 350°C, ca si gaz de ionizare
s-a utilizat azot la presiunea de 35 psi iar gazul auxiliar a avut presiunea del0 psi.
Tubul capilar a avut o temperatura de 350°C. In aceste conditii, tranzitiile aminelor
si aminoacizilor biogene au fost conform tabelului 7.1.
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[M+H]* (m/2) [M-NJ* (m/z) CE (V)

L-serina (SER) | 106.10 60.18 10
L-glutamina (GLU) | 147.21 84.11 7
L-fenilalanina (FE) | 166.10 120.16 10

L-triptofan (TRP) | 205.10 146.02 10
L-tirozina (TIR) | 182.19 91.05 27
L-lizina (LIS) | 147.19 84.11 15
L-arginina (ARG) | 174.20 128.13 11
L-histidina (HIS) | 156.10 110.5 10
Feniletilamina (FEM) | 122.10 105.06 14
Triptamina (TRPM) | 161.30 144.07 10
Serotonina (SER) | 177.25 160.05 8
Tiramina (TIRM) | 138.10 121.12 8
Histamina (HISM) | 112.10 95.10 12
Putrescina (PUT) | 89.15 72.21 8
Cadaverina (CAD) | 103.10 86.14 7
Spermidina (SPMD) | 203.20 112.12 10

Tabel 7.1. Conditii de spectrometrie de masd pentru determinarea aminoacizilor si aminelor
biogene. lon molecular [M+H]"* (m/z), [M-N]* fragment caracteristic (m/z), energia de
coliziune optimizata CE (V) in Q2.

Table 7.1. Mass spectrometry conditions for the determination of amino acids and biogenic
amines. Molecular ion [M+H]* (m/z), [M-N]* characteristic fragment (m/z), CE optimized
collision energy (V) in Q2.

7.2.3 Prepararea probelor standard.

Pentru prepararea probelor in vederea calificarii metodei de analiza
cromatografica s-a utilizat solutii amestecuri primare pentru amine biogene si pentru
aminoacizi.

Solutia primara pentru amine biogene s-a preparat prin utilizarea de diverse
volume de solutii individuale a céror concentratii au fost cuprinse intre 2.34 g/L
pentru etilamina (ETI) si 604 mg/L pentru (3 metilbutil)-amina (3-MBU). Intr-un
flacon de 5.0 ml s-au diluat volume cuprinse intre 0.04 ml si 0.17 ml, s-au amestecat
si respectiv s-au diluat la semn cu solutie acid clorhidric 0.1M. Pentru concentratiile
de lucru C1 — C6 s-au utilizat dilutii de 1.0; 0.75, 0.5, 0.25, 0.1 51 0.05 ml la 1.0 ml
cu solutie acid clorhidric 0.1M si s-au preparat solutii de cuprinse intre 20 si respectiv
1.0 mg/L.

In cazul solutiilor de aminoacizi, domeniile de concentratii din probele
standard individuale au fost cuprinse intre 1489 mg/L pentru l-alanind (ALA) si 504
mg/L pentru I-cistind (CIS2). S-au preluat volume corespunzatoare intre 0.07 ml si
respectiv 0.2 ml pentru a prepara solutii de 20 mg/L din care s-au efectuat dilutii
succesive de la 15.0 la 1.00 mg/L.

Pentru probele de vin, s-a efectuat prepararea unor probe fortificate in care s-
a efectuat introducerea unor volume de solutie stoc (coloana 2) si a unor volume de
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Iml de vin. Probele de vin s-au ales din cele 4 soiuri studiate (Cabernet Sauvignon,
Cabernet Sauvignon roze, Feteasca regala si Feteasca regald Frizzante) (tabel 7.2.).

Compus Ecuatie Corel CONC %Diff RT
Etanolamina (ETH) | log(Y) = 4.71237+0.704922*I0g(X) 0.9968  21.26 6.3 3.57
Putrescina (PUT) | Y =76718.6+5275.28*X 0.9894 21.71 853 371

Tiramina (TIRM) | Log(Y) = 5.20677+0.650555*log(X) ~ 0.979 22.76 13.79 3.85
Cadaverina (CAD) | Log(Y) = 4.96178+0.633591*log(X) ~ 0.9771 2094 471 3.99
Histamina (HISM) | Log(Y) = 5.35605+0.57225*log(X) ~ 0.9565 18.66  -6.7 455

Feniletilamini (FEM) | Y = 496564+16364.7*X RA2 = 09912 1943 -2.85 4.41
Serotonina (SER) | Log(Y) =5.03781+0.663919*log(X) ~ 0.9895 18.71 -6.45 7.9
Triptamina (TRPM) | Log(Y) = 5.13577+0.677528*log(X) ~ 0.9971  19.35 -3.24 8.1
Spermidina (SPMD) | Log(Y) = 5.46784+0.758135*log(X) ~ 0.9991 19.25 -3.75 1.58

L-glutamina (GLU) | Y = 2435.63+18446.4%X 09914 1826  -8.7 162
L-serina (ser) | Y = 82226.9+45832.8%x 09744 1699  -15 2.33
L-histidina (his) | Y = 202495-2784.47%x 09081 1856  -7.2 275
L-lizina (lis) | Y = -161050+202534*x 09939 2223 1115 3.13
L-arginina (arg) | Y = 347097+284507*x 0995 2426 213 3.92
L-tirozina (tir) | Y = -119.305+132914*x 0995 1856  -7.2 6.58
L-fenilalanina (fe) | Y = -906332+807683*x 09658 203 15 821
L-triptofan (trp) | Y = -44618.4+77138.7*x 09932 19.06 -47 178
Etanolamina (ETL) | log(Y) = 4.71237+0.704922%log(X) ~ 0.9968 21.26 63 357
Putrescina (PUT) | Y = 76718.6+5275.28*X 09894 2126 63 357

Tabel 7.2. Distributia aminelor biogene si a aminoacizilor pe durata cromatogramei in
conditiile de elutie (compus, calibrare- curba de calibrare si coeficient de corelatie, continut
regasit in probe fortificate; DIFF-eroare procentuald; TR- timp de retentie).

Table 7.2. Distribution of biogenic amines and amino acids during the chromatogram under
the elution conditions (compound, calibration- calibration curve and correlation coefficient,
content found in fortified samples; DIFF-percentage error; RT- retention time).

7.2.4 Analiza statistica

Toate analizele statistice au fost efectuate folosind StatSoft Tibco Statistica,
versiunea 14.0. Analiza univariatd a variantei a fost aplicatd pentru a compara
nivelurile de amine biogene in cazul diferitelor soiuri de vin (Cabernet Sauvignon,
Cabernet Sauvignon roze, Feteasca regald, Feteasca regala Frizzante), precum si intre
vinurile tratate cu si fara dioxid de sulf. Cand au fost inregistrate valori diferite ale
concentratiilor, testul diferentei semnificative minime (LSD) a fost aplicat pentru a
determina care valori medii aveau diferente semnificative. Ca surse de amine
biogene, au fost considerate procesele de decarboxilare si dezaminare ale
aminoacizilor. Factorul de corelatie pentru relatia directa de formare a aminelor
biogene din aminoacidul corespunzator a fost evaluat prin monitorizarea variatiei
nivelurilor aminoacidului respectiv si aminei biogene respective din probe. Variatia
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concentratiei in functie de an, soi si tratament a fost luatd in considerare. Analiza
componentelor principale a fost aplicatd pentru a evalua distributia variabilelor
continue (amine biogene si aminoacizi) In cazul existentei mai multor variabile de
grupare puternic corelate (fermentatie, soi, an de vinficatie, SO>).

7.3 Rezultate si discutii

In ceea ce priveste spectrele aminelor biogene doar etanolamini (ETH),
putrescina (PUT), tiramind (TIRM), cadaverina (CAD), histamina (HIS),
feniletilamind (FEM), triptamind (TRPM) si spermidind (SPMD) au fost gasite in
concentratii detectabile. Alte amine analizate nu au fost gasite sau concentratia
detectata a variat intre limita de cuantificare si limita de detectie (Vanda s.a., 2017).
Cromatograma reprezentativa este reprezentata in fig. 7.1.

7.3.1 Concentratia de aminoacizi in relatie cu aminele biogene

in diversele etape de vinificatie a vinului, faza principald este fermentatia
alcoolica folosind Saccharomyces cerevisiae si promotori de fermentatie. Producerea
vinurilor cu continut scazut de dioxid de sulf este o provocare deoarece faciliteaza
cresterea bacteriilor si procesele de oxidare (Tedesco s.a., 2022).

Aminele biogene au o sursa directd de aminoacizi prin decarboxilare care se
formeaza in timpul fermentatiei alcoolice sau provin din struguri si musturi. Mai
multe tulpini de fermentatie faciliteaza formarea de aminoacizi, dar caracteristicile
fizico-chimice ale vinului induc decarboxilarea si formarea de amine biogene.
Fermentatia malolactica cu ajutorul bacteriilor acidului lactic amplificd procesul de
formare a aminelor biogene (Herbert s.a., 2005).

A fost monitorizata corelatia dintre aminele biogene si aminoacizi ca produsi
de decarboxilare. Monitorizarea a fost diferentiata si comparata intre probele cu SO,
si fard SO,.

Continutul de amine biogene corelate cu aminoacizii din vinuri este sintetizat
in tabelul 7.3 si prezentat in functie de soi, origine si tip de vin in fig. 7.1.

Aminele biogene sunt furnizate de aminoacizi prin reactii de decarboxilare si
dezaminare. Fermentatia malolactica folosind bacterii lactice amplifica procesul de
formare a aminelor biogene. Decarboxilarea este produsa sub activitatea enzimelor,
care sunt responsabile de procesele biochimice.

Aceste enzime de decarboxilare sunt specifice substratului reactiei si
aminoacizilor corespunzétori. Majoritatea aminelor biogene au o singura cale de
formare, astfel cd HISM (histamina) poate fi formata prin conversia HIS (histidina)
prin histidind decarboxilazd (HDC), LIS (lisina) poate fi convertita in CAD
(cadaverind) prin lizin decarboxilaza (LDC), iar tirosina decarboxilaza (TDC) poate
transforma tirosina (TIR) si fenilalanina (FE) in tiramind (TIRM) si feniletilamina
(FEM). (Costantini A. s.a., 2013).
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Figura 7.1. Solutie standard 20 mg/L (distributia aminelor biogene si a amino-acizilor in
cadrul metodei de determinare).

Figure 7.1. Standard solution 20 ppm (distribution of biogenic amines and amino acids within
the determination method).

Nivelurile de TIRM (tiramind) au fost mai mici decat datele raportate in
literatura de specialitate, cu niveluri de 110.8 mg/L pentru vinurile albe si 38.8 mg/L
pentru vinurile rosii (Vidal-Carou s.a., 1990). In determinarile noastre, valorile de
4.85 £3.2 mg/L (CS-SO2) si 14.62 + 1.5 mg/L (CS + SO2) au fost cele mai mari, in
contrast cu FR, care a avut 0.12 £ 0.04 mg/L (FR + SO2) si 0.25 + 0.1 mg/L (FRF +
SO2). TIR (tirosina) a avut un comportament diferit; CS + SO2, FR + SO2 si FRF +
SO2 au scazut pe parcursul perioadei de maturare, dar pentru probele fard SO,,
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evolutia a fost diferita si a aratat o crestere a TIRM, in timp ce TIR a avut o scddere
continud pentru CSR + SO2 (r=0.91, p <0.1) (Mandla K. s.a., 2017 ).

T 14 ETH SER PUT GLU TIRM TIR

MF CSl1 1231+1.8 20.18+2.9 3591+23 14.29 +12.9 146+1.5 1.19+0.8
AF CSR1 9.51+1.9 10.02+ 1.5 17.01+2.4 13.67 + 10.9 1.97+1.5 2.87+1.3
AF FR1 10.03£29 10.13+4.2 23.77+5.5 438+23 0.12 +0.04 386+ 1.6
AF FRF1 127823 7.13+1.8 20.78 £3.2 222+1.0 0.43+0.3 448+1.3
MF CS0 13.18+2.6 11.73£19 31.25+£29 32.19+17.1 4.85+3.2 2.52+0.6
MF CSRO 6.06 +2.3 525+0.6 23.72+£4238 15.63 +14.2 0.59+0.2 453+12
MF FRO 11.93+1.3 13.67+2.3 26.26 7.0 8.94+6.5 0.06 +0.06 5.79+2.1
MF FRFO 145813 6.85+3.6 15.86 +4.7 1.32+0.3 0.25+0.1 377+ 1.0
T 4 CAD LIS HISM HIS FEM FE

MF CS1 444+1.0 22.61+£29 0.63+0.0 67.66 £ 0.6 0.12+0.02 13.82+ 1.0
AF CSR1 144 +£0.6 41.54+£9.0 2.00+ 1.6 67.60 £ 0.5 0.15+0.1 18.65+3.9
AF FR1 0.55+£0.2 26.85+7.5 2.67+22 68.64£2.3 0.17+0.1 12.04+£34
AF FRF1 0.28+0.0 2413 +£6.5 0.44+0.1 66.79 + 1.1 0.15+0.1 1243+£2.8
MF CSo 436+1.2 23.15+£8.0 0.85+0.1 68.03+ 1.0 0.09 +0.01 13.28+2.9
MF CSRO 092+0.3 24.06 £4.0 1.08 £ 0.6 64.83 +4.1 0.09 £0.02 11.03+2.1
MF FRO 1.28+0.5 41.87+53 2.33+£20 66.96 £ 1.4 0.14+0.01 18.20 2.7
MF FRFO 1.48+£0.8 1321 £2.6 0.17+0.0 70.97 £ 0.6 0.21+0.10 9.79+£3.2
T 14 TRPM TRP SPD ARG

MF CS1 0.06+£0.02 442+04 7.27+0.1 942+7.4

AF CSR1 0.06+£0.02 2.73+0.7 549+ 1.4 12.40+9.2

AF FR1 0.04 +£0.0 2.88+1.3 9.79+7.2 537+1.8

AF FRF1 0.03+£0.01 1.98+0.8 256+1.2 10.40£5.8

MF CS0 0.06£0.01 2.83+0.8 8.09+0.7 15.16 £ 8.0

MF CSRO 0.04+£0.01 137+0.38 4.05+£1.7 8.14+£7.7

MF FRO 0.05+0.0 2.24+0.7 2.94+0.9 8.03+4.2

MF FRFO 0.05+£0.02 0.85+0.1 0.99+0.2 13.13+54

Tabel 7.3. Distributia aminelor biogenice si aminoacizilor in functie de tip de vin (CS,CSR,

FR s5i FRF) in functie de tratament cu dioxid de sulf (T — tip de fermentatie; V — varietate de

vin).

Table 7.3. Distribution of biogenic amines and amino acids according to wine type (CS, CSR,

FR and FRF) according to sulfur dioxide treatment (T — fermentation type; V — wine variety).
LIS (lisina) a fost unul dintre cei mai abundenti aminoacizi din probele

analizate, 13.0 £ 2.6 mg/L pentru FRF-SO2 si 41.54 + 9.0 mg/L pentru CSR + SO2.
Diferente semnificative au fost observate pentru FR, 26.85 + 7.5 mg/L (FR + SO2) si
41.87 £ 5.3 mg/L (FR-SO2). De asemenea, pentru probele +SO», a avut loc o usoara
scadere a LIS de la 30.0 £ 8.2 mg/L (2021) la 28.53 £ 3.9 mg/L (2018) (Henriquez-
Aedoa s.a., 2018). Decarboxilarea in CAD (cadaverind) este favorizata de una dintre
cele mai mari valori ale pH-ului din seria de amine biogene. Studiile au aritat ca
reactia este favorizata de valori ale pH-ului de pana la 8.0 si de temperaturi ridicate
de 50 °C (Costantini s.a., 2013). Corelatii directe ale CAD si LIS au fost inregistrate
pentru FRF-SO2 cu o scadere a LIS si o crestere a CAD, r = —0.998 (p < 0.05), dar
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pentru FR + SO2, ambele substante au aratat o corelatie mai mica (tabel 7.4). CS a
avut o crestere directd a LIS si CAD (r=0.918, p <0,1) pentru probele +SO,, 1n timp
ce in cazul probelor —SO,, a produs o crestere a LIS, in timp ce CAD a scazut pe
parcursul perioadei de invechire de la 1.41 + 0.7 mg/L (2021) la 2.47 = 0.7 mg/L
(2019) 51 1.92 £ 0.6 mg/L (CS018) (tabel 7.4).

S-au gasit corelatii semnificative pentru FRF-SO2, care au aratat o scadere a
HIS (histidinei), in timp ce HISM (histamina) a crescut, la fel ca pentru CSR-SO2, r
=-0.98 (p < 0.05), dar variatia a aratat o crestere a HIS si o scadere a HISM (tabel
7.4) In unele studii, I-histidina a fost raportati a fi intre 19.0 mg/L si 1.8 mg/L pentru
soiurile rosii (Jayarajah s.a., 2007), in timp ce alte studii (Martin-Alvarez s.a., 2006)
au raportat valori intre 10 mg/L si 16 mg/L. In studiile noastre, doar vinurile roze au
dat valori mai mari pentru HIS.

Unele evolutii au fost inregistrate pentru CS+SO2: valorile FE (fenilalanina)
s-au mentinut de la 15.25 + 3.3 mg/L (2021) la 14.49 + 1.8 mg/L (2018), in timp ce
FEM (feniletilamina) a avut aceeasi tendintd de la 0.15 + 0.03 mg/L la 0.14 + 0.03
mg/L, desi unele corelatii au fost gasite doar pentru FRF-SO2 (r = 0.91 (p <0,1)) si
FRF + SO2 (r =-0.99; p < 0.05) (tabel 7.5) (Vinci s.a., 2021).

Doua situatii diferite au produs o variatie In cresterea TRPM (triptaminei)
coreland cu o scadere a TRP (triptofan) pentru CSR + SO2 (r =-0.99; p < 0.05)), dar
variatia inversa a corelat cu degradarea ambilor compusi (CS-SO2) (r = 0.95, (p <
0.05)), (FR-SO2) (r =0.99; p < 0.05) (Fracassetti s.a., 2019).

Evaluénd la nivel de varietate, au fost inregistrate proportii diferite, cu valori
mai mari de GLU (glutamina) (14.29 £ 12.9 mg/L (CS + SO2) si 32.19 £ 17.1 mg/L
(CS-S02)) pentru probele CS, in timp ce valorile pentru ARG (arginind) au fost (9.42
+7.4mg/L (CS+S02)si 15.6+ 0.5 mg/L (CS-SO2)) (tabel 7.3). Intr-un raport diferit,
nivelurile de GLU si ARG au fost gasite in FRF + SO2 la 2.22 = 1.0 mg/L (GLU) si
10.40 = 5.8 mg/L (ARG), similar cu nivelurile pentru FRF-SO2 (1.32 + 0.3 mg/L
(GLU) si 13.3 £ 5.4 mg/L (ARG)). Concentratiile mai mici ale GLU in vinurile albe
este atribuitd proportiei mai mici de acid glutamic utilizat in timpul fermentatiei cu
levuri (1.32 + 0.3 mg/L (FRF-SO2)) si 2.22 + 1.0 mg/L (FRF + SO2)), in timp ce
pentru probele CS, acidul glutamic a fost folosit in principal. Corelatiile intre acidul
glutamic si glutamind au aratat variatii invers proportionale cu un grad ridicat de
corelatie, in special in cazul FRF + SO2 (r =-0.94, p <0.05) si FR + SO2 (r=—0.99,
p <0.05). In ceea ce priveste variatia si stabilitatea GLU in cadrul aceleasi serii, acesta
serveste drept donor de azot in calea metabolica a levurilor si a suferit diverse
modificari, valorile variind de la 33.47 + 9.0 mg/L pentru probele din 2021 la 1.21 +
0,1 mg/L pentru probele din 2018 (tabel 7.4). Totusi, diferentele au fost evidente intre
probele cu si fara SO», cu niveluri usor mai mici pentru toate varietatile din studiu.
Absenta SO> a dus la cresterea activitatii bacteriilor lactice, a enzimelor de tip
pirolina-5-carboxilat sintetaza (P5CS), a enzimelor hidrolitice, a levurilor precum si
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a compusilor citoplasmatici cum ar fi peptidele, acizii grasi si nucleotidele prezente
in probele de vin (Huang s.a., 1991).

AN ETH SER PUT GLU TIRM TIR

2018 9.05+1.70 11.38+24  27.78+45 1.21 +£0.1 339+£2.1 3.35+0.8
2019 1242+ 1.4 11.34+14  2677+22 2.09+£0.5 2.18+1.5 2.77+0.5
2020 1043 +1.4 10.68£29  2235+£29 9.54+£6.9 242+1.9 3.27+0.7
2021 13.30+ 1.5 9.07+2.3 20.37+4.0 33.47+£9.0 3.46+22 5.11+14
AN CAD LIS HISM HIS FEM HE

2018 1.92+0.6 28.53+39 25113 69.00+0.8 0.14+0.03 1449+1.8
2019 2.47+0.7 26.55+3.0 0.47+0.1 68.37+0.5 0.13+0.03 13.11=+1.1
2020 1.57+0.7 23.62+4.1 0.51+0.1 67.97+1.1 0.13+£0.02 11.77+1.6
2021 1.41+0.7 30.00 £ 8.2 1.59+0.7 6539+2.0 0.15+£0.03 1525+3.3
AN CAD LIS HISM HIS

2018 1.92+0.6 28.53+39 25113 69.00 + 0.8

2019 247+0.7 26.55+3.0 0.47+0.1 68.37+0.5

2020 1.57+0.7 23.62+4.1 0.51 +£0.1 67.97+1.1

2021 1.41+0.7 30.00 £ 8.2 1.59+0.7 65.39+2.0

Tabel 7.4. Valorile medii pentru aminele biogene si aminoacizii in functie de variatia in timpul
perioadei de maturare a vinului.

Table 7.4. Mean values for biogenic amines and amino acids as a function of variation during
wine aging.

Cabernet Sauvignon (CS, CSR) a prezentat niveluri superioare de GLU
comparativ cu vinurile FR (FR si FRF), variind de la 14.29 = 12.9 mg/L pentru CS +
SO2 la 32.19 £ 17.1 mg/L pentru CS-SO2, comparativ cu 1.32 = 0.3 mg/L pentru
FRF-S02 si 2.22 £+ 1.0 mg/L pentru FRF + SO2. Din distributia valorilor pe perioada
de monitorizare, evolutiile au fost similare in nivelul tuturor vinurilor rosii (CSO,
CS1, CSRO si CSR1), dar a fost observata o instabilitate mai mare in cazul vinurilor
albe.

Ca si in cazul altor aminoacizi, nivelurile de ARG (arginind) au fost mai
ridicate pentru vinurile rosii si rozé. Pentru CS + SO2 si CS-SO2, valorile initiale au
fost de 9.42 £ 7.4 mg/L si respectiv 15.16 = 8.0 mg/L. O variatie comparativa a fost
inregistrata pentru ARG, dar la sfarsitul evolutiei, nivelurile au fost de 23.04 + 4.5
mg/L (2021) si 4.13 + 3.1 mg/L (2018); valori similare au fost inregistrate pentru
GLU, aratand o tendinta similara in ceea ce priveste degradarea. Niveluri mai mici
au fost gasite pentru FR, cu valori medii de 5.37 £ 1.8 mg/L (FR + SO2) si 8.03 + 4.2
mg/L (FR-SO2). SPD (spermidind) a prezentat niveluri superioare pentru vinurile
rosii (CS) (r =-1.00, p < 0.05) (fig. 7.2(a)) si vinurile rozé (CSR) si, de asemenea, a
aratat o tendinta de crestere de la 3.42 £ 1.1 mg/L (2021) la4.84 + 1.1 mg/L (CSRO18)
(CS-S02) (r=-0.96, p < 0.05) (fig. 7.2(c)). In cazul a patru probe, s-au gisit corelatii
directe intre scdderea ARG si cresterea SPD. Feteasca regala Frizzante FRF + SO2 a
inregistrat un coeficient de corelatie r = -0.98 (p < 0.05) (fig. 7.2(b)), in timp ce
corelatia ARG cu PUT (putrescind) a aratat o variatie pentru CSR-SO2 (r = -0.96, p
<0.05) (fig. 7.2(d)).
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(O3] CSR FR FRF

(R/P) —S0O, +S0, —S0O, +S0, —S0O, +S0, —S0O, +S0O,
SPD:ARG —0.991 *  0.300 0.561 -0.915 —0.991* 0.363 0.201 —0.980 *
0.01 0.70 0.44 0.09 0.01 0.64 0.80 0.02
TRPM:TRP | 0.956 * —0.814 —0.763 —0.995* 0.999 * 0.909 0.903 —0.736
0.04 0.19 0.24 0.01 0.00 0.09 0.10 0.26
PHEM:PHE | 0.862 —0.408 0.694 0.682 —0.189 0.601 0.998 * 0.912
0.14 0.59 0.31 0.32 0.81 0.40 0.00 0.09
HYSM:HYS | —0.376 —0.632 —0.987*  —-0.247 0.390 0.563 —0.857 0.453
0.62 0.37 0.01 0.75 0.61 0.44 0.14 0.55
CAD:LYS —0.786 0.919 —-0.508 0.499 —0.906 0.964 * 0.998 * —-0.593
0.21 0.08 0.49 0.50 0.09 0.04 0.00 0.41
TYRM:TYR | 0.742 0.768 0.915 —0.652 —0.859 0.861 0.176 0.493
0.26 0.23 0.08 0.35 0.14 0.14 0.82 0.51
ETH:SER 0.703 —0.047 0.625 —0.403 0.385 0.939 0.823 0.919
0.30 0.95 0.38 0.60 0.62 0.06 0.18 0.08
PUT:GLU —0.052 —0.747 —0.883 —0.256 0.555 —0.757 0.767 —0.909
0.95 0.25 0.12 0.74 0.45 0.24 0.23 0.09

Tabel 7.5. Valorile medii pentru aminele biogene si aminoacizii in functie de variatia in timpul
perioadei de invechire a vinului (* p < 0.05).

Table 7.5. Mean values for biogenic amines and amino acids as a function of variation during
the wine aging period (* p < 0.05).

Nivelurile de PUT (putrescind) au fost cele mai ridicate, cu concentratii
variind de la 35.91 + 2.3 mg/L (CS + SO2) la 15.86 + 4.7 mg/L (FRF-SO2). De fapt,
a existat o corelatie directd intre PUT si SPD (spermidind), cu concentratii variind de
la2.56 = 1.2 mg/L (FRF + SO2) 1a 9.79 + 7.2 mg/L (FR + SO2). Valorile inregistrate
ale PUT au fost cele mai ridicate in seria de amine biogene si au fost legate de efectul
acizilor dl-lactic, I-malic, dl-malic, tartric si citric asupra reactiei de formare a PUT,
care se considera cd are o influentd semnificativa. Rezultatele au indicat cé doar acizii
lactic si tartric au modificat sinteza putrescinei, prezentdnd un efect stimulativ, care
s-a corelat liniar cu concentratia de acid organic in intervalul de 1.0 pana la 10
g/L(Anl s.a., 2009). Corectiile de aciditate au fost efectuate pentru toate vinurile din
studiu In diverse momente inainte de imbuteliere cu doze de acid lactic de 6.0 = 0.3
g/L echivalent 1n acid tartric.

Compozitia drojdiei de vin (sau sedimentul de vin) dupa fermentatie consta
in celule de levuri inactivate, bacterii, pereti celulari, carbohidrati, proteine si diverse
materiale fenolice, toate acestea servind drept surse de aminoacizi. Au fost calculate
diferite niveluri de aminoacizi individual intre vinurile stabilizate final (RS) si
probele de vin brute (RW) care erau inca in contact cu drojdia de vin.

Eliminarea sedimentelor de drojdie prin decantare a redus continutul de
componente ale mediului de vin care elibereaza cantititi suplimentare de aminoacizi
si amine biogene. Agentii de clarificare utilizati in procesul de limpezire a vinului,
cum ar fi bentonita gi gelatina, au un impact asupra nivelurilor de aminoacizi in vin.
Acesti agenti de clarificare pot lega anumite compusi din vin, inclusiv aminoacizi, in
timpul procesului de clarificare.
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Figura 7.2. Coeficientii de corelatie pentru multiple evaludari ale evolutiei continue a
concentratiilor de amine biogene (BAs) in raport cu aminoacizii corespunzatori (AA4s). (a)
CS, Pres: -SO2 GLU:SPD: r = -0.99; p < 0.05; (b) FRF, Pres: +SO, ARG:SPD: r = 0.98; p
< 0.05; (c) CSR, Pres: -SO, PUT:GLU: r =-0.95; p < 0.05; (d) CSR, Pres: -SO, PUT:SPD:
r =-0.96; p <0.05.

Figure 7.2. Correlation coefficients for multiple assessments of the continuous evolution of
concentrations of biogenic amines (BAs) relative to the corresponding amino acids (AAs). (a)
CS, Pres: -SO2 GLU:SPD: r = -0.99; p < 0.05; (b) FRF, Pres: +S02 ARG:SPD: r = 0.98; p
<0.05; (¢) CSR, Pres: -SO2 PUT-GLU: r = -0.95; p < 0.05, (d) CSR, Pres: -SO2 PUT:SPD:
r=-0.96; p < 0.05.

Pentru unii aminoacizi si amine biogene, s-a confirmat complexarea cu
componentele agentilor de clarificare: GLU (22.90 + 12.1 mg/L (RS) — 0.87 £ 0.28
mg/L (RW)) (CSR), TRP (2.92 + 0.6 mg/L. (RS) — 0.60 + 0.005 mg/L (RW)) (CS),
si ARG (16.19 £ 0.40 mg/L (RS) — 0.40 + 0.09 mg/L (RW)) (CSR). In alte cazuri,
valorile au fost superioare pentru vinurile care au fost filtrate si stabilizate, confirmate
de valorile SER (11.88 + 3.37 mg/L (RS) — 11.90 + 3.75 mg/L (RW) (FR), HIS
(64.48 £2.96 mg/L (RS) — 69.10 £ 0.96 mg/L (RW)) (CSR), LIS (21.98 + 5.23 mg/L
(RS) — 23.77 £ 6.67 mg/L (RW)) (CS), si FE (13.38 + 1.02 mg/L (RS) — 13.71 £
2.89 mg/L (RW)) (CS) (fig. 7.3). Conform procentului de concentratii rimase in
probele stabilizate, valorile au fost mentinute in urmatoarele proportii procentuale:
SER (45:55), GLU (59:41), TIR (54:46), LIS (49:51), HIS (51:49), PHE (48:52), TRP
(44:56), ARG (41:59), si amine biogene (ETH (45:55), PUT (58:42), TIRM (66:34),
CAD (47:53), HISM (16:84), FEM (36:61), TRPM (56:44), si SPD (46:34) (%:%)).
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Figura 7.3. Raportul concentratiilor (mg/L) pentru AA in vinurile brute (RW) si in vinurile

stabilizate (RS).

Figure 7.3. Concentration ratio (mg/L) for AA in raw wines (RW) and stabilized wines (RS).
Fermentatia malolacticad a avut o influentd semnificativd asupra aminelor

biogene, cu cele mai ridicate niveluri inregistrate pentru FRF-SO2, care a prezentat
valori superioare pentru toate aminele biogene in contrast cu aminoacizii
corespunzatori. Maturarea a fost identificata ca un posibil co-factor, in special pentru
FRF, unde drojdia a ramas in contact cu vinul (Smit s.a., 2008). Comparand probele
cu stabilizare, diferentele cele mai importante in raport cu vinurile brute au fost
observate pentru PUT (+4.92 mg/L), ETH (+1.80 mg/L), CAD (+1.20 mg/L), iar SPD
a avut o reducere de -1.57 mg/L, in timp ce alti aminoacizi au avut si ei valori
superioare, dar cu modificari mai mici. Au existat corelatii directe intre SER, LYS,
HIS, PHE si ARG. Pentru fermentatia malolactica s-a utilizat Oenococcus oeni in
doze de 25 g/hL. Pentru CS, s-au obtinut nivele superioare ale unor amine biogene
datoritd maceratiei, care a permis transferul acestora din struguri. PUT cu concentratii
de 35.90 + 2.3 mg/L pentru CS1, 26.26 + 6.99 mg/L pentru FRO si 20.77 + 3.16 mg/L
pentru FRF1 sunt reprezentative (Paramithiotis s.a., 2022).

Aciditatea volatila pentru probele -SO; a fost similara cu cea a probelor +SOx.
Aceste valori au fost Intre intervalul optim de 0.12 si 0.45 g acid acetic/L, indicand
ca vinurile nu au prezentat probleme legate de conservare sau alte proprietati
organoleptice. Acest lucru a fost confirmat si de nivelurile de prolina, care au aratat
o buna stabilitate. Zaharurile reduse ale vinurilor recent finisate au fost mai mici de
5.0 g/L, indicand ca fermentatia a ajuns la sec. Scaderea zaharurilor reduse dupa
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stabilizare si maturarea vinurilor ar putea influenta activitatea microbiand, probabil
datorita prezentei de bacterii lactice si acetice (Tabelul 7.6).

T4 AT AV SO2 liber SO2 total ZR PH
CS1 13.4+0.071 6.7+1.011 0.43+0.064  20.3+0.283 49.2+1.061 4.5+£0.735 3.6+0.007
(\Y/) 13.4+0.208 6.6+0.321 0.66+0.036  4.9+0.115 10.1+£0.295 2.9£0.900 3.1+0.025

CSrl | 12.3+0.954  6.9+0.896  0.47+0.076 41.0+1.732  50.6+11.547  9.0+0.603  3.10.060
CSRO | 13.6+0.035  6.1£0.071  0.63£0.078  4.7+0.354 10.2+£0.354  0.7£0.014  3.1+0.035
FRI | 12120566  6.1£0.035  0.48£0.042 38.5£0.707  50.5£4.950  8.0£1.315  3.1:0.049
FRO | 1220071  6.1£0.106  0.34+£0.014  7.5+3.536 12.0£2.828  1.6£0.035  3.2+0.071
FRFI | 12940424  6.0£0.742  0.37£0.184 36.0£1.799  56.5£9.192  1.8£0.049  3.2+0.057
FRFO | 113£0.707  6.1£0.035  0.34+£0.049  4.9+0.212 10.5£0.707  0.740.354  3.2+0.071
Tabel 7.6. Valori medii pentru AT - aciditate totala (g acid tartric/L), TA — continut de alcool
(g/L), VA — aciditate volatila (g acid acetic/L), SO; liber — continut de dioxid de sulf liber (mg
/L); SO; total - continut de dioxid de sulf total (mg/L); RS — zahar rezidual (g/L).
Table 7.6. Average values for AT - total acidity (g tartaric acid/L), TA - alcohol content (g/L),
VA - volatile acidity (g acetic acid/L), free SO2 - free sulfur dioxide content (mg / IT); Total
SO2 - total sulfur dioxide content (mg/L); RS — residual sugar (g/L).

7.3.2  Analiza componentelor principale

Categorizarea esantioanelor cu variabile grupate corelat a permis evaluarea
existentei diferentei clare intre aminoacizi si amine biogene in ambele clase de vinuri.
Esantioanele cu fermentatie malolactica au fost asociate cu absenta dioxidului de sulf.
Din datele anterioare, absenta SO, nu a influentat stabilitatea esantioanelor, astfel ca
s-a realizat o clasificare a distributiei din perspectiva fermentatiei malolactice si
alcoolice folosind analiza componentelor principale.

Figura 7.4 prezintd cele douad dimensiuni ale modelului componentelor
principale aplicat fiecarei varietati de vin pentru identificarea clusterelor specifice,
fiecare identificand contributia variabilelor modelului la caracterizarile vinului. In
cazul fiecarei varietdti, distributia clasificarii componentelor a fost diferitd. Prima
componenta principald (PC1) poate fi asociatd cu varietatea, respectiv CS, CSR, FR
si FRF, avand o contributie de 26.1%, iar PC2, care caracteriza tipul de fermentatie
(fermentatie malolactica si fermentatie alcoolicd) a avut o contributie de 17.1%.

Prezenta dioxidului de sulf nu a fost un factor care sa influenteze
componentele principale si, prin urmare, nu a fost considerat un criteriu de
diferentiere. Au fost aplicate valori semnificative pentru ANOVA pe un singur factor
(varietati), iar variabilele care au fost statistic diferite au fost SER, LIS, CAD si
TIRM. In acest context, observatiile din analiza testului mult variat folosind testul
post hoc Tukey au aratat ca rezultatele nu au fost diferite statistic atunci cand a fost
aplicat criteriul dioxidului de sulf. Analiza a confirmat comportamentul aminoacizilor
si a aminelor biogene pe factorii de incarcare cu influentd asupra variabilelor in
proiectia datelor. Cu exceptia TIR, HIS si SPD (fig. 7.7(a)), aminele biogene si
aminoacizii ramasi au fost corelati pozitiv de-a lungul primei componente principale
(PC1), care diferentiaza varietatile de vin incluse in studiu. Conform celei de-a doua
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componente principale (PC2), contributiile cele mai mari au fost determinate de
aminele biogene produse prin reactii de decarboxilare. Aminele biogene produse in
urma reactiilor de decarboxilare si dezaminare, cum ar fi SPD si PUT, au fost corelate
negativ cu PC2 si nu au avut o contributie semnificativa, indicdnd o probabilitate de
formare 1n conditii mixte.

PCA - Bipict

Variables - PCA

DIm2 (17.1%)

o9’ ™|

Dim1 (26.1%

Figura 7.4. Analiza componentelor principale. (a) Corelatia dintre variabile si componentele
principale (PC) PC1 (26,1%) vs. PC2 (17,1%). (b) Biplot al distributiei esantioanelor pe
harta factorilor de variatie.
Figure 7.4. Principal component analysis. (a) Correlation between variables and principal
components (PC) PCI (26.1%) vs. PC2 (17.1%). (b) Biplot of sampling distribution on
variance factor map.

Datele sunt in acord cu valorile gasite anterior, unde s-au identificat tendinte

finite pentru aminele biogene si aminoacizi (Héberger s.a., 2003). Din punct de
vedere al aminelor biogene, FEM, HISM si ETH au fost exceptii, prezentand o
corelatie pozitivd cu PC1. Acest lucru sugereaza cd alte amine biogene au fost
responsabile pentru diferentierea intre anii de vinificatie. Pe de alta parte, variabilele
corelate negativ conform PC2 au inclus valorile pentru mostrele CS si CSR, rezultand
intr-un cluster relativ separat, dar fara variatii semnificative.

7.4 Discutii privind variatia aminoacizilor in corelatie cu aminele
biogene

7.4.1 Mecanisme propuse de amine biogene in esantioanele de vin

Au fost monitorizate mai multe corelatii pentru a verifica relatia directa dintre
formarea aminelor biogene din aminoacizi. Aminoacizii ca precursori pentru aminele
biogene sufera reactii de decarboxilare sau dezaminare 1n care un grup carboxilic este
inlocuit cu un grup hidroxil. In aceste conditii, HISM este produs din HIS, TIRM din
TIR, iar PUT din GLU, iar ARG este precursorul SPD. PUT si SPD pot fi formate
prin doud cii diferite. Prima, sub actiunea ornitin decarboxilazei (ODC), ornitina
poate fi convertita in PUT. A doua cale este formarea PUT dupa deaminarea agmatinei
folosind agmatinaza (AGM). SPM si SPD sunt poliamine derivate din PUT. Sistemul
agmatinei constd din trei enzime: agmatind deiminazd, putrescind
carbamoiltransferaza si carbamat kinaza. Relatia intre sursele de aminoacizi este
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determinatd de GLU si ARG deoarece ambele sunt implicate in fomarea de
intermediari agmatind si ornitind (Molderings s.a., 2012).

Produsele metabolismului GLU au fost demonstrate in principal a fi glutamat
si amoniac, cu cantitati relativ mici de ornitind formatd. Formarea glutamatului si a
amoniacului din glutamina urmeaza reactii precum dehidrogenarea oxidativa. Sinteza
ornitinei din GLU este consideratd sa se produca prin actiunea unei enzime de reglare
in sinteza ornitinei din GLU, respectiv P5C sintazd P5CS28. Exista o relatie intre
SPD si SPM (spermind). SPM este transformatd in SPD folosind propilamind ca
intermediar. Deoarece propilamina este consumata in reactie, aceasta nu a fost gésita
in vinuri. Corelatia dintre SPD si ARG este legata de formarea agmatinei si PUT ca
intermediari. in plus, PUT este produsi de GLU prin reactia dubla de dezaminare si
decarboxilare folosind ornitina ca intermediar. Ornitina derivatd din GLU ar putea fi
ulterior convertitd din ARG, deoarece nivelurile de ARG au fost comparabile cu cele
de GLU. Un mecanism nou posibil este considerat pentru formarea agmatinei, care
este sintetizatd dupa decarboxilarea ARG de catre arginin decarboxilaza (ADC).
Biosinteza agmatinei depinde de disponibilitatea ARG. Arginaza converteste ARG in
ornitind, care intrd in ciclul ureei. In toate speciile, agmatina poate fi metabolizati
prin hidroliza in PUT, precursorul poliaminelor spermina si SPD, de catre enzima
agmatinaza. ARG a fost consideratd in raport cu PUT si SPD. Conversia SPD din
arginind a fost evaluatd prin raportul de transformare determinat de scidderea
concentratiilor de ARG si evolutia pozitivd a SPD. Deoarece spermina (SPM) nu a
fost detectata, secventa de formare ARG > AGM (agmatina) > SPM > SPD a fost
considerata posibila. Un schema propusa este prezentata in fig. 7.5.

Vinurile rosii (CS) au prezentat niveluri semnificativ mai mari de amine
biogene de 49.54 £ 2.45 mg/L (523 pmol/L) in continutul total, continuand cu vinurile
roz (CSR) de 49.08 = 1.48 mg/L (452 pmol/L), FR de 44.91 + 2.03 mg/L (386.5
umol/L), si in final, FRF de 43.59 + 2.00 mg/L (302.3 umol/L) (Mandla s.a., 2017).

pH-ul influenteazd enzimele de tip decarboxilaza prin activarea catalitica,
activitatile decarboxilazelor fiind maxime la pH scdzut. Aminele biogene constituie
un mecanism de protectie impotriva scaderii de pH, iar acidul lactic produs in
conditiile fermentatiei malolactice favorizeaza procesul de echilibrare.

Pentru decarboxilaza histidinei (HDC), pH-ul optim este de 4.8; pentru
decarboxilaza tirozinei (TDC) pH-ul optim este de 5.0; pentru decarboxilaza ornitinei
(ODC) pH-ul optim este de 5.8.
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Figura 7.5. Mecanismul propus de decarboxilare §i dezaminare pentru a converti aminoacizii
in amine biogene.

Figure 7.5. Proposed mechanism of decarboxylation and deamination to convert amino acids
to biogenic amines.

Azotul este un nutrient major pentru plante, deci pentru vita de vie are si de
reglare a vigurozitatii si dezvoltarii strugurilor. Cantitatea optima de azot influenteaza
cinetica fermentatiei si parametrii cum ar fi aromele vinului . Aciditatea totala sau
pH-ul sunt importante pentru formarea de amine biogene. Rata decarboxilarii
aminoacizilor este favorizata de pH. Valorile optime pentru aminele biogene sunt
intre 4.7 si 5.0 (Yu s.a., 2021). pH-ul vinurilor a fost mentinut la niveluri cuprinse
intre 3.1 si 3.3 in momentul vinificatiei. pH-ul, aciditatea, continutul alcoolic,
aciditatea volatild si continutul de zahar au fost monitorizate pentru a verifica
conditiile primare care au condus la activarea bacteriilor de acid lactic. In ceea ce
priveste pH-ul, CS a prezentat valori de pH intre 3.00 si 3.74 pentru mostrele fara
SO, si intre 2.91 si 3.72 pentru mostrele cu SO». O evaluare similara a fost efectuata
pentru CSR (3.12-3.51) pentru mostrele fard SO, si 3.38-3.82 pentru mostrele cu
SO,.

Prezenta bacteriilor acid lactice (LAB) a facilitat formarea de amine biogene
intr-un mod similar in comparatie cu mostrele care au avut doar fermentatie alcoolica.
Aceasta evolutie a fost confirmata prin evaluarea celor mai vechi vinuri fata de cele
mai noi mostre din 2021. Nivelurile de amine biogene si aminoacizi au fost mai mari
pentru mostrele cu SO, si fara fermentatie malolactica. Acest lucru s-a atribuit
contactului scurt, aciditatii mai mari a mostrelor proaspete si caracteristicilor vinului,
care influenteazd flora indigena cu activitate decarboxilazica diferitd. Odatd cu
maturarea, pH-ul si aciditatea vinurilor au crescut la valori mai mari, in jur de 3.5—
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4.0, ceea ce a permis evolutia unor amine biogene. De asemenea, un proces de
degradare a fost implicat in acest fenomen (Ayestaran s.a., 1996).

Variatia conditiilor de pH si aciditate totala a vinurilor nu a aratat diferente
statistice Intre aceste mostre, astfel Incat niciun vin nu a dezvoltat cresterea unui
mediu bacterian capabil sa produca concentratii suplimentare de amine biogene. Doar
CAD a avut valori semnificativ diferite intre varietiti. In plus, in aceleasi conditii,
aminele biogene care au avut originea din SER, TIR, HIS si TRP nu au aratat diferente
statistice intre mostrele cu +SO; si cele cu -SO,.

Dupa stabilizare si Invechire, parametrul nu a inregistrat cresteri specifice,
indicand faptul ca proprietatile de protectie in vinurile atat de test cat si de control au
ramas constante. Aciditatea volatila este produsa de alterarile microbiene, oxidare sau
un proces de reductie si este favorizatd de oxigenul introdus in timpul perioadei de
maturare (Buxaderas s.a., 2012).

Constituentii sedimentelor de drojdie dupa fermentatia alcoolica/malolactica
sunt constituite din substante proteice si tanate, autolizate inactive ale drojdiei si
peretii de drojdie. Evaluarea s-a efectuat pentru mostre intermediare luate direct din
tancul de fermentatie (mostre brute (RW-uri)) si mostre care au fost stabilizate si
conditionate (vinuri stabilizate (RS)). Clarificarea a dus la eliminarea constituentilor
sedimentelor care erau surse pentru transformarea/produtia ulterioard de aminoacizi.

Deoarece pH-ul vinurilor nu a prezentat variatii semnificative, aminele
biogene si aminoacizii au avut comportamente diferite. FRF este un vin frizzante,
unde a doua fermentatie se produce in contact cu culturi de drojdii dupa corectarea
zaharului la doze de 24 g/L si addugarea de startere de fermentatie. Acest mediu
favorizeaza eliberarea aminoacizilor si reactiile ulterioare pot duce la amine biogene,
chiar daca concentratia alcoolicd este suficientd pentru a inhiba enzimele de
decarboxilare sau dezaminare. Balanta intre aminoacizi si amine biogene a indicat ca
concentratiile lor nu au fost semnificativ diferite fatd de alte tipuri de vinuri.

S-a observat o crestere a continutului de SER si TRP in comparatie cu valorile
medii pentru mostrele FRF, cu valori de 7.13 + 1.8 mg/L (FRF1) si 6.85 + 3.6 mg/L
(FRFO) pentru SER, in timp ce TRP a inregistrat 10.40 + 5.8 mg/L (FRF1) i 13.13 £
5.4 mg/L (FRFO0). In comparatie cu FR, GLU a avut cele mai mici valori din serie, cu
2.22 £ 1.0 mg/L (FRF1) si 1.32 + 0.3 mg/L (FRFO), fiind semnificativ diferite fatd de
alte mostre cum ar fi CS1. HIS si FE au fost aproape de valorile medii, dar au
prezentat diferente in comparatie cu CSRO si CSR1, respectiv. In corelatie directa cu
GLU, PUT a avut cele mai mari concentratii cu 20.78 + 3.2 mg/L si 15.86 + 4.7 mg/L,
ceea ce poate fi explicat prin scaderea continud datorata activitatii biologice reziduale.
Au fost inregistrate unele diferente pentru CAD si TIRM, dar acestea au fost asociate
cumostrele CS. Toate diferentele statistice mentionate au fost evaluate utilizand testul
de diferenta semnificativa Tukey cu p < 0.05.
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Aceasta stabilitate este explicatd de posibilitatea ca acesti compusi sd fie
eliminati In timpul maturare datorita surselor de excretie precum autoliza din drojdia
reziduala. Sursele alternative implicate sunt reprezentate de compusi de maturare
precum manoproteinele. Fermentatia malolactica a fost importantd In vinificatia
vinurilor si s-a realizat concomitent cu fermentatia alcoolicd. Aceasta a fost efectuata
pentru CS, CSR, FR si FRF, dar numai in cazul probelor —SO,. Aminele biogene
cresc in prezenta diferitilor microorganisme asociate cu mediile biologice. In aceasta
situatie, formarea acestora in prezenta drojdiilor a fost relativ nesemnificativa in
comparatie cu cazul In care bacteriile lactice erau prezente.

7.5 Concluzii

Evaluarea aminelor biogene si a aminoacizilor in vinurile cu continut scazut
de dioxid de sulf a fost realizata, ludnd in considerare semnificatia lor in diverse etape
ale vinificatie, inclusiv prepararea mustului, fermentatia, corectiile si tratamentele.
Asa cum era de asteptat, cele mai mari concentratii de aminoacizi au fost gasite in
Cabernet Sauvignon, urmate de Cabernet Sauvignon roz¢ si vinurile albe (Feteasca
regald si Feteascd regald Frizzante). Au fost propuse mecanisme de formare a
aminelor biogene, concentrandu-se pe reactiile directe de decarboxilare, precum si pe
cai alternative, in special pentru formarea de putrescind si spermidina. Avand in
vedere cele doud surse majore alternative de formare ale aminelor biogene din
glutamina si arginind, a fost considerata o dubla corelatie pentru a verifica care a avut
o corelatie directa mai mare, bazatd pe rezultatele obtinute pentru toate tipurile de
vin, diferentiate pe baza adaugarii de dioxid de sulf.

Evaluarea vinurilor fara dioxid de sulf nu a aratat nicio schimbare drastica a
aminelor biogene sau a aminoacizilor care ar putea fi atribuita unor reactii specifice
in probele de vin. pH-ul a fost un factor cheie pentru formarea de BA; de exemplu,
din seria aminelor biogene, decarboxilarea la cadaverina este favorizata de una dintre
cele mai mari valori ale pH-ului. Studiile au aratat ca reactia este favorizata de valori
ale pH-ului de pana la 8.0 la temperaturi ridicate de 50°C. Am verificat valorile pH-
ului pentru toate vinurile, iar valorile de stabilitate au aratat ca, in toate cazurile,
valorile au fost mentinute la un maxim de 3.9—4.0. Acest lucru a asigurat minimizarea
reactiilor. Drept urmare, doar putrescina a prezentat valori usor crescute, desi au
ramas sub pragul de perceptie. Acest lucru s-a intdmplat deoarece studiile au indicat
ca utilizarea acidului lactic poate imbunatati formarea cadaverinei.

In cazul nostru, pentru a atenua astringenta vinurilor, corectarea aciditatii a
fost realizata folosind acid lactic in loc de acid tartric. Pentru a limita continutul de
aminoacizi si amine biogene, o abordare a fost utilizarea bentonitei si a altor agenti
de clarificare care afecteaza toate componentele proteice. Prin urmare, am realizat un
studiu comparativ intre probele stabilizate si probele intermediare pentru vinurile
frizzante. Aceste vinuri au fost in contact cu drojdiile de vin datorita celei de-a doua
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fermentatii in sticle. Aceastd comparatie a dezvaluit unele diferente in raport cu alte
tipuri de vinuri.

In ceea ce priveste impactul senzorial, cresterea scorului intensitatii aromei
in vinurile sulfitate este posibil legatd de prezenta dioxidului de sulf. S-a observat o
diferenta clara in vinurile fermentate malolactic comparativ cu vinurile sulfitate, in
timp ce echilibrul gustului in vinurile cu fermentatie malolacticd a fost totusi
comparabil. In final, calitatea aromei, corpul, post-gustul si acceptarea generali a
probelor de vin tratate cu tanin au fost foarte apreciate si au primit cele mai mari
scoruri.

116



8 EVALUAREA NIVELELOR DE ANTOCIANI iN
CONTEXTUL VINURILOR VINIFICATE PRIN METODE
CARE NU IMPLICA UTILIZAREA SO,

8. EVALUATION OF ANTHOCYAN LEVELS IN THE
CONTEXT OF WINES WINE BY METHODS NOT
INVOLVING THE USE OF SO:

8.1 Context

Dintre variantele de Pichia, P. kluyveri este cel mai studiat si singurul
disponibil la nivel comercial. P. kluyveri are potentialul de a produce compusi
aromatici precum tioli, terpene si mai multe esteri (Vicente s.a., 2021).

Printre produsele comerciale, Frootzen® (Hansen®, Hoersholm,
Danemarca) este recunoscut pentru capacitatea sa de a Imbunatati aromele variate si
tiolice (Vejarano si Gil-Calderon, 2021). Exista o preocupare cu privire la alterarea
vinului in prezenta speciilor non-Saccharomyces, astfel incat in utilizarea acestora
trebuie sa se ia in considerare o atentie speciald in legatura cu eficienta si viabilitatea
in raport cu activitatea levurilor de fermentatie (Vejarano, 2020). in acest scop, la
scara larga, dioxidul de sulf este utilizat pentru a inhiba efectul anti microbian, dar
utilizarea prelungita poate provoca reactii alergice si alte tulburari de sanatate, astfel
incat sunt necesare alternative.

In timpul maturarii vinului apar mai multe reactii, cea mai importanta fiind
oxidarea care apare la nivelul compusilor sensibili, cum ar fi antocianii (Deshaies s.a.,
2020). Stabilitatea antocianilor monomerici in vinurile rosii este influentatd de soiul
de struguri, tehnicile de fermentatie sau gestionarea vinului (Baiano s.a., 2016). Alte
influente sunt legate de valoarea pH-ului, temperatura, starea de oxidare, expunerea
la lumina, prezenta altor substante precum acidul ascorbic, zaharurile, sulfitii si ionii
metalici ca si catalizatori (He s.a., 2012). In mod normal, antocianii par si fie mai
stabili In medii acide la valori de pH mai mici decat in solutii alcaline la valori de pH
mai mari.

Implicati in culoarea vinului, antocianii sunt influentati de prezenta altor
compusi precum flavanoizi sau taninuri. In functie de structura lor, antocianii sunt
clasificati Tn mai multe grupuri: antociani neacilati, antociani acetilati, proantociani,
antocianine-flavanol, antociani cu grupari flavanol condensate mediate de acetil
(Pervaiz s.a., 2017).

Obiectivul acestui studiu este de a evalua substantele chimice si impactul
senzorial al doud produse comerciale de levuri non-Saccharomyces utilizate pentru
bio-protectie precum si a preparatelor tanice utilizate cu acelasi scop.
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8.2 Reactivi si materiale de referinta

Pentru analiza antocianilor, acidul formic si acetonitril de puritate si grad
HPLC au fost achizitionate de la Merck - Germania. Ca standarde au fost utilizate
clorura de cianidin-3-glucosida (coumarina clorhidrat) (Cy3gl), clorura de delphidina
(Dp), clorura de peonidind 3-glucosidd (Po3gl), clorura de malvidind 3-glucosida
(Mv3gl), clorura de petunidina (Pt) si clorura de malvidina (Mv) si au avut ca origine
Extrasyntesis Franta. Analiza UFLC a fost efectuata utilizand apa de tip I produsa de
un sistem Thermo Scientific GenPure UV-TOC.

In studiul nostru au fost luate in considerare doud vinuri clasice romanesti:
Cabernet Sauvignon, Cabernet Sauvignon Rose. Pentru fiecare varietate, vinificatia
s-a desfasurat aplicind metodele clasice. Pentru vinurile fara continut de SO,
metodele au fost diferentiate prin utilizarea de compusi specifici. Primele etape au
constat in tratarea strugurilor cu Pichia kluyveri in doze de 1.3 kg/1 tona de struguri,
in timp ce tratamentul vinurilor cu continut de SO, a constat in utilizarea de
metabisulfit de potasiu, acid ascorbic si acid galic.

Fermentatia alcoolica s-a realizat cu levuri Saccharomyces cerevisiae in doze
de 20 g/hL, in timp ce vinurile roze fard SO, CSR-SO2 si ambele tipuri de CS
(CS+S02 (CS1) si CS-SO2 (CS0)) au avut fermentatie malolactica cu Oenococus
Oeni simultan, indiferent de varietate. O diferentd importantd finala a constat in
alegerea antioxidantului. Astfel, pentru vinurile cu SO», dupa incheierea fermentatiei,
a fost aleasd adaugarea de acid ascorbic in doze de 20 mg/L (exceptie CS) si SO»
pana la 40 - 50 mg/L liber, 1n timp vinurile fara dioxid de sulf liber au avut protectie
antioxidantd cu taninuri galice sau taninuri condensate. Alte tratamente comune au
inclus stabilizarea tartricd cu CMC sau guma arabicd si clarificarea cu bentonita,
silica coloidala sau clei de peste, urmata de imbuteliere.

8.2.1 Metode instrumentale

A fost aplicatd o metoda de cromatografie de 1naltd performanta utilizand un
sistem Agilent 1220, cu o coloana cromatografica C18 Phenomenex cu o lungime de
150 mm, un diametru intern de 4,6 mm si particule poroase superficiale (SPP -
Kinetex XB - C18, 00F-4496-E0) cu dimensiunea corespunzatoare pre-colonei (AJO-
8768). Elutia cromatografica a fost realizatd 1n mod gradient si a utilizat o amestec
de apéd/acid formic/acetonitril.

Solventul A a constat intr-un amestec 87:10:3 (v/v/v), in timp ce solventul B
a fost 40:10:50 (v/v/v) din fiecare componenta. Debitul a fost de 1.85 mL/min,
temperatura de 50°C, iar volumul injectat a fost de 10 pL. Detectia s-a facut la 525
nm, cu o fantd de 1 nm si o ratd de scanare a datelor de 80 Hz (0,13 s).
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8.2.2 Analiza statistica

Toate analizele statistice au fost realizate utilizdnd programul StatSoft Tibco
Statistica. S-a aplicat o analiza de varianta univariatd pentru a compara nivelurile de
antociani in cazul diferitelor soiuri de vin, dar si Intre vinurile tratate cu si fard SO».
In cazul inregistrarii diferitelor valori ale concentratiilor, s-a aplicat testul LSD
(Diferenta Minima Semnificativa) pentru a determina care valorile medii au diferente
semnificative.

8.3 Rezultate si discutii
8.3.1 Evaluare instrumentala

Metoda cromatograficé a urmat conditiile metodologiilor de referintd (OIV-
MA-AS315-11), dar cu mici modificari in ceea ce priveste elutia si debitul. In timp
ce metoda de referinta utiliza un debit de 0.8 mL/min si un gradient de 41 de minute,
utilizdnd o coloana cromatografici SPP cu o dimensiune a particulei de 2.6 um
(marimea porilor de 0.35 um si un nucleu solid de 1.9 pm), s-a obtinut o imbunatatire
semnificativa in ceea ce priveste timpul de cromatografie mai scurt si rezolutia optima
pentru fiecare compus.

In ceea ce priveste gradientul, compozitia a inceput cu solventul A:B 94:6
(v/v), a trecut la 70:30 (v/v) in 4.5 minute si 40:60 (v/v) in 7 minute. Reechilibrarea
s-a realizat in 2 minute, timpul total fiind de 9 minute. In aceste conditii, timpul de

retentie (min) au fost distribuiti conform tabelului 8.1.
Detectie  Detector cu sir de diode fotosensibile, cu lungimea de unda 525 nm
Cromatograf de lichide  Agilent 1220 infinity II LC
Coloana cromatografica  Kinetex ¢18 — 150 mm x 4.6 mm, 2.6 pm
Debit 1,85 (ml/min)
Volum injectat 10 pl

Temperatura de lucru 50 °C
Faza mobila  Amestec apa:acid formic:acetonitril (v/v/v)

Program de elutie  Timp (min)  Solvent a Solvent b

Apa:acid Apa:acid formic:acetonitril
formic:acetonitril 40: 10: 50 (v/v/v)
87:10:3 (v/v/v)

0,0 94 6

0.0—45 70 30

455170 40 60

7.0—-9.0 94 6

Domeniu de scanare 190 nm — 910 nm (uv-vis), A=515 nm

Tabel. 8.1. Parametri metoda cromatografica pentru determinarea antocianilor la lungimea
de 515 nm.
Table. 8.1. Parameters of the chromatographic method for the determination of anthocyanins
at the length of 515 nm.

Pentru evaluarea acuratetei metodei analitice s-a inclus o serie de solutii de

analizat care contineau: solventul de lucru, solutie stoc pentru antocianii monitorizati.
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Conform distributiei compusilor, s-a realizat identificarea prin tehnica HPLC
a unui numar de 7 compusi, asa cum arata in fig. 8.1. Pe de alta parte, din amestecul
analizat s-a constat ca formele glicozidice prezinte o simetrie a semnalelor diferita de
formele neglicolizate, ceea ce indica un comportament diferit. in schimb semnalele
au putut fi integrate pentru cuantificare cu suficienta acuratete.

Liniaritatea metodei s-a studiat pe un domeniu cuprins intre 50.0 mg/L si
respective 1.0 mg/L cu specificitate la fiecare compus. Nivelele superioare ale
concentratiilor coincid cu limita superioara de cuantificare, iar cele mai mici valori
ale ariilor au fost alese pentru a asigura precizia si acuratetea la aplicarea repetata a
metodei de cuantificare.

Concentratiile care s-au inclus In domeniul de liniaritate, sunt prezentate in
urmatorul tabelul 8.2.

In acest fel, metoda a determinat intervale de liniaritate dupa o tendinta de
ordin 1, intre concentratie si ariile determinate fiind o dependenta directd, ceea ce
face ca estimarea concentratiilor sa se realizeze direct prin intermediul ariilor luand
in calcul o ecuatii de gradul 1.

Exactitatea metodei s-a axat pe stabilirea factorilor de recuperare a
antocianilor determinati in conditiile metodei si ludnd in considerare domeniul de
liniaritate si performanta metodei analitice. Astfel nu s-au inregistrat efecte de matrice
sau interferente cu alti compusi care au co-eluat la analiza probelor reale. De vin,
factorii de recuperare fiind cuprinsi intre 94.6% si 99.5%.

ANTOCIANIDINE — PARAMETRI DE VALIDARE PARTIALI

# Cy3gl Dp Po3gl Mv3gl Pt Pg My

L1 10 15 10 10 12.5 50 10

L2 0.05 0.025 0.05 0.05 0.025 0.5 0.05
L3 25.09 109.81 19.37 37.29 63.30 29.38 8.34
L4 7.73 -11.19  -11.88 -23.25 13.23 14.52 1.09
LS5 0.995 0.998 1.00 1.000 0.999 0.999 1.000
L6 98.2 99.5 97.2 94.6 97.63 95.65 99.45
L7 2.5 2.6 32 3.5 3.6 24 29
LS8 0.039 0.009 0.055 0.029 0.015 0.032 0.120
L9 0.0154 0.0008  0.0285 0.0077 0.0024 0.0110 0.1434
L10 32 0.3 5.7 1.6 0.7 4.0 433
L11 0.0051 0.0003  0.0094 0.0025 0.0008 0.0036 0.0473
Li2 1.06 0.09 1.90 0.52 0.23 1.35 14.44

Tabel 8.2. Parametrii de validare partala ai metodei de determinare. L1 — concentratia
maximd din domeniul de liniaritate (mg/L); L2 - Concentratie minima (mg/L), L3 — panta
curbei de calibrare; L4 — Interceptul curbelor de calibrare; L5 — coeficient de corelatie pentru
variatia liniard; L6 - grad de recuperare (%); L7 — deviatia standard relativa pentru probele
in triplicat efectuate la exactitatea metodei; L8 — Eroarea standard a pantei; L9 - Limita
minima de cuantificare (mg/L); L10 - limita minima de cuantificare (mmol); L1l — limita
minima de identificare (mg/L); L12 - limita minimd de identificare (mmol).

Table 8.2. Partial validation parameters of the determination method. L1 — the maximum
concentration in the linearity range (mg/L); L2 - Minimum concentration (mg/L), L3 —
calibration curve slope; L4 — Intercept of the calibration curves; L5 — correlation coefficient
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for linear variation; L6 - degree of recovery (%); L7 — relative standard deviation for
triplicate samples performed at the accuracy of the method; L8 — Standard error of the slope;
L9 - Minimum quantification limit (mg/L); L10 - minimum quantification limit (mmol); L11 —
minimum identification limit (mg/L); L12 - minimum detection limit (mmol).
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Figura 8.1. Distributia antocianilor in cadrul metodei de determinare cromatograficd
utilizand detectia la lungimea de undd de 515 nm (a) — Cy3gl (T, = 2.261); (b) — Dp (T, =
2.714), (c) — Po3gl (T, = 3.321), Mv3gl (T, = 3.739); (d) — Pt (T, = 4.260); (e) — Pg (T, =
4.640); (f) — Mv (T, =5.777).
Figure 8.1. Distribution of anthocyanins within the chromatographic determination method
using detection at a wavelength of 515 nm (a) — Cy3gl (Tr = 2.261), (b) — Dp (Tr = 2.714),
(c) — Po3gl (Tr = 3.321), Mv3gl (Tr = 3.739); (d) — Pt (Tr = 4.260), (e) — Pg (Tr = 4.640); (f)
—Mv (Tr=15.777).
8.3.2 Evaluarea probelor analitice

Probe reprezentative au fost identificate conform mentiunilor anterioare.
Dupa prelevare, toate probele au fost depozitate in conditii care asigurau minimizarea
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oricarei oxidari suplimentare. De asemenea, s-au efectuat analize reprezentative
pentru a verifica nivelurile de aciditate totala si continutul de dioxid de sulf. Pentru
vinurile CS1 si CSR1, nivelurile de dioxid de sulf au variat intre 40 si 58 mg/L, in
contrast cu CSO si CSRO, unde cantitatea nu a depasit 6 mg/L, produsa in general in
etapa de fermentatie (Pezley, 2015). Toate mostrele au fost depozitate pentru un
interval de timp specificat (2018-2021), iar analiza finala a antocianilor a fost
efectuata in 2021.

pH-ul a fost important pentru stabilitatea vinurilor si a fost mentinut intre 3.1
si 3.3 pe durata procesului de vinificatie. Verificarea pH-ului, aciditatii totale,
continutului de alcool, aciditatii volatile si continutului de zahar a fost monitorizata
pentru a verifica conditiile primare care ar putea duce la alterarea antocianilor. in ceea
ce priveste pH-ul, CS a prezentat valori cuprinse intre 3.0 si 3.74 pentru mostrele CSO
si intre 2.91 si 3.72 pentru mostrele CS1. Aceeasi evaluare a fost realizata si pentru
CSR: pentru mostrele CSRO s-au inregistrat variatii intre 3.12 si 3.51, iar pentru
mostrele CSR1 variatii intre 3.38 si 3.82. Modificarea pH-ului este determinatd de
acizii organici care contribuie la variatia pH-ului.

Cresterea pH-ului, corelata cu o usoara scadere a aciditatii totale, poate fi
determinatd de precipitarea acidului tartric, considerat instabil (Vicente s.a., 2022).
Variatia pH-ului nu a aratat diferente statistice semnificative intre aceste mostre.
Deoarece in mod normal antocianii sunt mai stabili in medii acide la valori de pH mai
mici decat in solutii alcaline, reactiile de reducere-oxidare fiind favorizate de
modificarea starii de oxidare (Wahyuningsih s.a., 2016), nicio proba de vin nu a
prezentat conditii favorabile pentru reactii oxidative. Chiar daca conditiile vinurilor
au fost constante in ceea ce priveste parametrii monitorizati, au fost produse unele
modificari ale concentratiilor de antociani pentru mostrele CS si CSR. Aceste
modificari pot fi legate de variatii mai mult in ceea ce priveste polimerizarea si usoara
condensare oxidativa (Cotea s.a., 2009). Datele sunt prezentate in tabelele urmatoare.

Conform tabelului 8.3. si respectiv tabelului 8.4., nivelele de antociani s-au
evaluat prin raportare la moli pentru uniformizarea echivalentelor moleculare. in ceea
ce priveste Cabernet Sauvignon roze, nu s-au inregistrat diferente statistice pentru
niciun compus inclus in studiu la comparatia intre tratamente. Doar pentru Cy3gl,
valoarea medie a fost de 0.014 = 0.002 mmol/L pentru mostrele CSRO, in timp ce
mostrele CSR1 au prezentat o valoare semnificativ mai mica de 0.009 + 0.001
mmol/L. Pe de alte parte, s-au inregistrat valori cuprinse intre 1.301 + 0.49 mmol/L
(Mv3gl; CSR1) si 0.005 = 0.001 mmol/L (Dp, CSR1). Asa cum s-a observat si in alte
studii, Po3gl si Mv3gl sunt principalele componente caracteristice pigmentilor pentru
caracterizarea vinului.

In acelasi context, Cy3gl a prezentat valori de 0.34 + 0.045 mmol/L in cazul
CSO018 (tabel 8.3.), nivel care este mai scazuta decat in cazul probelor cu SO, pentru
care valorile au fost 0.41 + 0.112 mmol/L.
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Antociani (mmols/L) Cabernet Sauvignon (CS)

| Param  Cy3gl Dp Po3gl Mv3gl Pt Pg Mv Total Flavone
TVS-TVC-TG \
1| AV 0.33 0.59 2.07 9.13 0.33 0.68 0.72 1433 430
Sd 0.032 0.002 0.233 0.063 0.039 0.063 0.027 0.566 0.027
2 | AV 0.31 0.57 2.24 13.63 041 0.68 0.89 1881 241
Sd 0.043 0.101 0.316 0.101 0.032 0.017 0.148 0.618 0.008
3| AV 0.34 1.17 2.14 2352 051 0.83 2.38 31.32 831
Sd 0.019 0.009 0.185 0.104 0.013 0.066 0.089 0.176 0.016
4 | AV 0.36 1.33 221 23.13 0.56 0.83 2.48 31.20 3.75
Sd 0.086 0.026 0.129 0.322 0.022 0.124 0.044 0.065 0.019
MEDIE | 0.34 0.92 2.17 17.35 045 0.76 1.62 2391 4.69

|
STDEV‘0.045 0.035 0216 0.147  0.027 0.067 0.077 0356 0.018
TVS-TVC-TG-AA |

5| AV 0.25 0.38 1.92 8.65 0.38 0.58 0.54 12.80 1.05
Sd 0.028 0.020 0.106 0.158 0.057 0.058 0.082 0.279 0.009
6 | AV 0.23 0.50 1.90 10.51 0.46 0.64 0.54 1491 6.85
Sd 0.079 0.051 0.069 0.190 0.043 0.054 0.118 0.371 0.049
7| AV 0.67 141 2.42 25.06 0.49 0.88 1.63 32.68 3.55
Sd 0.341 0.058 0.043 0.032 0.002 0.005 0.003 0.155 0.022
8 | AV 0.50 1.36 2.43 25.43 0.52 0.90 1.67 33.82 4.86
Sd 0.0005 0.001 0.164 0.021 0.001 0.001 0.004 0.377 0.012

MEDIE \ 0.41 0.91 2.17 17.41 0.46 0.75 1.09 23.55 4.08
STDEV \ 0.112 0.033  0.095 0.100 0.026 0.029 0.052 0.295 0.023
Tabel 8.3. Nivele de antociani pentru probele Cabernet Sauvignon (CS) (#1°— CS018, #2°—
CS019, #3°— CS020, #4'— CS021, #5°— CS118, #6°'— CS119, #7°— CS120, #8'— CS121; Av —

average value, St- standard deviation).
Table 8.3. Anthocyanin levels for Cabernet Sauvignon (CS) samples (#1' — CS018, #2' —
CS019, #3' — CS020, #4'- CS021, #5' — CS118, #6' — CS119, #7' — CS120, #8' — CS121; Av —
average value, St- standard deviation).

Aceste valori sunt minime 1n seria monitorizarii pe cei 4 ani de studiu,

tendinta fiind descrescatoare astfel cd la nivelul anului 2021, probele fard SO; au
prezentat valori de 0.355 + 0.032 mmol/L, valori care au fost superioare celor pentru
care s-a utilizat dioxidul de sulf 0.25 £ 0.028 mmol/L. Ratele de transformare au fost
in sensul descresterii valorilor si au prezentat pante superioare pentru probele fara
SO,. Probele de tip CSR au prezentat nivele net inferioare pentru Cy3gl acestea
situandu-se de la 7.1 pmol/L la 12.7 umol/L pentru CSR021 si respectiv 8.1 umol/L
pentru CSR121. Aceasta situatie prezinta o distributie inversa decat in cazul probelor
de tip CS atat timp cat valorile considerate superioare au fost constatate pentru
probele fara SO, si mai mici pentru cele care au fost supuse sulfitarii. Pe de alta parte,
in cazul probelor roze sulfitate, stabilitatea CSR1 a fost superioara.

Clorura de delfidina (Dp) este un pigment care are rol in special pentru
definirea notelor de albastru. Valorile initiale ale DP pentru CS au fost comparative
si superioare fatd de Cy3gl, astfel ca probele CS021 au avut nivele medii de 1.33 £
0.026 mmol/L si respectiv 1.36 = 0.001 mmol/L. O tendinta similard cu variatii
influentate de factori precum variabilitatea anuala s-a constat si pentru probele de tip
CS. Nivelele au fost comparative pentru ambele tipuri de probe si chiar s-au
determinat stabilitati similare fard diferenta statisticd, cu toate acestea este notabila
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concentratia superioara constatatd pentru CS018 de 0.59 £ 0.002 mmol/L, in
comparatie cu 0.38 + 0.02 mmol/L pentru CS118. In ambele cazuri s-a constatat
variatia predictibild a parametrului in corelatie cu perioada de stabilitate a probelor

din cadrul studiului.
Antociani (mmols/L) Cabernet Sauvignon Roze (CSR)

Param Cy3gl Dp Po3gl  Mv3gl Pt Pg Mv Total Flavon
e
GLC-TC-TB
1| Av 0.013 0.006 1.132 1483 0.012 0.026 0.054 2.845 0.446
Sd 0.0015 0.0009 0.1600 0.0634 0.0018 0.0033 0.0003 0.0020 0.0067
2 | Av 0.012 0.004 0959 1212 0.014 0.014 0.045 2878 0.316
Sd 0.0009 0.0005 0.2112 0.8949 0.0015 0.0020 0.0025 0.0169  0.0013
3 | Av 0.013 0.003 1443 1467 0015 0119 0.047 3230 0.324
Sd 0.0006 0.0001 0.2591 05479 0.0048 0.0718 0.0027 0.6080  0.0002
4 | Av 0.016 0.006 0916 1.042 0.007 0.014 0.083 2772 0.459
Sd 0.0055 0.0003 0.0555 0.4698 0.0002 0.0010 0.0029 0.0645 0.0053

MEDIE 0.014  0.005 1.112 1.301 0.012  0.043  0.057 2.931 0.386
STDEV 0.002  0.000 0.171 0494 0.002 0.019 0.002 0.173  0.003

TC-TB-AA
5| Av 0.008  0.003 1.416 1.032 0.006  0.033  0.060 2.480 0.399
Sd 0.0002 0.0001 0.7365 0.6526  0.0006  0.0037 0.0012 0.2833  0.0031
6 | Av 0.011 0.004 1.165 1326  0.008 0.028 0.066 2.822 0.365
Sd 0.0023 0.0019  0.5274 0.5465 0.0005 0.0034  0.0058 0.0329  0.0050
7| Av 0.010  0.006 1.247 1448 0.011 0.019 0.071 2.782 0.405
Sd 0.0009 0.0003 0.1263 0.0250 0.0008 0.0081  0.0080  0.0501  0.0086
8 | Av 0.008  0.004 1.295 1406 0.009 0.034 0.060 2.019 0.442
Sd 0.0009 0.0007 0.1011 0.0605 0.0014 0.0018 0.0020  0.8097  0.0034

MEDIE | 0.009  0.004 1.281 1.303  0.009 0.028  0.064 2526  0.403
STDEV | 0.001  0.001 0373  0.321 0.001 0.004 0.004 0294  0.005
Tabel 8.4. Nivele de antociani pentru probele Cabernet Sauvignon roze CSR (#1 — CSRO01S,
#2 — CSR019, #3 — CSR020, #4— CSR021, #5 — CSR118, #6 — CSR119, #7 — CSRI120, #8 —
CSR121; Av (CSRO and CSR1)— valoare medie, St- deviatie standard).
Table 8.4. Anthocyanin levels for CSR Rosé Cabernet Sauvignon samples (#1 — CSR018, #2
— CSRO019, #3 — CSR020, #4 — CSR021, #5 — CSR118, #6 — CSR119, #7 — CSR120, #8 —
CSR121; Av (CSR0 and CSR1) — mean value, St — standard deviation).
La Cabernet Sauvignon rose, valorile initiale ale Dp au fost de 4.0 + 0.1

umol/L si respectiv 6.0 £ 0.9 umol/L pentru probele fara SO, adaugat. Exceptand
variatiile de la an la an, nu s-au putut evidentia tendinte de variatie semnificativa in
cazul probelor de CSR. Cu toate acestea s-a constatat doar o oarecare modificare
liniard in sensul descresterii concentratiei pentru CSR1, in conditiile in care
concentratia initiald a fost de 4.0 £ 0.7 pmol/L pentru CSR121 si o descrestere
evidentiatd de valori de 3.0 £ 0.1 umol/L pentru anul CSR118.

Petunidina (Pt) reprezintd un pigment care este responsabil cu notele de rosu
spre violet. Diferenta fata de alti antociani este determinata de faptul ca probele care
au fost supuse sulfitarii CSR121 cu valori de 9.0 + 1.4 umol/L au prezentat valori mai
ridicate decat probele farda SO, in conditiile in care valorile raportate au fost de 7.0 +
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0.2 pmol/L pentru CSR021. Chiar dacd monitorizarea s-a initiat pe probele cele mai
recente, s-a constatat ca in anii 2020 — 2018 nivelele au fost mai ridicate, cea mai
ridicatd valoare fiind pentru CSR020 cu nivel de 1.5 + 0.48 pmol/L si 1.1 4+ 0.8 pmol/L
pentru CSR120. Considerand ca si referinta anul 2020, in ceilalti ani de monitorizare,
valorile au fost mai scazute, dar tot in domenii superioare fatd de 2021.

Valori pentru Cabernet Sauvignon au fost in tendinta generald, astfel ca
valorile maxime s-au inregistrat pentru CS121 si respectiv CS021 pentru care
nivelurile au fost de 0.52 + 0.001 mmol/L si respectiv 0.56 = 0.022 mmol/L.
Stabilitatea s-a mentinut in conditii similare astfel ca concentratiile au evoluat pana
la 0.38 + 0.057 mmol/L (CS118) si respectiv cu o descrestere mai ridicatd pentru
CSO018 la concentratii de 0.33 + 0.039 mmol/L.

Pelargonidina (Pg) s-a introdus in analizd sub forma de clorurd, dar
raportarea s-a efectuat la masa moleculara a formei acide avand in vedere faptul ca
mediul este cu pH acid. In aceste conditii rolul pelargonidinei este de a oferi note
vizuale de rosu la oranj (portocaliu). In comparatie cu ceilalti antociani, Pg a prezentat
o stabilitate superioara, astfel ca valorile au fost intr-o deviatie standard relativa de
+2.0%, neexistdnd pe de altd parte o tendintd clara privind o eventuald evolutie a
parametrului.

Comparativ cu petudinidina (Pt), Pg a prezentat valori care au fost mai mari
pentru probele din 2018, comparativ cu probele din 2021. La probele de tip CSRO18
concentratia a fost de 26.0 + 3.3 umol/L fatd de CSR020 cu 119 + 71.8 umol/L si
CSRO19 cu 14.0 + 2.0 pmol/L. Probele care au fost supuse procesului de sulfitare si
conditionare dupa principiile clasice de vinificatie, au prezentat evolutii similare fata
de probele la care s-a administrat conservant SO, astfel o crestere a concentratiilor a
fost pentru CSR120, CSR119 si respectiv CSR118, valoarea corespunzatoare a
concentratiilor fiind de 19.0 + 7.18 pmol/L, 28.0 + 3.4 umol/L si respectiv 33.0 + 3.7
umol/L.

Pentru Cabernet Sauvignon vinificat rosu, nivelurile de Pg au fost superioare
atat timp cat timpul de maceratie a fost mai lung si corespunzator tipului de vinificatie
propus. Astfel nivelele au fost de 0.83 £ 0.12 mmol/L pentru CS121 si respectiv 0.90
+ 0.19 mmol/L pentru CS021. Evaluarea a avut aceleasi tendinte astfel ca si In cazul
probelor CS1 si respectiv CSO s-a constatat descresterea usoard a concentratiilor n
comparatie cu perioada de monitorizare. Ratele de descrestere au avut tendinta liniara
astfel ca valorile pentru probele 2018 au fost in mod similar comparative; 0.58 + 0.06
mmol/L (CS118) si respectiv 0.68 = 0.06 mmol/L (CS018).

Malvidina este un compus care este responsabil pentru tonalititi de rosu,
violet, albastru. Prezinta o oarecare instabilitate, mai ales determinata de variatiile de
pH, dar este considerata substanta cu cea mai ridicata rezistenta la reactiile de oxidare
din vin. In schimb, cea mai intalnita forma este cea 3-glicolizata astfel ca, asa cum s-
a stipulat si in alte lucrari (Cotea s.a., 2013), aceastd forma prezinta procentul cel mai
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ridicat dintre antocianidinele $i antocianii prezenti si identificati in probele
caracteristice Cabernet Sauvignon rosu si respectiv Cabernet Sauvignon roze.

Cele 2 forme ale malvidinei, au prezentat acelasi comportament similar,
concentratiile cele mai ridicate de 1.40 + 0.06 mmol/L Mv3gl si respectiv 60.0 + 2.0
umol/L pentru Mv au fost pentru varietatile CSR la care s-a adaugat SO,. Asa cum s-
a mentionat, s-a constatat o buna stabilitate a compusilor astfel cd valorile pe perioada
celor 4 ani de monitorizare au fost de 1.03 + 0.65 mM si respectiv 60.0 = 1.2 umol/L
CSR118. Cu toate acestea pentru Mv, la probele nesulfitate, chiar daca au fost
tratamente anti-oxidante succesive, s-a constatat o descrestere de pana la 54.0 = 0.3
umol/L, in conditiile in care probele vinificate la nivelul anului 2021 au avut
concentratii de 83.0 = 2.9 pmol/L.

In cazul probelor de Cabernet Sauvignon rosu, concentratiile cele mai ridicate
au fost 25.43 £ 0.21 mmol/L pentru CS1 si respectiv 23.13 + 0.32 mmol/L CSO
ambele Inregistrate la nivelul anului 2021. Este remarcabild diferenta dintre cele 2
valori inregistrate pentru probele din 2021 1n ceea ce priveste Mv3gl. Proportiile se
pastreaza pentru Mv in cazul acelorasi tipuri de probe, in aceste conditii nivelele au
fost de 2.48 + 0,044 mmol/L (CS021), iar in cazul probelor CS121 concentratia a fost
mai mica de 1.67 £ 0.004 mmol/L, raportul fiind invers fatd de Mv3gl.

Chiar daca s-a considerat cd Mv si Mv3gl prezinta una dintre cele mai ridicate
stabilitati la nivelul reactiilor de oxidare, fapt confirmat si de studiile prezente pentru
forma CSR, in cazul CS valorile au avut o dinamica descrescitoare pentru ambii
compusi. In aceste conditii, considerand valorile de la 2021 — 2018 evolutia la
nivelul descresterii concentratiilor s-a evidentiat pana la valori de 8.65 + 0.15 mmol/L
la CS118 si respectiv 9.13 + 0.063 mmol/L la CS018. Aceeasi tendintd se poate
considera si In cazul probelor la care s-a utilizat corectia de SO,.

A doua glicozida care a fost inclusa in studiu a fost Po3gl. Asa dupa este
considerat, aceasta al doilea antocian inclus cu proportia cea mai ridicata in vinurile
studiate, pe langa Mv3gl.

Soiurile CS au avut o caracterizare similara, dar cu niveluri si continut relativ
mai ridicate (Fernandes s.a., 2017). Mv3gl si Po3gl au fost principalele componente
in pigmentii vinului rosu, urmate de Pt, dar si Mv si forma de glicoliza ca Mv3gl.

Deoarece spectrul compusilor de culoare este acelasi si diferentele statistice
intre mostrele de tratament (CS0, CSRO) si mostrele de control (CS1, CSR1) nu sunt
semnificative din punct de vedere statistic, influenta si impactul substantelor anti-
oxidante sunt verificate in functie de variatia pe parcursul maturirii vinului. in cazul
CS, modificarea culorii a fost mai intensa decat in cazul CSR, aspect confirmat de
variatia mai mica a antocianilor, asa cum este prezentat in fig. 8.2(a).

In cazul CSR, mai multe compusi au prezentat o stabilitate mai buna, asa cum
este aratat in fig. 8.2(a), unde linia de tendintd prezintd coeficienti de corelatie de
maximum 0.83. Cy3gl si Po3gl au prezentat o evolutie clard pe durata perioadei de
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maturare a vinului, intre anii 2018 si 2021, cu valori ale coeficientilor de corelatie de
0.91 si 0.99.

Stabilitatea antociani/flavone pentru Cabernet Sauvignon Rose

Antioxidant ® GLC-TC-TB & TC-TB-AA c & Cyigl #* Flavone Mv3gl —# Po3gl —# Total
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Figura 8.2. @) Evolutia concentratiilor de antociani pe perioada de monitorizare (2018 —
2021) pentru Cabernet Sauvignon Roze.
Figure 8.2. a) Evolution of anthocyanin concentrations during the monitoring period (2018
—2021) for Cabernet Sauvignon Rose.

Stabilitatea antociani/flavone pentru Cabernet Sauvignon
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Figura 8.2. b) Evolutia concentratiilor de antociani pe perioada de monitorizare (2018 —
2021) pentru Cabernet Sauvignon.

Figure 8.2. b) Evolution of anthocyanin concentrations during the monitoring period (2018
—2021) for Cabernet Sauvignon.

Diferentele statistice intre mostre, la comparatia intre tratamente nu au relevat
nici o importanta pentru fiecare compus din studiu. Evolutia continud a compusilor a
aratat diferente statistice la criteriul de comparatie utilizind anul de vinificatie (de la
2018 1a 2021). Doar Cy3gl si Po3gl au avut valori constante pentru care coeficientii
Pearson au valori mai mari de 0.05. In corelatie directd cu valorile scizute ale
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coeficientilor de corelatie, se regdsesc si valorile medii ale concentratiilor de
antociani la comparatia intre tratamente, care nu au fost semnificativ diferite, exceptia
fiind Cy3gl, cu o valoare medie de 13.3 + 1.4 pmol/L pentru CSRO fatd de 9.0 + 0.4
umol/L. (CSR1) care este semnificativ mai micd. Pentru mostrele CS (fig. 8.2(b)),
coeficientii de corelatie au valori pozitive, care indica o scadere a concentratiei unor
antociani precum Cy3gl, Dp, Mv3gl, Pt, Mv sau continut total, deoarece valorile cele
mai mari au fost Inregistrate pentru anul 2021, iar cele mai mici valori au fost gasite
in cazul mostrei din 2018, indiferent de tratament.

8.3.3 Discutii privind evolutia antocianilor in contextul utilizarii
amestecurilor taninice

Recent, Harbertson s a. (2012) au considerat ca taninurile oenologice contin
un nivel relativ scazut de tanin precipitabil (193-425 mg/L echivalent catechind), ceea
ce reprezinta doar 12-48% din totalul fenolic reactiv la fier, in timp ce Keulder, 2005
a constatat ca continutul de tanin condensat al unei produs oenologic din struguri este
in aceeasi ordine de marime.

Similar, taninurile condensate reprezinta 13% si 45% din extractul total de
fenoli atunci cand se utilizeaza un solvent apos sau organic (Kahn si Bertrand, 2005).
S-a constatat o relatie Intre compusi fenolici totali i continutul total de tanin, asa cum
au confirmat si altii (Obreque-Slier s.a., 2009). Evaluarea concentratiilor de taninuri
adaugate si nivelele de substante care sunt afectate de procese oxidative au relevat
coeficienti de corelatie semnificativi (p<0.05) doar in cazul probelor de CSR pentru
care adaosul de amestecuri GLC-TC-TB au prezentat implicatii asupra descresterii
Petunidinei (r=-0.60), dar au prezentat o influenta pozitiva asupra continutului de
flavone (r=0.746, p<0.05).

Considerand concentratiile de taninuri adaugate, dozele administrate si
proprietitile considerate 1n studiu, complexele de substante cu rol antioxidant sunt
prezentate in tabelul 8.5.

CS0 Cs1 CSRO CSR1

TVS | Tanin VR Supra 30 30.0
TVC | Tanin VR Color 30 30.0

TG | Tan Gal 6.5 4.00

FR | Enartistan Fruitan 5.0 5.00 5.00

AA | Acid ascorbic 0.04 0.04
GLC | Fresh Arom 50.0 4.00

QT | Qurca Tan Mk

TC | TAN Citrus 3.60

TB | TFT blanc 0.20

Total 71.50 69.04 53.80 9.04

Tabel. 8.5. Tipuri de taninuri si concentratii utilizate in metodele de vinificatie pentru vinurile
Cabernet Sauvignon CSI1-CSO0 si Cabernet Sauvignon Roze CSRI-CSRO.

Table. 8.5. Tannin types and concentrations used in winemaking methods for Cabernet
Sauvignon CS1-CS0 and Cabernet Sauvignon Rose CSR1-CSRO wines.
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Precursorii de glutation au structurat efecte invers proportionale intre Dp si
continuturile de polifenoli totali (r=0.60) si respectiv flavone (r=0.90), in schimb
cresterea nivelului de taninuri in vin a determinat descresterea Dp (r=-0.71). O
variatie similard in raport cu flavonele si cu polifenolii totali a prezentat si Pt care a
avut coeficienti de corelatie de -0.75 si respectiv -0.63.

Corelatii in cadrul grupului Varietate:CSR
Cy3gl Dp Po3gl Mv3gl Pt Pg Mv Total Fl An
Cy3gl 0.30 -0.38  -0.17 0.17 0.00 0.22 0.42* 0.01 0.19

5 Dp 0.63* -0.41*  -0.02 -0.04  -0.37 049* 0.06 0.55*  0.25
§ Po3gl  0.55* 0.67* 0.02 -0.05 0.26 -0.15  0.03 -0.12  -0.07
§ Mv3gl  0.59* 0.97*  0.65* 0.36 -0.02 -013 0.27 -0.04  0.02
é Pt 0.33 0.76* 0.33 0.80* 0.28 -0.62* 0.47* -0.51* -0.10
a Pg 0.60* 0.91* 0.66* 0.89* 0.60* -0.42*  0.07 -0.39  0.09
:z Mv 0.35 0.87* 0.46* 0.88* 0.78* 0.74* -0.16  0.65*  0.43*
; Total 0.58* 0.98* 0.66* 1.00* 0.79* 0.89* 0.89* -0.42* -0.16
;ij FI -0.05 0.28 -0.05 031 0.37 0.32 0.38 0.31 0.23
Ls) An 0.43* 0.90* 056* 0.92* 0.89* 0.81* 0.84* 092 032

Tabel 8.6. Valorile coeficientilor de corelatie stabiliti intre variabilele continui in cadrul
fiecarui grup Varietate CSR (superior) si Varietate CS (inferior) Corelatiile marcate sunt
semnificative pentru p < 0.05.

Table 8.6. The values of the correlation coefficients established between the continuous
variables within each group CSR variety (top) and CS variety (bottom) Correlations marked
are significant for p < 0.05.

in contextul continutului mediu de taninuri adaugate, conform tabelului 8.5,
dozele medii au fost de 71.50 g/hL pentru probele cu CSO si respectiv 69.04 g/hL
pentru CS1. In cazul vinurilor de tip CSR, dozele au fost de 53.40 g/hL pentru probele
de tip CSRO si respectiv 9.04 g/hL pentru probele de tip CSRI1.

Procentele taninurilor condensate in cazul vinurilor considerate au fost in
raport de 6.99% pentru CSO si respectiv 7.13% pentru CS1. In conditii similare
valorile taninurilor condensate s-a situat la nivelul de 6.69% pentru CSRO si in doze
similare pentru CSR1. La vinurile fard adaos de sulfiti vinificate roze, nivelurile
pentru precursori de glutation s-au situat in doze de 50 g/hL cu rol de a compensa
taninurile cu caracter antioxidant. Nivelele taninurilor addugate cu rol activ in
mentinerea compusilor cu caracter protectiv au prezentat influente limitate asupra
continutului total de polifenoli, flavone sau taninuri. In contextul verificarii corelatiei
(tabel 8.6.) intre categoriile de taninuri si influenta avutd asupra antocianilor, s-a
constatat o diferentd invers proportionala in raport cu Pt (=-0.60, p<0.05) dar si o
corelatie pozitiva asupra continutului de flavone (r=0.74, p<0.05).

Variatia invers proportionald poate fi explicata si prin faptul ca in cazul CSR,
taninurile galice au avut o proportie mult mai ridicata din totalul taninurilor adaugate,
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ceea ce se pare ca a avut impact asupra protectiei substantelor de tip flavone si
respectiv polifenoli totali. In conditiile in care acidul ascorbic si respectiv SO, au
prezentat rolul de antioxidanti si respectiv conservanti nivelele de taninuri a fost mult
inferior, deci in raport cu dozele aplicate nu s-au gasit corelatii suficiente pentru a
asocia rolul acestor tipuri de substante cu categoriile de parametri cu rol in
conservarea culorii specifice ale vinurilor analizate (Boulton, 2001).

Capacitatea taninurilor oenologice de a Tmbunatati culoarea vinului a fost
investigata de mai multi autori, cu rezultate contradictorii (Manfroi s.a., 2010).

In cazul probelor incluse in studiul de evaluare a compusilor cu rol in co-
pigmentarea si mentinerea parametrilor vizuali la vinurile considerate (CS si respectiv
CSR), s-a constat ca amestecurile cu rol in legarea antocianilor pentru stabilizarea
culorii au fost inclusi 1n 2 faze. Conform tabelului 8.5, in cazul probelor CS adaosul
s-a efectuat n 2 etape, In timpul procesului de fermentatie — maceratie dozele au fost
de 30 g/hL si respectiv in etapa de conditionare post-fermentativa dupa fermentatia
malolactica in doze de 5 g/hL. In aceste cazuri produsele au constat in amestecuri de
catechine cu rol in formarea de legaturi covalente cu antociani, In schimb taninurile
condensate extrase din castan si seminte de struguri au prezentat capacitatea de a
stabiliza proteinele cu rol in complexarea antocianilor. Pentru probele de tip CSR s-a
optat doar pentru utilizarea de taninuri cu rol in stabilizarea proteica in doze de 5 g/hL
(Rinaldi s.a., 2010).

In cadrul proceselor de vinificatie, dozele de acid ascorbic s-au aplicat in 2
doze de cate 20 mg/L astfel ca doza totala a fost de 40 mg/L. Conform principiilor
considerate, activitatea acidului ascorbic permite incetinirea procesului de degradare
substantelor colorante, iar potentialul redox este mentinut pentru 1 — 2 ani, in
dependenta cu cantitatea de oxigen dizolvat.

Acidul ascorbic nu poate inactiva polifenoloxidazele, responsabile de
producerea de polifenoli care pot re-cataliza reactiile de oxidare. In prezenta unui
exces de oxigen, oxidarea polifenolilor ar putea evolua, favorizand aparitia defectelor
de oxidare. La introducerea de taninuri cu rol anti-oxidant, conditiile pentru reactii de
oxido-reducere au rdmas constante astfel cd din punct de vedere a degradarii
antocianilor nu s-au produs efecte diferite in cazul probelor la care s-a administrat
dioxid de sulf (CS1, CSR1) si probele care au fost tratate doar cu amestecul de
taninuri (CS0, CSRO0). Evaluarea pe baza studiului analizei variantei ANOVA a
relevat diferente ne-semnificative pentru fiecare parametru inclus in studiu (Cy3gl,
Dp, Po3gl, Mv3gl, Pt, Pg, Mv, taninuri determinate, flavone si polifenoli totali)
(Callemien s.a., 2009).

8.3.4 Analiza discriminant liniara

A fost utilizatd analiza discriminant liniard pas cu pas pentru diferentierea
diferitelor tipuri de amestecuri cu caracter antioxidant. Clasificarea corecta referitoare
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la tipurile de vin cu si fara sulfiti addugati s-a efectuat prin intermediul amestecurilor
specifice de substante taninice. Astfel conform tabelului 8.5 s-au utilizat amestecturi
specifice pentru CSR si CS, diferentele dintre vinurile la care s-au adaugat sulfiti au
fost evidentiate prin prezenta acidului ascorbic (AA). Modelele care au fost la baza
diferentierii dintre soiuri si respectiv amestecuri de substante antioxidante au explicat
modelul In proportie de 92.05%. Aceastd clasificare a fost realizatd folosind
urmadtoarele variabile: Cy3gl, Dp, Po3gl, Mv3gl, Pt, Pg, My, flavone.

Analiza discriminant liniard a fost folositd si pentru diferentierea vinurilor
roze si rosii in functie de perioada de maceratie precum si includerea fermentatiei
malolactice suplimentare la vinurile roze. Vinurile rosii si roze au fost tratate separat.
Un nivel de semnificatie de 10% a fost predefinit. Au fost excluse acele variabile care
au depasit limita de semnificatie predefinita.

Tabelul 8.7 aratad clasificarea vinurilor realizate prin diferite tehnologii de
vinificatie. Din toate variabilele incluse in studiu doar anumite variabile au avut o
contributie semnificativa, ele fiind considerate cu puterea de discriminare cea mai
ridicatd. Procentul de vinuri corect clasificate cu aceste variabile, asa cum s-a
mentionat si anterior a fost de 92.05%. In acest context, doar Pt, Mv, Pg, Mv3gl au
prezentat relevanta statistica pentru definirea modelului de diferentiere.

In Figurile 8.3. (a), (b) si (c) sunt prezentate grupirile de vinuri realizate prin
diferite tehnologii de vinificatie, respectiv utilizdnd amestecuri de antioxidanti
specifici. In Figurile 8.3.(a), (b) (ridicina 1 vs radacina 2) sunt prezentate metode de
protectie antioxidanta ceea ce indica este o separare acceptabila. Cu toate ca vinurile
realizate prin diferite tehnologii de vinificatie nu prezinta clustere neseparate, in fig.
8.3(a), care prezintd (rddacind 1 vs radacina 2), vinurile rosii si variantele roze
indiferent de perioada de maceratie formeaza un grup separat in aceasta proiectie.

N=48 Wilks' Partial F (3,38) p Toler:
Lambda Lambda
Pt 0.011 0.323 26.577 0.000 0.243
My 0.009 0.371 21.471 0.000 0.078
Pg 0.008 0.423 17.255 0.000 0.200
Mv3gl 0.004 0.780 3.576 0.023 0.007
Total 0.004 0.826 2.664 0.062 0.005
Dp 0.004 0.868 1.932 0.141 0.037
Po3gl 0.004 0.901 1.387 0.262 0.748

Tabel 8.7. Contributia fiecarui compus de tip antocian la diferentierea claselor incluse in
analiza discriminantd.

Table 8.7. The contribution of each anthocyanin-type compound to the differentiation of the
classes included in the discriminant analysis.

Cu toate ca fig. 8.3(c) aratd cele mai bune doud radacini, grupurile se
suprapun in mare masurd. Urmatoarele variabile au cea mai mare putere de
discriminare pentru diferentierea tipurilor de fermentatie si respectiv pentru
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diferentierea in functie de procesele maceratie. In acest caz s-a diferentiat doar Pt
(Wilks' Lambda: 0.976, approx. F (1,45)=13,43 p< 0.0006) si respectiv Mv ((Wilks'
Lambda: 0.999 approx. F (1,45)=13,43 p<0.0003) si in ordine descrescatoare Mv3gl,
Pg, continut total, Po3gl si Dp. Concluzia a fost ca este dificil de clasificat vinurile
rosii si roze in functie de impactul tehnologiilor de vinificatie asupra compusilor
antioxidanti.

8.4 Concluzii

Studiul prezent a creat premisele evaludrii stabilitatii i evolutiei vinului in
perioada de maturare, in cazul soiurilor de Cabernet Sauvignon rosu si roze. Cele mai
importante substante au prezentat comportamente clare in timpul maturarii vinului si
au produs doua dinamici diferite. Unii dintre compusii, cum ar fi Po3gl, Mv3gl, Cy3gl
si Dp au prezentat un comportament specific. In schimb, formele glicolizate au aratat
o instabilitate in ceea ce priveste scaderea, fapt confirmat si de o usoara schimbare a
culorii.

Pentru vinurile rosii, nivelurile au fost superioare celor ale probelor de roze
si au prezentat, de asemenea, un comportament variabil in ceea ce priveste scaderea
antocianilor in timpul monitorizarii. Un aspect important este ca mostrele fara dioxid
de sulf au prezentat o stabilitate usor superioara, deoarece Mv3gl si Po3gl au mentinut
o concentratie stabila. Din perspectiva comparatiei tratamentelor, cele doua tipuri de
vin au prezentat un comportament similar, astfel Incat tehnologia de vinificatie a atins
scopul de a produce vinuri fiabile in ceea ce priveste evitarea reactiilor oxidative care
ar putea altera calitatea vinului.
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Figura 8.3. (a) Distributia analizei discriminante conform LDI (98.02%) si LD2
(1.77%) (b) Distributie conform LD2 (1.77%) si LD3 (0.2%) si respective (c) LD2
(1.77%) si LD3 (0.2%) prezentate pentru categoriile de vinuri realizate prin diferite
tehnologii de vinificatie, respectiv utilizand amestecuri de antioxidanti.
Figure 8.3. (a) Distribution of discriminant analysis according to LD1 (98.02%) and
LD2 (1.77%) (b) Distribution according to LD2 (1.77%) and LD3 (0.2%) and respective
(c) LD2 (1.77%) and LD3 (0.2%) presented for the categories of wines made by different
winemaking technologies, respectively using antioxidant mixtures.
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9 MONITORIZAREA EVOLUTIEI DIN PUNCT DE VEDERE
A  MODIFICARILOR PARAMETRILOR SPECIFICI
STARILOR ANTI-OXIDANTE

9. MONITORING THE EVOLUTION FROM THE POINT OF
VIEW OF CHANGES IN THE SPECIFIC PARAMETERS
OF ANTI-OXIDANT STATES

9.1 Evaluarea diferentelor de culoare prin tehnici CIELab

Efectul SO, asupra culorii vinului nu a fost considerat doar prin prisma
efectului asupra antocianilor ci si din perspectiva impactului aspra vinurilor albe.
Astfel, scopul acestui studiu a fost de a evalua culoarea vinului in functie de prezenta
SO, pe tot parcursul procesului de vinificatie si precum si pe durata maturarii, studiu
la care se vor include si vinurile albe. Prima abordare este dedicata observatiilor
spectrofotometrice asupra vinurilor comerciale si experimentale din diferite recolte
produse cu si fara adaugare de SO».

9.1.1 Principiul metodei

Parametrii CIELab au fost evaluati folosind un spectrofotometru Perkin
Elmer cu o sursa de lumina D65 si controlat de software-ul Spectramagic NX (v.2.03).
Calibrarea a fost realizata inainte de utilizare, cu transparenta corespunzatoare 0% si
negru corespunzator 100%. Pentru a masura parametrii L*, a* si b* volume de 25 ml
de vin au fost filtrate pe 0 membrand de 0.45 m. Masuratorile au fost efectuate intr-o
celula de sticla transparenta cu 1 cm de lungime optica. Diferentele de culoare intre
cele doua vinuri DEab au fost calculate dupa formula:

AE*ab = [(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?]1/? (10)

, unde AL, Aa* si Ab* provin din valorile determinate ale CIELab conform
Organizatiei Internationale a Viei si Vinului. Pentru toate probele, masuratorile au
fost realizate de doud ori. L* reprezinta luminozitatea, coordonatele de culoare a* si
b* indica directia culorilor: de la rosu la verde (+a* catre rosu, -a* catre verde) si de
la galben la albastru (+b* catre galben, -b* citre albastru) (Ayala s.a., 2017). In cele
din urma, cromatica C* si tonalitatea H* au fost calculate dupa formulele:

C* = (a*? + b*?)/? (11)
H* = arctan(l;—:) (12)

9.1.2 Analiza caracteristicilor cromatice.

in completarea analizelor CIELab, s-au realizat si masuritori
spectrofotometrice ale intensitatii culorii (CI). Pentru aceste analize, toate probele au
fost masurate de trei ori. Parametrii cromatici ai vinurilor, adica absorbtia la 420 nm
(d420), 520 nm (d520) si 620 nm (d620), au fost determinati spectrofotometric printr-
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o celuld cu drum optic de 1 cm. Intensitatea culorii vinului (CI) a fost determinata
prin addugarea densitatilor optice la 420 nm (d420) si 520 nm (d520), iar densitatea
culorii modificata (CD) a fost obtinuta prin adaugarea absorbantei la 620 nm (d620)
la cei doi parametri anteriori, apa fiind utilizata ca referinta. Pentru vinurile rosii s-a
efectuat o dilutie 1:10 In apa ultra pura.

9.2 Rezultate si discutii

A fost efectuatd o evaluare colorimetricd a vinurilor experimentale si
comerciale, utilizand parametrii L*, a*, b* si masuratori ale intensitatii culorii. Fig.
9.1 reprezinta distributia valorilor CIELab pentru vinurile incluse in studiu,
considerand diferite variabile de grupare semnificative. S-au considerat ca variabile
de grupare: tipul de vin, soi, tratamentul aplicat care a implicat utilizarea dioxidului
de sulf (a) ca si agent antioxidant si antifungic, precum si evolutia in timp.

Evaluarile boxplot arata ca vinurile fara adaugare de SO; au valori mai mici
pentru L*, a* si b* in comparatie cu vinurile cu adaugare de SO, si ca, pentru cele 4
variante, vinurile din 2018 au prezentat o diferenta statistic semnificativa.

In fig. 9.1 s-a demonstrat faptul ci prin considerarea prezentei dioxidului de
sulf nu s-au obtinut diferente statistice remarcabile, toate probele incluse au prezentat
pentru parametrii L*, a*,b* valori comparative. Evaluarea inter-an (2018-2021) si
inter-tratament (+SO»/-SO) nu a determinat vreo diferentd statisticd remarcabila,
astfel cad parametri precum claritatea probelor nu a fost afectatd in conditiile in care
evaluarea s-a efectuat pe probe care nu au necesitat filtrari suplimentare.

In ceea ce priveste evaluarea cromaticititii a*, au existat diferente intre
probele FR120 si respectiv FR121, soi care a dat cea mai buna stabilitate. In schimb,
probele FRF au fost expuse unui grad de evolutie mai ridicat, astfel cd FRF120 a
prezentat diferente fatd de FRF020, vin produs in acelasi an, dar care a prezentat
evolutie diferita in sensul ca valorile pentru FRF120 au fost de 1.44 + 0.84, iar pentru
valorile FRF020 acestea au prezentat valori de 0.01 £ 0.0001. Pe de alta parte, se
observa valori diferite ale cromaticitatii a* pentru FR121 fata de FRF120, FRF119 si
FRF118.

Pentru parametrul de cromaticitate b*, diferentele au prezentat semnificatie
statisticd pentru FR intre probele FR119 si FR019. De asemenea, pentru probele din
anul 2021, diferente s-au situat in intervale pentru care p<0.05 astfel cd au existat
diferente de cromaticitate intre FR121 in raport cu FR119 si FR118, iar FR120 a
prezentat valori diferite fatd de FR118.

O diferenta remarcabila este inter-tratament astfel ca FR120 si FR121 au
prezentat valori diferite in raport cu FRO18 si FR019. Avand in vedere similaritatea
de soi, dar considerdnd diferenta de metodd de vinificatie, s-a constatat un
comportament apropiat in cazul probelor FRF astfel diferentele de cromaticitate b*
s-au produs Intre FRF121 si FRF118, respectiv FRF119 (Martinez s.a., 2001).
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Figura 9.1. Distributia valorilor CIELab pentru vinurile incluse in studiu a) parametri
categoriali (tehnologia aplicata +S0,/-S05); b) Varietate vin, ¢) perioadd de maturare.

Figure 9.1. Distribution of CIELab values for the wines included in the study a) categorical
parameters (applied technology +S02/-S02); b) Wine variety, c) maturation period

Asa cum se remarca, Cabernet Sauvignon a prezentat o variatie accentuata a
parametrilor cromatici indiferent de metoda de vinificatie pentru CSR sau CS la
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nivelul ambilor parametri de cromaticitate a* si respectiv b*. Ceea ce se remarca in
cazul CS, probele de tip CS018 si respectiv probele CS118 nu au prezentat valori
medii care au fost semnificativ diferite (p<<0.05), similar pentru CS119 si CS019, fapt
care a determinat evolutia parametrilor de culoare in mod similar. Aceeasi tendinta s-
a evidentiat pentru CS120 si CS020, precum si pentru CS121 si respectiv CS021.
Aceeasi tendintd a fost inregistrata si pentru parametrul b* intre probele cu SO si
respectiv probele fard SO, in sensul cd nu au existat diferente semnificative la
comparatia inter-tratament (Gambuti s.a., 2007).

Cabernet Sauvignon roze a prezentat o variabilitate superioara, parametrii de
cromaticitate a* si respectiv b* au prezentat diferente semnificative inter-tratament si
inter-an, astfel ca la compararea valorilor CS018 cu CSR181, CS019 cu CS119 si
respectiv CS021 cu CS121 valorile parametrilor de variatie Pearson au avut valori
mai mici de 0.05. Pe de alta parte si probele 2021 au prezentat valori semnificative in
raport cu probele 2019 si respectiv 2018 indicand variatii continue, asa cum este
remarcat si in fig. 9.2.
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Figura 9.2. Variatia pentru cromaticitate a* in cazul probelor studiate pe parcursul
intervalului de maturare. a) monitorizare CS si CSR; b) monitorizare FR si FRF.

Figure 9.2. Variation for chromaticity a* in the case of the samples studied during the ripening
interval. a) CS and CSR monitoring; b) FR and FRF monitoring.

Diferentele de culoare DEab (tabel 9.1) au fost calculate Intre vinurile cu si
fard adaugare de SO, in cazul celor 4 tipuri de vin. Pentru vinurile de tip CS,
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diferentele s-au situat intre 6.11 + 2.10 pentru probele de tip CS din 2018 si respectiv
3.09 + 0.89 pentru probele din 2021. Avand in vedere faptul ca la Cabernet Sauvignon
s-a inregistrat o variatie continud inca de la probele din 2021, nu s-a putut stabili o
corelatie privind o eventuald evolutie in timp, astfel ca valorile s-au incadrat intre
2.12 +£0.57 pentru AE (probele CSR019 si respectiv CSR119) si respectiv 4.23 £2.92
pentru probele din 2021 (CSR021 si CSR121). Un comportament similar s-a constatat
la Feteasca regald pentru care valorile au prezentat distributii importante, de la un
nivel de 5.64 + 1.26 (2019) la valori de 20.82 + 1.10 (2018), ceea ce s-a confirmat si
pentru Feteasca regald Frizzante. In acest caz valorile au prezentat un nivel foarte
scazut pentru probele din 2021 cu o medie de (0.99 + 0.45) FRF021 si FRF121, dar
o evolutie s-a produs incepand cu probele din 2020 ale caror valori au fost de 8.15 +
4.34, continuand cu FRF 2019 (4.34 + 1.14 ) si respectiv FRF 2018 (1.64 = 1.17)

Ochiul uman poate percepe diferentele pentru o valoare DEab mai mare de
2.7. Acesti parametri au relevat cd vinurile fard adaugare de SO, au ardtat unele
diferente remarcabile care pentru unele soiuri prezinta o evolutie in timp. Datele sunt
confirmate si de parametrul L* ale carui valori mai mici indicd o coloratie mai
accentuatd si o culoare violet mai intensd, in conditiile In care parametrii a* si b*
raman comparabili cu probele cu SO, (Pelonnier-Magimel s.a., 2020).

In acest context, valorile mediile multianuale pentru L* la probele fard SO,
sunt de 49.68 £ 2.00 (CSO0) si respectiv 53.87 £ 1.93 (CS1), in comparatie cu a* care
a relevat valori mai ridicate de 78.76 = 1.23 (CSO0) si respectiv 76.45 = 1.23 (CS1),
iar b* a ramas comparativ 13.32 = 1.36 (CS0) si 13.31 £ 0.99 (CS1). Aceeasi situatie
la CSR s-a produs, o oarecare modificare a culorii spre note mai intunecate 78.46 =
2.11 (CSRO) si respectiv 80.75 £2.22 (CSR1), in conditiile 1n care a* a fost de 66.97
+ 1.85 s1 60.37 £ 1.85, iar b* care schimba tonalitatea spre verde a prezentat ca si In
cazul CS valori comparabile 15.97 + 0.59 (CSRO) si 14.84 = 0,59 (CSR1).

In mod invers, vinurile ale au avut un comportament comparativ, astfel
valorilor probelor cu addugare de SO, prezentau o valoare semnificativ comparabila
pentru L* 98.87 + 1.83 (FRO) si 98.34 = 2.08 (FRF0), in comparatie cu probele la
care s-a administrat SO,, ale caror valori au fost apropiate cu nivele de 98.75 + 1.88
(FR1) si respectiv 98.49 + 2.08 (FRF1). Doar o coloratie mai intensa pentru tentele
de rosu a* in valori de 0.3 + 0.08 (FRO) si respectiv 0.07 + 0.09 (FR1). Valoarea mai
mare pentru a*, asociatd cu vinurile fara sulf a fost determinatd de valorile mai
ridicate si de notele mai inchise pentru probele FRO19, iar FR018 a dat note de
’pinking”. Mai mult, s-au calculat si valorile C* gi H*, asa cum s-a descris anterior,
si acestea urmeaza observatiile facute pentru valorile L*, a* si b*, prezentand valori
semnificativ mai mari pentru C* si h* in vinurile cu adaugare de SO, in comparatie
cu cele fara adaugare de SO, (tabel 9.1).

Aceste rezultate evidentiaza un impact semnificativ asupra culorii vinurilor
rosii Cabernet Sauvignon si respectiv Feteasca regala produse fara adaugare de SO»,
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lucru corelat cu utilizarea acestui aditiv (Cheynier s.a., 2006). Mai mult, vinurile fara

adaugare de SO, prezinta o valoare semnificativ mai mare pentru indicele Croma (C)
12.84 + 1.22 (CS0), 8.03 + 0.75 (CSRO0), 4.21 + 0.72 (FRO) si respectiv 3.68 + 0.79
(FRFO0) decat la vinurile cu SO, (12.30 + 1.28 (CS1), 8.11 £0.47 (CSR1), 3.72 £ 0.89
(FR1) and 3.76 £ 0.68 (FRF1)), ceea ce este in acord cu datele CIELab, care arata din
nou culoarea mai inchisa a acestor vinuri si care a evoluat In perioada de monitorizare.

Colordistance ofera un instrument comparativ obiectiv pentru orice analiza a

culorii care altfel se bazeaza pe un sistem de clasificare obiectiv.

L* A* B* AE* C H
CS018 | 46.44  73.28345678 158178 611 1065  27.10
(1) 089 151 3.13 195 348
CS118 | 51.44  69.78345678 16,0978 4210 1329  30.10
@) | 331 018 053 285 103
CS019 | 49.05  77.7512878 14,1078 453 1418 30.9
@3) | 523 114 3.79 063  0.36
CS119 | 49.09  75.902678 18.24678 +324 1325  30.15
4) 126 166 0.19 096  0.93
CS020 | 51.32  79.621278 16.8178 530 1322 2552
(5) | 081 0.6 0.82 027  1.83
CS120 | 5043  82.07:2348 122047 +1.77 1307 2236
6) 272 0.9 1.78 080  1.97
CS021 | 50.73  85.2512345 555123456 309 1297  10.38
(7) | 135  1.88 031 087  0.99
CS121 | 48.90  86.39123456 77612345 +0.89 1209  11.09
@) | 042 289 0.30 141 074
CSR018 | 79.96  54.8623478 157538 351 633 7268
1) 032 155 0.20 245 135
CSR118 | 77.16 7548135878  14.92378 +098 911  37.77
() | 188 288 0.52 040 118
CSRO19 | 79.21  60.85L24578 2123124567 212 794 7345
(3) | 184 135 0.35 126 341
CSR119 | 77.51  69.96135678 163438 +0.57 693  67.36
@) | 457 279 0.29 014 126
CSR020 | 80.18  53.3323478 1531378 242 600 7097
(5) | 053 061 1.44 043  1.16
CSR120 | 79.30  58.792478 16.4338 1285 695  72.26
6) | 1.99  1.39 1.14 033 119
CSRO21 | 7647  77.451234568 17551258 423 1062  46.99
(7 | 225 259 0.52 070  0.77
CSRI121 | 77.87  85.0112345687 10251234567 4292 1034  23.76
(8) 352 166 0.27 032 051

Tabel 9.1. Valori ale analizelor spectrofotometrice pentru vinuri experimentale cu si fara SO,
(evaluare pentru CS si CSR).
Table 9.1. Values of spectrophotometric analyzes for experimental wines with and without
SO; (evaluation for CS and CSR).
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L* A* B* AE*  C H
FRO18 | 98.31  2.08%8 6.6724553 2082 7.02  74.99
@) | 121 153 0.16 019 071
FR118 | 96.75  0.61 3.9018 +1.10 384  80.09
() 074 0.6 0.83 022 139
FRO19 | 98.69  0.26 5.60%68 1048 479  -88.65
(3) 092 020 0.52 081 361
FR119 | 9856  0.09 3.491478 4320 329  86.77
@) 022 036 1.38 129 193
FRO20 | 97.70  0.05 3.9318 564 521 88.90
()| 311 167 0.78 106 0.89
FR120 | 99.88  -0.37! 2.96137 +126 348  -84.24
6) 259  0.05 0.15 057  2.98
FRO21 | 10063 0.13 5.57468 10.60 446  93.16
(7) | 286  0.07 0.34 090 5.3
FR121 | 10046 -0.44! 138123457 4289 157  82.87
@) 298 071 0.58 074 0.0
FRF018 | 97.32  0.27 25146 1.64 309 8475
(1) 163 0.0 1.12 153 196
FRF118 | 9657  1.00° 3.2846 +1.17 303  64.85
(2) 070 058 1.15 030  1.48
FRFO19 | 99.14  0.26 4.278 434 261  83.37
(3) 158  0.03 1.63 113 410
FRF119 | 9546  0.90° 6.4912578 +1.14 621 8142
(4) 069  0.69 0.55 050  1.39
FRF020 | 101.65 -0.01° 2.90%6 815 188  -91.01
(5) | 355  0.0001 0.49 072 118
FRF120 | 9546  1.44578 7.00123578 1434 844  -82.32
6) 512 084 0.85 138 256
FRF021 | 99.76  -0.02° 2.1446 099 214  -89.65
(7) | 153 0.3 1.11 046  2.36
FRF121 | 99.38  -0.64245 1.4846 +145 202  -86.56
@) 136 056 0.57 028 170

Tabel 9.1(cont). Valori ale analizelor spectrofotometrice pentru vinuri experimentale cu §i

fara SO2 (evaluare pentru FR si FRF).

Table 9.1(cont). Values of spectrophotometric analyzes for experimental wines with and

without SO, (evaluation for FR and FRF).

Scopurile centrale ale metodei sunt utilizate sd permita cuantificarea rapid a
culorilor in imagini si sa ofere instrumente pentru categorizarea tonalitatilor in raport
cu culori similare, sa dezvolte abordari pentru comparatia profilurilor de culori si
evaluarea "distantei de culoare", o metricd care imprumutd tehnici din prelucrarea
imaginilor computationale pentru a masura diferenta de culoare intre obiecte (Zhang

s.a., 2012; Byers, 2006; Phung s.a., 2005).
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Figura 9.3. Evaluari diferentelor de culoare in cazul probelor CS, CSR, FR si FRF vinificate
pe baza celor doua tehnologii de vinificatie +SO,/-SO; precum si pe baza perioadei de
monitorizare.
Figure 9.3. Evaluations of color differences in the case of CS, CSR, FR and FRF samples
vinified based on the two winemaking technologies +SO,/-SO, as well as based on the
monitoring period.

Matricele de distantd de mai sus s-au utilizat in sensul ca releva un numar pe

diferentele de culoare dintre imagini, astfel incét sd putem cuantifica cat de similare
sunt tonalitdtile din acele imagini, in conditiile In care este dificil sd obtinem o
intelegere intuitiva a similitudinilor. Pentru a vizualiza matricea de distanta,
colordistance include o functie pentru a prelua matricile de distanta

Clasificarea tonalitatilor vinurilor s-a efectuat consideradnd fiecare soi si
tehnicile de vinificatie specifice. S-au construit 4 histograme (fig. 9.3)
corespunzatoare CS(a), CSR(b), FR(c) si respectiv FRF(d). Fiecare diagrama de tip
cluster a evidentiat diferentele de tonalitate intre vinuri considerand prezenta SO, dar
si din punct de vedere a evolutiei in perioada de monitorizare. Scorul privind
diferentele de culoare (color distance score) s-a calculat si evaluat pentru fiecare tip
de soi de vin. Culoarea rosie a indicelui indica valori diferite, Tn schimb similaritatea
este indicata prin albastru si arata apropierea si similaritatea tonalitatilor vinurilor. in
cazul soiurilor rosii si respectiv soiurilor roze, scorul s-a situat intre 0 si 0.15, valoare
care a evidentiat cele mai mari diferente. Pentru probele de vin alb, FR si respectiv
FRF, diferentele s-au situat dupa factori de scor de cuprinsi Intre 0 si respectiv 0.1,
ceea ce indicad diferente de culoare mai reduse decat in cazul Cabernet Sauvignon
rosu sau roze.
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Pentru CSR, in cea mai mare parte, rezultatele reflectd ceea ce se poate
observa intuitiv, perechea cu cel mai bun scor sunt tonalitatile caracteristice CSR018
si respectiv CSR020, dar care prezinta similaritate in raport cu CSR021 si respectiv
CSR118; o evolutie in sensul unor valori mai mici pentru scorul distantei de culoare
este pentru CSRO19. Pentru celelalte tipuri de probe similaritatile indica ca nu sunt
diferente semnificative. Concluzia este faptul cd nu existd o variatie continua a
tonalitatilor de culoare ale vinurilor de tip CSR, indiferent de tehnologia de
vinificatie, dar mai important nu existd o evolutie continud datoritd perioadei de
maturare.

Probele CS au avut o evolutie diferita, in cazul histogramei (b) doar probele
de tip CS118 au avut cel mai mare grad de diferentiere astfel ca au conturat un singur
cluster. Cu toate ca aspectul transpus prin utilizare Cielab color space indica un grad
de similaritate cu celelalte probe, valoarea scorului distantei de culoare mai mare a
fost determinat de L * =51.44 si respectiv a* = 69.78. Aceste valori au fost cele mai
ridicate din seria de probe de tip Cabernet Sauvignon, indiferent de tipul de vin, cu si
fara SO,. Pe de altd parte, aceste valori, care au individualizat proba CS118, au
prezentat diferente semnificative prin testele de multi-varianta Tuckey’s HSD, asa
cum este prezentat in tabelul 9.1.

O particularizare aparte este determinata pentru FRF119 si respectiv FRF120,
care au prezentat, la momentul analizei, o coloratie cu o tenta usor brunificata, chiar
daca sunt probe care au fost supuse tratamentului antioxidant pe baza de SO,.

Analiza releva valori mai mari pentru tenta b*, adica 6.49 + 0.55 (FRF119)
si respectiv 7.99 £ 0.85 (FRF120). Aceste valori sunt diferite de celelalte din serie,
fapt care este confirmat de testele de multi-varianta aplicate. O explicatie poate fi
determinatd de posibile reactii de oxidare care pot produce schimbari ale culorii
vinului alb catre o nuanta mai inchisa cauzate de expunerea la aer in timpul procesului
de vinificatie sau maturare, sau prin prezenta unor cantitati mari de oxigen in sticlele
de vin.

Un cluster a fost particularizat pentru probele FR fard SO, produse in anii
2018 si 2019. Particularitatea este remarcata pentru FRO18, care a prezentat un efect
de ,.,pinking”, tonalitatea b* a avut valori de 6.67 = 0.16, iar a* a prezentat nivele 2.08
+ 1.53. Mai apropiat de probele FRF120 a fost FR019 care a prezentat un scor distanta
de culoare similar cu FRO18, in schimb nota pe care vinul a avut-o la nivelul
aspectului a fost de brunificare. Efectul de pinking a fost asociat cu oxidarea
taninurilor si flavonoidele, compusi care pot fi sensibili la oxidare. Cand acesti
compusi sunt expusi la oxigen, pot suferi o reactie chimica care duce la aparitia
nuantelor rozalii sau rosiatice in vin. Concluzia este confirmata si de coeficientii de
corelatie care sunt invers proportionali la evaluarea comparativa L, a* si b* 1n raport
cu continuturile totale de polifenoli, flavone si respective taninuri. In ceea ce priveste
parametrul b*, acesta a prezentat corelatie invers proportionala cu polifenoli totali.
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Cu toate acestea, nu s-au detectat diferente semnificative pentru indicele ITP
(Indexul Total de Polifenoli) in cazul acestor vinuri comerciale, ceea ce sugereaza ca
impactul posibil al SO, asupra dinamicii polifenolilor in timpul procesului de
vinificatie nu a fost observat semnificativ in cazul acestor vinuri. Acest lucru este in
contrast cu rezultatele raportate anterior. Cu toate acestea, pentru a fi siguri de o astfel
de evaluare, ar fi trebuit sa fie efectuate analize mai specifice.

9.3 Evaluarea tendintelor de evolutie din punct de vedere a
modificarilor capacitatii anti-radicalice

9.3.1 Principii

Proprietatile antioxidante ale compusilor fenolici din vinuri sunt evaluate prin
capacitatea de a inhiba radicalii organici stabili 1.1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

Evaluarea se realizeaza pe baza radicalilor liberi, a capacitatii vinurilor sau a
mediilor hidroalcoolice care contin compusi cu caracteristici antioxidante, de a
neutraliza radicali liberi. In acest context radicalul 1.1-difenil-2-picrilhidrazina
absoarbe la lungimea de undd de 515 nm dar, dupé reducerea de cétre un compus
antioxidant de tip compus fenolic sau specie radicalica, absorbanta descreste.
Descresterea este proportionald cu concentratia speciilor reziduale DPPH (Brand-
Williams s.a., 1995).

9.3.2 Reactivi si instrumente

Pentru analiza s-a utilizat metanol HPLC, care s-a utilizat pentru prepararea
solutiei de DPPH la o concentratie de 6*10° mol/L, pentru care s-a cAntirit o masa
de 23.64 mg pentru 1.0 L in metanol. Determinarea s-a efectuat spectrofotometric
utilizdnd un spectrofotometru de tip Specord Analytic Jena. Probele de vin
considerate (CS, CSR, FR si FRF) au fost analizate prin dilutiile corespunzatoare in
reactiv DPPH, dilutiile fiind conform urmaétoarei secvente.

Solutie de referinta (D0): la un volum de 1.9 ml reactiv DPPH s-a adaugat un
volum de 0.1 ml metanol. Pentru fiecare soi de vin s-au optimizat si considerat
urmatoarele dilutii corespunzatoare. CSO si respectiv CS1 au utilizat dilutii 1:250,
1:100 si respectiv 1:50. Dilutiile pentru CS s-au efectuat prin amestecul unor volume
de 10uL, 25uL si 50ul proba (CS1 sau CS0) cu volume de 2490pl, 2475pl si respectiv
2450uL reactiv DPPH, in timp ce pentru CSR (CSRO — CSR1), FR (FRO — FR1) si
FRF (FRFO - FRF1) s-au utilizat dilutii 1:12.5; 1:8.33 si 1:6.25. Dilutiile s-au
respectat prin utilizarea unor volume de 200ul, 300uL si 400ul si a unor volume
corespunzdtoare de reactiv DPPH de 2480pl, 2470uL si 2460pL.

Activitatile antioxidante sunt evaluate pe baza radicalilor liberi DPPH care
raman 1n mediu dupa reactia dintre solutia metanolica DPPH si probele de testat.

Pentru fiecare dilutie de la DI la D3, reducerea este determinatd
spectrofotometric la 515 nm prin scanare de la momentul 0 pana la obtinerea platoului
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privind stabilitatea coloratiei solutiei DPPH. Absorbantele se determina prin scanare
continud la un interval de 3 secunde pe un interval de pana la 30 minute. Se
inregistreazd absorbanta initiald A; precum si absorbanta calculatd din intermediul
curbelor de reactie A, de la care s-a considerat instalat platoul.

Procentul de DPPH ramas in forma stabila (%) este:

A — A
Yopppr = M x 100 (13)
A,
Unde A;— Absorbanta probei blanc la t0

A, — Absorbanta probei la platou

9.3.3 Interpretarea statistica a datelor spectrofotometrice

Pentru fiecare dilutie testatd, s-a indicat cinetica reactiei prin intermediul
curbelor de reactie. Concentratia la care platoul s-a instalat s-a calculat pe baza unei
functii de tip model raspuns liniar — platou. Relatia dintre concentratia speciilor
antioxidante, respectiv influenta asupra formelor radicalice ale reactivului DPPH si
concentratiile reziduale ale acestor specii a fost descrisa de un model de raspuns liniar
si platou (LRP). Acest model imparte toate datele in doua clase. Prima clasa contine
datele corespunzitoare descresterii absorbantei dupa o curba liniard de ordin 1 in
functie de timp. Datele de monitorizare ale absorbantei In clasa a doua sunt
independente de concentratiile speciilor antioxidante din proba analizatd. Modelul
LRP este foarte util, deoarece la determinarea limitei dintre cele doud clase se
foloseste evaluarea progresiva a coeficientilor de corelatie evaluati in cadrul celor 2
grupe.

Metoda descrisa optimizeaza simultan parametrii pentru ambele componente
ale modelului LRP. Parametrii calculati corespund parametrilor a 2 functii de regresie
liniard (Interceptare cu axa Y, pantd). S-a considerat componenta pentru care valoarea
pantei este apropiatd de 0 (Linear-Plateau Model Tutorial, 2023).

In tabelul 9.2 si fig. 9.4 s-au exemplificat metodele de estimare a IC50 pentru
probele de Cabernet Sauvignon. S-a considerat interceptul (INT) si respectiv panta
(Slope) modelului 2 de la care s-a instalat platoul. Corespondenta datelor pentru
platou s-a facut pe baza coeficientului Pearson de comparatie, ale carui valori au fost
de minim 0.95 pentru fiecare model. Pentru CS018-1 si respectiv CS118-1 dilutiile
au fost de 4.0 mg/mL pentru care dilutia a corespuns unui raport 1/250, CS018-2 si
CS118-2 cu concentratiil0 mg/mL cu o dilutie 1/100 si respectiv CS018-3; CS118-3
cu concentratii echivalente de 20 mg/mL sau dilutii 1/50.

CSTV — critical sample test value (valoare critica de testare) este reprezentata
de momentul de timp cand concentratiile DPPH au fost constante pe un interval de
timp de pana la 30 minute. Pentru dilutiile mai mari de 1/250, valorile CSTV au fost
cuprinse intre 314 + 12.25 (CS018) secunde si 568 + 6.25 (CS119) secunde, fiind
dependente de gradul de maturitate a vinului. Pentru dilutiile 1/100 valorile s-au
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concentrat intre 126 + 5.26 (CS121) si respectiv 356 = 3.21 (CS120), iar dilutiile 1/50
CSTV a avut valori cuprinse intre 50.5 + 1.24 (CS121) si respectiv 147 + 5.26
(CS020). Variatiile au fost produse ca urmare a comportamentului diferit al probelor
la actiunea asupra reactivului DPPH.
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Figura 9.4. Determinarea raspunsului liniar probe CS018 . Proba CS018-1 corespunde
dilutiei raport 1/250, CS018-2 dilutie 1/100 si respectiv CS018-3 corespunde dilutiei 1/50.
CS018 — dependenta liniard a valorilor determinate pentru model raspuns liniar — platou in
functie de dilutie.

Figure 9.4. Determination of linear response samples CS018. Sample CS018-1 corresponds
to the 1/250 ratio dilution, CS018-2 to the 1/100 dilution and respectively CS018-3 to the 1/50
dilution. CS018 — linear dependence of values determined for linear response model — plateau
according to dilution.

CSTV — critical sample test value (valoare critica de testare) este reprezentata
de momentul de timp cénd concentratiile DPPH% au fost constante pe un interval de
timp de pana la 30 minute. Pentru dilutiile mai mari de 1/250, valorile CSTV au fost
cuprinse intre 314 + 12.25 (CS018) secunde si 568 £ 6.25 (CS119) secunde, fiind
dependente de gradul de maturitate a vinului. Modurile de calcul sunt prezentate in
tabelul 9.2.
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Pentru dilutiile 1/100, valorile s-au concentrat intre 126 + 5.26 (CS121) si
respectiv 356 + 3.21 (CS120), iar la dilutiile 1/50 CSTV a avut valori cuprinse intre
50.5 £ 1.24 (CS121) si respectiv 147 + 5.26 (CS020). Variatiile au fost produse ca
urmare a comportamentului diferit al probelor la actiunea asupra reactivului DPPH.

Valorile testelor ANOVA au aratat ca intre cele 2 variabile de dependenta,
timpul (masurat In secunde) si absorbantele determinate, pe baza carora s-au calculat
valorile CSTV, exista diferentd semnificativa (p<0.05). Acest lucru se traduce prin
faptul ca cu cat timpul este mai mare, absorbanta rimane la o valoare care nu variaza
in acelasi mod cu evolutia valorilor pentru timpul de monitorizare (sec.)

In acest context, s-au ales absorbantele de referinti pentru fiecare proba care
au avut nivele cuprinse intre 0.59 + 0.0976 mAu si respectiv 0.54 + 0.0645 mAu, ceea
ce reprezintd o stabilitate suficientd pentru a considera repetabilitatea metodei de
determinare. Totodatd, se constatd cd absorbantele initiale nu sunt influentate de
concentratiile probelor de vin addugate. Absorbantele au fost calculate pe curba de
absorbtie obtinuta in cinetica de reactie a fiecarei probe. Intervalele de absorbanta au
fost cuprinse intre 0.072 + 0.005 mAu si respectiv 0.176 + 0.004 mAu. Aceste valori
s-au mentinut pe perioada monitorizarii.

intre nivelele de DPPH% rimase la platou si concentratiile probelor s-a
evaluat tipul de dependenta, pentru care s-a constatat ca dependenta a fost liniara, cu
o curba de tendinta de ordin 1. Corespondenta datelor a fost confirmata de coeficientii
Pearson care s-au 1nscris in intervalele de -1.00 (CS118, CS121, CS019 CS020) si
respectiv -0.71 in cazul CS119.

Considerand valorile pantelor si interceptelor care s-au obtinut, s-a efectuat
interpolarea pe curba de variatie si s-a calculat valoarea concentratiei la care s-a
considerat IC50, adica concentratia probelor care produc reducerea pana la nivelul de
50% a speciilor radicalice ale reactivului DPPH (concentratie inhibitorie mediana).
Pe baza valorilor obtinute s-a determinat IC50 in cazul probelor CS, care au fost
dependente de perioada de maturare a vinului (fig. 9.4).
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9.4 Evaluarea valorilor pentru DPPH in conditiile mediilor produse.

Toate probele analizate in conditiile metodei analitice au fost testate in
triplicat, astfel ca valorile prezentate in functie de soi si de perioada de maturare sunt
prezentate in tabelul 9.3.

Evaluarea dilutiei efective pentru vinurile incluse in studiu a urmarit
capacitatea acestora din punct de vedere a actiunii asupra reactivului DPPH (1.1-
difenil-2-picril-hidrazil) precum si stabilitatea in timp.

Probele caracteristice CS au prezentat valorile cele mai ridicate din punct de
vedere a IC50, astfel ca nivelele s-au incadrat intre 23.98 + 4.40 (CS021) si 26.49 +
2.51 (CS121). Aceste valori au fost comparabile pe toata perioada de monitorizare,
cu toate ca ratele de descrestere au fost diferite la comparatia celor 2 tipuri de vinuri
vinificate prin cele 2 metode de vinificatie propuse. Se constata o ratd de descrestere
neliniara In cazul probelor fard SO, datoritd variatiei mai mari intre probele 2021 si
2020, astfel ca valoarea CS020 a fost 16.42 + 1.43 si a evoluat pana la 10.95 £ 2.08
pentru CSO018. Valoarea comparabila a fost inregistrata pentru CS118 pentru care

nivelul a fost de 10.76 = 0.91 (Garaguso si Nardini (2015)).
CABERNET SAUVIGNON (CS)

-SO2 | +S02
# X SD X Clesw) IC50 # X SD X Clw@s%) 1C50
018 | 9129 208 90.84  5.16 1095 118 9292 091 9293 2.25 10.76
019 | 89.18  1.15 89.00 287 1121 119 6325 139 63.67 3.45 15.81
020 | 60.89 143 6087  3.56 1642 120 44.88 273 4431 6.78 22.28
021 | 4170 440 4059  10.94 2398 121 3775 251 3897 6.24 26.49
CABERNET SAUVIGNON ROZE (CSR) |
-SO2 +S0O2
018 | 726.73 523 731.65 9.05 1.38 018 67936 130 67880 224 1.47
019 | 651.17 145 649.94 2.52 1.54 019 62626 0.77 625.88 133 1.60
020 | 657.02 1.42 657.17 2.46 1.52 020 599.11 089 599.78  1.55 1.67
021 | 619.04 129 618.19 223 1.62 021 58274 132 581.69 229 1.72
FETEASCA REGALA (FR) \
-SO2 +S0O>
018 | 62278 530 62242 13.16 1.61 018 527.67 1.51 52721 229 1.90
019 | 521.83 138 521.26 3.43 1.92 019 49831 4.09 49833 16.71 2.01
020 | 53134 128 531.51 3.18 1.88 020 47178 129 471.08 1.65 2.12
021 | 401.53 420 399.35 10.44 2.49 021 48146 149 48199 223 2.08
FETEASCA REGALA FRIZANTE (FRF) |
-SO2 +S0O2
018 | 450.59 333 45097 827 222 018 685.62 445 68626 19.81 1.46
019 | 42045 1.89 41972 4.70 238 019 66248 264 663.11  6.96 1.51
020 | 418.65 034 41848 0.84 2.39 020 480.16 126 479.97 1.9 2.08
021 | 39896 2.18 399.16 5.4l 251 021 45046 226 45160 5.12 2.22

Tabel 9.3. Valorile IC50 pentru probele incluse in studiu (X — valoare medie, SD — deviatie
standard, X — valoare mediand, CI1(95%) — interval de confidentd (95%).

Table 9.3. IC50 values for the samples included in the study (X — mean value, SD — standard
deviation, X — median value, C1(95%) — confidence interval (95%).
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Evaluarea in cazul celorlalte soiuri de vinuri indicd faptul cd prezinta o
eficientd mult mai scazutd asa cum este mentionat si in alte studii (Ferndndez-Pachén
s.a., 2004; Paixao s.a., 2007).

Caracterizarea nivelelor pentru CSR s-a efectuat comparativ utilizdnd ca
variabile de grupare, tipul de vin, tratamentul si anii de studiu. Astfel, in ceea ce
priveste tratamentul tendintele au fost similare, in schimb ratele de descrestere au fost
inferioare fatd de alte soiuri incluse in studiu. Astfel, nivelele au fost mai scazute la
aproximativ 9.85 £ 1.71 % fata de Cabernet Sauvignon (CS). Evaluarea dozei efective
50 (IC50) a determinat valori mai ridicate ale nivelelor la vinurile care au fost
vinificate la nivelul anului 2021, astfel CSR021 a prezentat valori 1.62 + 0.98 si
respectiv 1.72 £ 0.63 CSR121 (Gabriele s.a.,2018).

Pe perioada de monitorizare 2021 — 2018 considerand valorile in cei 4 ani
de stabilitate ai vinurilor, concentratiile au fost indirect proportionale cu perioada de
monitorizare pentru cad au prezentat aceeasi tendintd descrescatoare cu rate
comparabile. Astfel urmatoarele valori s-au inregistrat pentru probele din 2020
(CSR020 — 1.52 & 1.42, CSR120 — 1.67 £ 0.89) si respectiv 2019 (CS019 — 1.54 +
1.45 51 CS119 —1.60 = 0.77). Rata de descrestere a ajuns la 85 = 0.7% din activitatea
initiald a vinului (IC50), valoare care este confirmata de nivelele 1.38 + 0.64 —
CSRO18 si respectiv 1.47 + 0.38 — CSR118.

Asa cum s-a mentionat si anterior, probele pentru Feteasca regald au prezentat
o activitate usor superioara fatd de probele de Cabernet Sauvignon roze, nivelele
medii fiind de 2.02 £ 0.21 — FRO si respectiv 1.97 + 0.36 — FR1. Pentru probele
frizzante (FRFO si FRF1) raportul dintre activitati a fost invers, valoarea IC50 a fost
mai mare pentru FRFO —2.37 + 0.63 si respectiv pentru FRF1 —1.82+0.72 .

Lanivelul valorilor individuale, descresterea s-a confirmat la toate tipurile de
vin. La nivelul valorilor FR, pentru probele 2021 s-au Inregistrat valori de 2.49 + 0.42
— FRO21 si respectiv 2.08 + 1.49 — FR121. Date comparabile au fost inregistrate
pentru FRF pentru care nivelele au fost de 2.5 + 0.22 FRF021 si respectiv 2.22 = 0.23
FRF121 (Rivero-Pérez s.a., 2007).

Ratele de descrestere au fost determinate de timp si au fost dependente de
conditiile de pastrare, o diferenta aparte a fost pentru FRF118 care s-a comportat
diferit pentru cd nivelele au fost superioare de 2.22 + 0.33 fatd de 1.46 + 0.46 —
FRFO018, 1.61 + 0.53 — FRO18 si respectiv 1.90 +£ 0.15 — FR118.

Analiza multi-factoriala (tabel 9.4) folosind ca indicatori de comparatie tipul
de vin - tratament (+SO si -SOy) si respectiv soi (CS, CSR, FR, FRF) a relevat faptul
ca p>0.05 la comparatia intre tratamente a fost doar in cazul probelor de Cabernet
Sauvignon (CS) si respectiv in cazul probelor de Cabernet Sauvignon Rose (CSR),
deci nu este diferentd semnificativa intre cele 2 tipuri de vin. In schimb, asa cum se
observa s-au constatat diferente intre soiuri (Arnous s.a., 2002)
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Parametrii de probabilitate intre soiuri au prezentat valori p<0.05 ceea ce
indicd ca s-au produs evolutii semnificative, exceptie a fost produsa pentru FRO si
respectiv FRFO. Pentru ambele tratamente s-au inregistrat valori apropiate si din
punct de vedere a mediilor dar si a deviatiilor standard.

Valoarea medie a probelor de tip FR1, considerand mediile calculate prin
contributia determinatd de variabilele categoriale tratament si an, a fost 2.10 = 0.25,
iar pentru FRFO s-au inregistrat 2.00 = 0.23. Aceeasi situatie a fost consideratd si
pentru FRO si respectiv FRF1 datorita valorii p = 0.329 confirmata de valori medii de
1.97 = 0.37 (FRO) si respectiv 1.82 + 0.39 (FR1). Situatie similara a fost si pentru
evaluarea comparativa intre Feteasca regala fara SO, (FRO) adaugat si respectiv
Cabernet Sauvignon Roze cu SO, addugat (CSR1) (Di Majo s.a., 2008).

Tip  Vari {1}-  {2}- {3}- {4- {5- {6}- {7r}- {8}~

de etate 70.766 663.49 519.37 49481 59.701 621.87 422.16 569.68

vin
1]-802 CS 0.0001  0.0001 0.0001 0.9997 0.0001 0.0001 0.0001
2| -S02 CSR 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001 0.5766 0.0001 0.0016
3| -S02 FR 0.0001  0.0001 0.9548 0.0001 0.0005 0.0010 0.3290
4|-S02 FRF 0.0001 0.0001 0.9548 0.0001  0.0001 0.0327 0.0246
5/ +802 CS 0.9997 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001
6| +SO2 CSR  0.0001 0.5766 0.0005 0.0001 0.0001 0.0001  0.2836
74502 FR 0.0001  0.0001 0.0010 0.0327 0.0001 0.0001 0.0001
8| +SO2 FRF  0.0001 0.0016 0.3290 0.0246 0.0001 0.2836 0.0001

Tabel 9.4. Testul Tukey HSD, variabila IC50 Probabilitati Aproximative pentru Testele Post
Hoc Eroare: Intre MS = 2980.4, df = 88.000.

Table 9.4. Tukey HSD test; variable 1C50 Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 2980.4, df = 88,000.

9.5 Testarea continuturilor de polifenoli, flavone si taninuri implicati in
stabilitatea vinurilor fara SO,

9.5.1 Determinarea continutului total de fenoli

In baloane cotate de 25 ml fost prelevate volume de 0.25 mL vin rosu (CS),
diluat in prealabil 1/5 (10 mL vin la balon cotat de 50 mL) sau 0.25 ml vin alb (FR,
FRF) si roze (CSR) care au fost amestecate cu 10 ml apa, 1.25 mL reactiv Folin—
Ciocalteu si s-au completat la semn cu solutie Na>COs (7.5 %; w/v). Amestecul a fost
mentinut la intuneric 30 de minute inainte ca absorbanta sd fie masurata la 750 nm.
Rezultatul este exprimat sub formad de indice Folin-Ciocalteu (Fc) si obtinut
inmultind absorbanta (densitatea optica) cu factorul de dilutie F care in cazul vinurilor
rosii diluate 1/5 a fost de 500 pentru vinuri rosii si 100 in cazul vinurilor albe:

Fo=A,0XF (14)

in care: Fc= indicele Folin-Ciocélteau si A750 = absorbanta (densitatea

opticd) cititd la 750 nm (Singleton s.a., 1999).
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9.5.2 Determinarea continutului total de flavone

Pentru analiza s-a folosit proprietatea flavonelor de a reactiona specific cu
clorura de aluminiu (III). Toate substantele chimice folosite au fost de grad analitic si
nu au necesitat purificare suplimentard. Clorura de aluminiu hexahidratata
(AICI3*6H20), (+)-catechina au fost obtinute de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
SUA), in timp ce azotitul de sodiu NaNO, si hidroxidul de sodiu (NaOH) au fost
obtinute de la Fluka (Buchs, Elvetia). Apa ultrapura provenita dintr-un sistem Thermo
cu rezistivitatea > 18 MQ si etanolul absolut de puritate analitica au fost utilizate
pentru pregatirea tuturor solutiilor.

Metoda spectofotometrica, descrisa de Zhishen s.a., (1999) pentru
determinarea flavonoizilor totali, a fost adaptatd pentru sistem de analizd cu
microplaci cu 96 de godeuri (Tecan MicroPlate reader). Solutia stoc de (+)-catechina
(1.500 mg/L) a fost pregatitd intr-o solutie etanolica 10% (v/v). Solutiile standard de
lucru de quercetina (20.0 — 200.0 mg/L) au fost pregétite zilnic prin dilutia solutiei
stoc 1n solutie etanolica 10% (v/v).

Astfel, in fiecare godeu s-au adaugat 75 pL de solutie standard de (+)-
catechina sau de proba de vin si 75 pL de solutie azotit de sodiu NaNO; (6 g/L). Dupa
5 minute, s-a adaugat 75 pL de solutie clorura de aluminiu AlCl3-6H,O (22 g/L). Dupa
6 minute, s-au adaugat 75 pL de solutie NaOH (0,8 M), iar absorbanta complexului
de coloratie roz format a fost monitorizatd la 510 nm in fiecare minut timp de 10
minute. Concentratia finala de NaNO,, AI(III) si NaOH 1n cazul fiecarei probe dupa
dilutie a fost de 1.5 g/L, 0.61 g/L si respectiv 0.2 M.

Blancul de reactiv a fost evaluat prin adaugarea a 75 pL de solutie etanolica
10% (v/v) in loc de catechind standard sau proba. Toate experimentele au fost
realizate 1n cvadruplicat la temperatura camerei (25 £+ 1.0°C). Studiile referitoare la
reactie, inclusiv timpul de reactie dupa adaugarea NaNO, sau Al(III) si concentratia
reactivilor utilizati, au fost comparate cu acest protocol folosind vin rosu ca model de
proba.

Datele sunt raportate ca medie + deviatie standard pentru cel putin sase
replicate. Valorile coeficientilor de corelatie si pentru pantele obtinute s-au Incadrat
in nivelurile de incredere a valorilor prezise. In acest context, s-a putut efectua
estimarea concentratiei ca si mEq catechina/L vin (mg ECA/L). Valoarea limitelor de
cuantificare si a limitelor de detectie pentru metoda testatd au fost de 10.39 + 1.23 mg
ECA/L iar limita de cuantificare este de 3.60 = 0.69 mg ECA/L.

Taninurile din probe s-au determinat prin intermediul indicelui D280, dupa o
pre-tratare a fiecarei probe cu polivinilpirolidona si determinare absorbanta Tnainte si
dupa tratamentul probelor. Evaluarea concentratiilor s-a efectuat tot prin raportare la
echivalenti epicatechind determinati dintr-un litru de vin, considerdnd volumul
caracteristic de proba, factorii de dilutie si respectiv absorbantele probelor (Canuti
s.a., 2012).
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Tabel 9.5 Liniaritate metoda de analiza pentru testarea flavonelor prin derivatizare cu clorura
de aluminiu.

Figura 9.5. Liniaritate probe (+)-catechina (ug/mL).

Table 9.5 Linearity of the analytical method for the testing of flavones by derivatization with
aluminum chloride.

Figure 9.5. Linearity samples (+)-catechin (ug/mL).

9.5.3 Rezultate si discutii privind implicatiile in calitatea si stabilitatea anti-
oxidanta a vinurilor

9.5.3.1 Evaluarea corelatiilor dintre compusi fenolici, taninuri si flavone

Continutul total de flavonoizi al probelor a fost evaluat prin metoda standard
conventionala (Tagliazucchi s.a, 2010) (tabel 9.6). Luand in considerare limitele
intervalului de incredere de 95% prezentate, interceptul si panta calculate nu difera
semnificativ de valorile 0 si 1.

Continutul total de polifenoli a variat intre 608.67 mg EAG/L pentru
Cabernet Sauvignon si respectiv 71.43 mg EAG/L pentru Feteasca regala . Varietatea
Cabernet Sauvignon, in special esantionul forma fard SO, a prezentat o valoare de
616.68 + 3.41 mg EAG/L, a avut cel mai mare continut total de fenoli, urmatd de
varietdtile Feteascd regala Frizzante (FRF) (125.57 + 0.95 mg EAG/L (FRF121)) si
respectiv 106.41 + 7.76 mg EAG/L (CSR121). Valorile cele mai mici au fost obtinute
pentru varietdtile varietatea Feteasca regala 45.23 + 2.3 mg EAG/L (FRO19) si
respectiv 63.76 £2.96 mg EAG/L (CSR119)).

S-a constatat din punct de vedere a valorilor medii, determinate in raport cu
tipurile de antioxidanti introdusi, continuturile de polifenoli au avut corelatie directa
si respectiv s-au situat la valori superioare in cazul probelor care au avut administrat
SO, (doze de 80 mg/L liber) si respectiv 40 mg/L acid ascorbic.

In aceste conditii valorile IFC au fost superioare doar in cazul probelor CS
care, in cazul amestecurilor TVS-TVC-TG, au prezentat valori de 616.68 +20.76 mg
EAG/L, in schimb probele care au prezentat acelasi amestec dar in combinatie cu acid
ascorbic 40 mg/L au determinat valori de 600.67 + 14.89 mg EAG/L. Evaluarea a
aratat valori semnificativ diferite In cazul probelor care nu au prezentat SO, adaugat.
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In acest context, pentru varietatea CS si nivelele flavonelor si a taninurilor au fost mai
ridicate in cazul probelor fara SO».

CABERNET SAUVIGNON -SO: CABERNET SAUVIGNON ROZE -SO:
# IFC Fl T # IFC Fv T
CS018  729.13 62.73 176.64 CSRO18 93.88 2.20 11.59
4.88 0.21 0.78 10.27 0.48 0.17
CS019  559.17 215.94 56.40 ﬁ CSRO19 84.21 2.80 8.22
z 7.15 0.42 0.28 2 7.10 0.15 0.03
% CS020 616.26 97.41 151.95 z CSR020 76.95 3.36 8.42
E 341 0.51 0.49 2 9.70 0.06 0.01
% CS021  526.87 27.42 101.78 @] CSR021 77.98 2.98 11.93
;ﬁJ # 4.10 0.22 0.14 E 9.30 1.01 0.14
= CABERNET SAUVIGNON + SO2 < CABERNET SAUVIGNON ROZE + SO:
E # IFC Fl T 2z # IFC Fv T
= CS118  662.38 178.11 104.05 E CSR118 78.68 2.71 10.38
ﬁ 6.12 1.28 0.10 5 5.16 0.22 0.08
O | CS119 611.57 92.27 121.59 ) CSR119 63.76 2.95 9.49
3.75 0.58 0.07 5 2.96 0.03 0.13
CS120 601.87 126.49 143.92 CSR120 121.88 291 10.53
22.46 0.30 0.24 25.04 0.33 0.22
CS121 58.13 9.78 3.73 CSR121 106.41 2.60 11.48
5.64 0.02 0.30 7.76 0.16 0.09
FETEASCA REGALA + SO FETEASCA REGALA FRIZZANTE + SO:
# IFC Fl T # IFC Fl T
FRO18 58.13 0.51 9.78 FRFO018 85.75 1.25 14.94
5.64 0.42 0.02 . 5.02 0.25 0.12
FRO19 45.23 0.20 3.99 = FRFO019 82.24 1.62 9.92
2.30 0.02 0.02 <Z: 3.79 0.02 0.03
’3 FR020 65.24 0.12 8.68 ﬁ FRF020 67.12 0.23 7.77
< 6.05 0.03 0.08 =~ 13.37 0.10 0.11
% FRO21 47.28 0.11 4.14 : FRF021 74.91 1.21 18.17
: 2.04 5 0'01, 0.14 ft 5 8.24 5 0.13 0.06
&) FETEASCA REGALA - SO &) FETEASCA REGALA FRIZZANTE - SO:
% FR118 106.60 0.45 17.71 E FRF118 81.40 0.21 14.49
E 4.13 0.06 0.11 ’5 4.72 0.05 0.12
E FR119 101.09 0.25 15.35 Q FRF119 116.08 0.49 19.19
6.25 0.12 0.27 = 21.18 0.08 0.01
FR120 54.78 0.53 431 E FRF120 115.98 0.77 15.15
5.90 0.02 0.05 = 22.42 0.07 0.05
FR121 93.09 0.56 14.55 FRF121 125.57 0.29 7.14
19.77 0.06 0.25 9.49 0.09 0.05

Tabel 9.6. Valorile Indicelui Folin Ciocalteu (mg EAG/L), Flavonelor (mg ECA/L) si respectiv

Taninuri (mg/L) pentru fiecare tip de vin, in functie de varietate (CS, CSR, FR, FRF) si metoda

de vinificatie (-SOy/ +SO;) (valori medii / deviatii standard).

Table 9.6. The values of the Folin Ciocalteu Index (mg EAG/L), Flavones (mg ECA/L) and

respectively Tannins (mg/L) for each type of wine, depending on the variety (CS, CSR, FR,

FRF) and the winemaking method ( -SO2/ +S0,) (mean values / standard deviations).
Considerand nivelele de compusi fenolici pentru celelalte tipuri de varietati,

s-a constatat faptul cé 1n cazul FRF diferentele intre probele +SO,/-SO; au fost 34.92
+ 13.84 mg EAG/L datorita faptului ca nivelele medii au prezentat concentratii de
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88.89 + 23.15 mg EAG/L FRF1 si respectiv 53.96 + 9.30 mg EAG/L pentru FRFO.
La probele de tip vin linistit, CSR si respectiv FR, diferentele au fost mai scazute de
23.71 £ 15 mg EAG/L si respectiv 17.96 + 14.96 mg EAG/L, acest tip de probe
beneficiind doar de procese de maceratie scurtad sau fara maceratie (FR), dar asa cum
s-a constatat si la evaluarea antocianilor, stabilitatea a fost cea mai ridicata.

In acest context, luand in calcul varietatea vinurilor, s-au constatat valori
ridicate pentru vinurile rosii CS de 120.26 + 35 mg ECA/L valoare ce reprezinta
aproximativ 20% din compusii fenolici.

In schimb, pentru celelalte varietiti de vin, nivelele de taninuri au fost mult
mai scazute, in directa corelatie mentinuta cu flavonele, adica pentru CSR valorile au
fost de 3.32 + 0.58 mg ECA/L, FR a prezentat un nivel de 1.90 = 0.56 mg ECA/L si,
la fel ca in cazul anterior, FRF o valoare usor mai ridicata de 2.98 = 0.98 mg ECA/L.

In schimb, la evaluarea probelor s-a demonstrat faptul ci in cazul
amestecurilor unde s-a utilizat tanin citric, nivelele obtinute de taninuri au fost
superioare, in aceste conditii este posibil ca rapoartele taninuri precipitabile sa fie
mult inferioare. S-a constatat faptul cd pentru amestecul TC-TB, fractia de taninuri
raportatd la doza aplicata (tabelul 9.6) a fost de 18.21 &+ 5.89%, pentru TC-TB (tanin
citrus — tanin blanc) a fost de 35.84 + 25.44%, iar in cazul TG-TC (tanin galic — tanin
citric) a fost de 31.90 + 11.37%.

Monomerii de tip flavan-ol au fost determinati in vinurile studiate in raport
cu catechina. Nivelele de concentratie pentru catechind in vinurile rosii sunt in acord
cu valorile raportate pentru vinurile franceze si germane (Tinttunen si Lehtonen,
2001). In aproape toate esantioanele, flavonele au fost abundente, independente de
timpul de maturare. Rezultatele noastre au confirmat descoperirile anterioare care au
raportat catechina ca fiind cel mai important flavanol gasit in vinurile facute din
diferite soiuri de struguri (Monagas s.a., 2005; Gomez-Alonso s.a., 2007).
Variabilitatea mare obtinutd pentru concentratiile de flavonele totale, atat intre cele
trei tipuri de vinuri (alb, roze si rosu), cat si intre vinurile rosii, poate fi atribuita
tehnicilor de vinificatie (prin specificitate dar si prin amestecurile adaugate) dar si
soiului de struguri. Nivelele ridicate de flavone in unele esantioane pot fi consecinta
unei mai bune extractii a taninurilor de struguri in vin, In timpul unei macerari mai
lungi cat si datoritd concentratiilor de taninuri addugate, hidrolizabile sau
policondensate. In ceea ce priveste nivelurile regisite este absolut evident ci cele mai
ridicate nivele au fost pentru CS cu valori medii de 114.03 £ 57.71 mg ECA/L, dar in
schimb la variantele de vin la care dozele de taninuri au fost mai mici, nivelurile au
prezentat corelatie pozitiva astfel ca s-au inregistrat valori de 10.25 £ 1.36 mg ECA/L
pentru CS, respectiv 9.81 = 5.27 mg ECA/L pentru FR.

FRF, forma frizzante pentru Feteasca regald a prezentat o valoare mai ridicata
decat FR, ceea ce indica faptul ca depozitul de autolizd si fermentatia secundara

154



reprezintd o sursa de stabilitate pentru extractia mai ridicata a flavonelor din struguri
valoarea fiind de 13.34 + 4.36 mg ECA/L.

Cantitatile de compusi fenolici variaza in diferitele mostre de vin in functie
de soiul de struguri, factorii de mediu din vie, tehnica de prelucrare a vinului, solul si
conditiile atmosferice in timpul maturarii sau procesul de maturare a boabelor (Pérez-
Magarifio si Gonzéalez-San José, 2006). Rezultatele noastre confirma aceastd variatie
in continutul de fenoli intre mostrele de vin testate, continutul total de fenoli 1n vinul
rosu fiind de pana la 10 ori mai mare decat in vinul roze si alb, explicat prin continutul
mai ridicat de taninuri condensate si antociani. Aceste diferente pot fi, asa cum s-a
mentionat si la flavone, rezultatul unei mai bune extractii a fenolilor din coaja si
semintele strugurilor in functie de timpul de contact al mustului cu pielita si
semintele. Continutul maxim de fenoli al vinurilor rosii a contribuit la cresterea
activitatii lor antioxidante in comparatie cu vinul roze si alb.

Prin urmare, obtinerea unui continut ridicat de flavone totale pentru vinurile
obtinute este un rezultat dorit deoarece flavone au demonstrat sa aiba activitati
antioxidante puternice in diferite medii (Arnous s.a., 2001). in plus, continutul de
flavone este un parametru cheie pentru calitatea vinului deoarece acesti compusi sunt
responsabili pentru astringenta si amdraciune. De asemenea, ei joacd un rol important
datorita interactiunilor lor cu alti compusi fenolici in timpul maturdrii vinului
(Boulton, 2001).

Din punct de vedere a capacitatii antioxidante, considerand nivelurile tuturor
compusilor de tip fenolici, flavone si respectiv taninuri, este de remarcat faptul ca
nivelele medii ale compusilor studiati, grupate dupa criteriul +SO,/-SO,, au relevat
inexistenta unor diferente semnificative considerand perioada de monitorizare si
respectiv stabilitatea acestor compusi in diverse tipuri de vin.

Conform tabelului 9.7. se observa faptul cd la comparatia ANOVA, pentru
testul de variantd, nu s-au remarcat valori semnificative statistic diferite in conditiile
in care, asa cum s-a mentionat si anterior, valorile medii includ si dinamica vinurilor
pe perioada de pastrare.

Astfel, probele fara —SO; au prezentat valori de 207.85 £+ 34.85 mg EAG/L
(IFC), in raport cu 223.00 = 32.16 mg EAG/L (+SO>) (p>0.05), in timp ce flavonele
au Inregistrat valori de 37.85 + 8.23 mg ECA/L (-SO;) si 35.88 + 7.15 mg ECA/L
(p>0.05), respectiv taninurile au prezentat concentratii de 32.72 + 8.28 mg/L (-SO»)
1 31.50 £ 7.38 mg/L (+S0O) (p>0.05). Aceste valori sunt cu atat mai remarcabile cu
cat dozele de antioxidanti utilizati au fost diferite pentru a suplimenta lipsa de SO si
acid ascorbic cu taninuri cu rol protectiv: probele -SO, au avut doze de 36.47 £ 3.92
g/hL si respectiv dozele +SO; au fost de 24.19 + 3.86 g/hL (Rastija s.a., 2009).

Au existat diferente semnificative intre si in cadrul fiecarei varietati, In
functie de tipul de vin, diferente care au prezentat corelatie directd sau corelatie
inversa in raport cu dozele aplicate. Din punct de vedere a tratamentelor antioxidante,
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s-a constatat faptul cd acestea au prezentat similaritati la nivelul amestecurilor
introduse, prin intermediul tipurilor de taninuri cu specificitate la tipul de vin (CS,

CSR, FR sau FRF).
IFC FLAVONE TANINURI  DOZE_ANTIOXIDANTI
M SE M SE M SE M SE
-S02 | 207.85 3485  37.85 8.23 3272 828 36.47 3.92
+S02 | 223.00  32.16  35.88 7.15 31.50  7.38 24.19 3.86
p | 0.750 0.857 0.912 0.028

Tabel 9.7. Valorile medii ale compusilor fenolici (mg EAG/L) , flavone (mg EQ/L), taninuri
(mg ECA/L), valori medii ale dozelor de antioxidanti (g/hL).
Table 9.7. Average values of phenolic compounds (mg EAG/L), flavones (mg EQ/L), tannins
(mg ECAJ/L), average values of antioxidant doses (g/hL).

Continutul total de fenoli a fost, de asemenea, corelat negativ in cazul

amestecului de tip TVS-TVC-TG (aplicat pentru formele de tip CS0) pentru care
coeficientul de corelatie intre compusii fenolici si flavone a fost r=-0.73, dar in cazul
raportului compusi fenolici/taninuri a avut o corelatie pozitivd r=0.85. in cazul
amestecului de TVS-TVC-TG-AA, raportul IFC/Flavone a prezentat o corelatie
pozitiva, r=0.93 si de asemenea o variatie semnificativa a continutului de taninuri in
raport cu anul de vinificatie r=0.95. Atat timp cat monitorizarea s-a efectuat intre 2018
— 2021, valoarea pozitiva a coeficientului de corelatie indica faptul cd in timp, pe
perioada de maturare, nivelul taninurilor a scazut odata cu Invechirea vinului, ceea ce
nu s-a produs si in cazul probelor fard adaos de sulfiti (r=0.04, p>0.05) Prin urmare,
perioada de maturare a vinului reprezinta un factor esential in variatia continutului de
compusi fenolici totali ce, in acest caz, prezinta influenta asupra taninurilor si a fost
conditionata de dozele aplicate.

Rezultatele confirma studiile efectuate pana in prezent care indica faptul ca
prezenta SO, 1n vinuri nu are o influenta semnificativa asupra activitatii antioxidante
a acestora. Astfel, rezultatele obtinute de Garaguso si Nardini (2015) indica faptul ca
vinurile rosii organice produse fard adaugarea de dioxid de sulf/sulfiti prezinta
activitate antioxidantd, profil fenolic, continut total de polifenoli si flavonoizi
comparabile cu cele ale vinurilor rosii conventionale. Intr-un alt studiu, Gabriele s.a.,
(2018) au urmarit influenta SO, asupra profilului fitochimic si activitatii antioxidante
in vitro a vinurilor si au gasit rezultate comparabile pentru vinurile produse fara
adaugarea de SO; si cele cu adaugarea a 50 mg/L SO,.

9.5.3.2 Evaluarea corelatiilor dintre compusi fenolici, taninuri si flavone si
activitatea anti-radicalica

Atat timp continutul de flavone, antociani si chiar capacitatea anti-radicalica
au fost liniare in timp, datele constante ale vinurilor pentru indicele Folin Ciocélteu
pot fi compensate de prezenta altor categorii precum acizi fenolici care conditioneaza
semnificativ prezenta acestor compusi bioactivi in vin. In aceste conditii s-a constatat
o variatie semnificativa in cazul probelor de tip FRF. Probele de tip FRFO (TG-TC)
cat si FRF1 (QT-TG-AA) au prezentat aceeasi variatie directa de tip IFC/flavone unde
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=0.81 (FRFO0) si respectiv 1=0.90 (FRF1), o corelatie invers proportionald a
taninurilor in raport cu perioada de maturare (r=-0.83 (FRF1)) si respectiv r=-0.70
(FRFO0)).

In fig. 9.7 sunt prezentate corelatiile intre parametri cu implicatii in
stabilitatea oxidativd a vinurilor, determinate de factorii de studiu ca tehnologie de
vinificatie, adica tehnologie care utilizeaza SO; si respectiv utilizarea antioxidantilor
de origine vegetala, farda adaos suplimentar de SO, (-SO;). Din punct a comparatiei
dintre cele 2 tehnologii, coeficientii de corelatie au fost similari si au prezentat variatii
comparative. S-a constatat cd pentru IFC/flavone coeficientii de corelatie r=0.80 (-
SO») si 1=0.88 (+S0,), o relatie similara s-a produs pentru IFC/ taninuri (r=0.95) (-
SO,) care s-a mentinut si pentru probele +SO, (r=0.98).

Din punct de vedere a implicatiilor asupra stabilitatii oxidante a probelor,
considerand parametrii din activitatile anti-radicalice, relatia este directa si cu impact
semnificativ si asupra caracterului oxidativ. Acest aspect este determinat de faptul ca
antioxidantii sunt compusii care reduc sau previn oxidarea, iar acestia sunt
responsabili pentru activitatea anti-radicalica a vinului (Bai s.a., 2013).

Cum unul dintre cele mai importante tipuri de antioxidanti din vin sunt
polifenolii, care includ flavonoidele (cum ar fi flavonele si taninurile) si a caror
impact este semnificativ, se deduce cd un vin cu o activitate anti-radicalicd puternica
poate fi mai rezistent la oxidare si poate avea o durata de viatd mai lunga, mentinéndu-
si astfel calitatile organoleptice (gust, aroma, culoare) pentru o perioada mai lunga de
timp (Ionete s.a., 2019).

Deci, in aceste conditii, impactul asupra stabilitatii oxidante, asupra
stabilitatii culorii si aspectului vinurilor roze sau albe, s-a considerat ca fiind
influentat de valorile taninurilor, compusilor fenolici si respectiv taninurilor in
conditiile 1n care nivelurile au prezentat constanta in perioada de maturare a vinurilor,
dar si puternic corelate cu continuturile altor compusi fenolici.

Aspectele sunt confirmate de coeficientii de corelatie cu valori comparabile
IFC/IC50 (r=0.87) pentru probele tip de vin:-SO; si respectiv r=0.89 pentru tip de vin
+S0,. Corelatiile similare au fost pentru flavone/IC50 (r=0.79) (-SO») dar si pentru
flavone/IC50 (r=0.85) (+S0O). In acelasi fel, activitatea antioxidanti, justificatd de
continuturile de taninuri addugate dar si extrase din struguri a fost influentata de
prezenta acestor compusi cu caracter benefic, astfel raportul taninuri/IC50 a avut o
corelatie (r=0.83) la probele de tip —SO», 1n aceeasi maniera s-a produs si in cazul
tipurilor de vin +SO; (r=0.94). In toate aceste cazuri p<0.05 pentru cazurile analizate
si specificate anterior.

Aceste constatari au fost in acord cu cele raportate de cativa autori (Rivero-
Pérez s.a., 2007), dar in contrast cu altii care au aratat o corelatie pozitiva iIntre
continutul total de fenoli al vinurilor si activitatea lor antioxidantd evaluatd prin
metoda DPPH (Fernandez-Pachon s.a., 2004). Prin urmare, putem concluziona ca
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activitatea antioxidanta a vinurilor este mai mult legata de tipul de compusi fenolici
individuali gasiti in vinuri decat de continutul total de fenoli. De asemenea, s-a
sugerat cd activitatea antioxidanta se datoreaza 1n principal fractiunii de flavan-3-oli
si nu antocianilor. Fenolicii polimerici si alti pigmenti nu ar putea avea caracteristici
antioxidante similare in comparatie cu antocianii monomerici, iar o posibila sinergie
sau antagonism intre diferitele clase de polifenoli ar putea influenta capacitatea
antioxidantd (Arnous s.a., 2002; Di Majo s.a., 2008).

9.5.4 Concluzii

Structura si proprietatile chimice si senzoriale ale taninurilor oenologice
comerciale au fost revizuite si s-a constatat ca interactiunile acestor taninuri cu
componentele vinului pot fi complexe si, desi existd o mare varietate de taninuri.
proprietatile lor, cum ar fi sursa botanicd, compozitia, puritatea, solubilitatea si
cinetica reactiei, influenteaza calitatea vinului. S-a constatat ca proprietatile acestor
compusi cu caracter anti-oxidant s-a dovedit ca fiind comparabile si pot fi alternativa
viabila pentru substitutia dioxidului de sulf. .
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10 EFECTUL NIVELELOR DE DIOXID DE SULF ADAUGAT
ASUPRA CARACTERISTICILOR AROMATICE ALE
VINURILOR DIN PODGORIA PANCIU

10. THE EFFECT OF ADDED SULFUR DIOXIDE LEVELS ON
THE AROMATIC CHARACTERISTICS OF WINES FROM
THE PANCIU VINEYARD

10.1 Context

Vinul este produs prin exploatarea metabolismului mai multor tulpini
levuriene. In aceste conditii, microorganismele indigene cresc in mediile de
fermentatie si influenteaza levurile si bacteriile care pot, de asemenea, sa produca mai
multi metaboliti nedoriti, cum ar fi alcooli superiori, acid acetic sau acetaldehida
(Sharma s.a., 2020). In practicile de vinificatie, adiugarea dioxidului de sulf previne
procesele de oxidare si minimizeaza, de asemenea, cresterea organismelor
microbiologice viabile, aspecte cu impact ridicat In vinificatia si maturarea vinului.

Dioxidul de sulf are rolul de a inhiba abundenta mai multor tulpini indigene,
astfel Incat unele caracteristici de aromd sunt denaturate si vinul ar putea avea
caracteristici diferite (Morgan s.a., 2019). De exemplu, acidul acetic a avut niveluri
mai mari decat acetatul de etil si de izoamil in vinurile cu continut scazut de dioxid
de sulf decét in vinurile tratate cu SO, in concentratii de 60 mg/L. Acest lucru a aratat
impactul negativ potential asupra caracteristicilor vinului datoritd prezentei
bacteriilor acetice. Pe de alta parte, un exces de dioxid de sulf produce compusi de
diacetil care afecteaza Intr-o masurda mai mare calitatea vinurilor (Sun s.a., 2016).

Sulfitii au proprietati anti-microbiene si antioxidante, dar au si un potential
toxic si pot fi, de asemenea, alergeni pentru consumatori. Vinurile cu continut de
dioxid de sulf mai mare de 10 mg/L ar trebui sa fie etichetate obligatoriu cu "contine
sulfit" sau mesajul trebuie specificat pe eticheta vinului. Din cauza noilor
reglementdri, a existat o preocupare continud in ceea ce priveste utilizarea unui
continut mai mic al acestui aditiv in vinificatie. In acest scop, au fost testate unele
modificari ale protocolului de vinificatie a vinului pentru a avea aceleasi rezultate n
tratamentul strugurilor, fermentatie, stabilizare, corectare, filtrare si maturare
(Nardini s.a., 2018). In ceea ce priveste aroma vinului, exista doud caracteristici
principale care definesc tipicitatea produselor finale. Din aceasta categorie, sunt
implicate patru esteri, cum ar fi acetatul de izoamil (ISA), lactatul de etil (ETL),
acetatul de etil (ETA) si cinci alcooli, cum ar fi n-propanolul (1PROH), n-butanolul
(1BUTOH), izobutanolul (2M-1PROH), isopentanolul (2M-1BUTOH) si 2-
fenetanolul (2PHET). Acesti compusi au fost monitorizati in studiul prezent in
vinurile cu dioxid de sulf ca aditiv si vinuri fara adaugare de SO».
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10.2 Material si metode

In ceea ce priveste vinurile, au fost luate in considerare o serie de soiuri cu
SO, si fara SO,: Feteasca regala (FRO), (FR1), Cabernet Sauvignon (CS0), (CS1),
Cabernet Sauvignon rose (CSRO0), (CSR1), Feteasca regala Frizzante (FRF0) (FRF1).
Tehnologiile aplicate pentru producerea vinurilor incluse in studiu.

In studiu, au fost utilizate o serie de alcooli, compusi carbonilici si esteri:
acetaldehidda (ACTAL), metanol (MEOH), butan-1-ol (1BTOH), butan-2-ol
(2BTOH), propan-1-ol (1PROH), 2-metil-propan-1-ol (2M-1PROH), 2-metil-
pentan-2-ol (2M-1PTOH), pentan-1-ol (1PTOH), acetat de izoamil (ISA) si lactat de
etil (ETL) au fost achizitionate de la Sigma Aldrich - si aveau o concentratie de
minimum 99,9%.

Analiza a fost efectuatd pe un gaz cromatograf cu detector de ionizare in
flacara GC-FID, Agilent 7890B de la Agilent Technologies echipat cu un auto-
sampler GC 80. A fost utilizata tehnologia de injectare de tip head-space” iar pentru
separare cromatografica a fost utilizatda o coloand de tip GC Phenomenex Zebron
FFAP de 50 m lungime, 0.32 mm diametru interior si 0.50 pm grosimea filmului.
Pentru injectorul de tip “head-space”, temperatura de incubare a fost mentinuta la 85
°C timp de 15 minute si temperatura seringii a fost de 87 °C, dupa care un volum de
1.5 mL a fost injectat in injectorul de tip split/splitless care a functionat in modul split
la un raport de split 2:1, cu o temperatura de 250°C.

Sistemul gaz cromatografic a utilizat hidrogen ca gaz purtator la un debit de
1.6 mL/min. Programul de temperatura pentru elutia componentilor a fost setat la 30
°C pentru de 5 minute, apoi au fost aplicate doua rampe de temperatura. In primul
rand, o crestere de 2.3 °C/min pana la 80°C si o rampa secundard de 25°C/min pana
la 250°C. In cele din urma, a fost mentinut la 250°C de 3 minute. Timpul total de
cromatografiere a fost de 45 de minute. Detectorul de tip ionizare in flacara a operat
la o temperatura de 250 °C cu o rata de achizitie de 20 Hz.

10.3 Rezultate si discutii privind implicatiile tehnologiilor de vinificatie
asupra compusilor volatili

10.3.1 Determinarea compusilor volatili

Metoda a asigurat separarea tuturor compusilor, cu o rezolutie minima de cel
putin 2 pentru fiecare compus. Timpul de cromatografie de 45 de minute a fost
necesar datoritd complexitatii probelor si pentru a confirma rezolutia prin addugare
de standard care a ardtat un profil cromatografic ridicat, asa cum se arata in fig. 10.1.

Procedurile generale de vinificatie au urmat metodele clasice, dar cu unele
modificari pentru soiurile fara adaos de sulfiti. Programul de vinificatie a inceput cu
tratamentul strugurilor. Pentru vinurile cu sulfiti adaugati, sulfitarea a fost efectuata
prin adidugarea de metabisulfit de potasiu, acid ascorbic si tanin galic. In schimb,
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pentru loturile care urmau sa fie produse fara sulfiti, a fost utilizatd Pichia kluyveri.

Etapa de fermentare a utilizat levuri de tip S. cerevisiae cu o doza de 20-30 g/hL si

nutrienti specifici. Mentinerea vinului pe drojdie s-a facut pe protectie cu dioxid de

carbon pana la imbuteliere. Inainte de transferul la sticla, vinurile au avut o stabilizare
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Figura 10.1. Cromatograma pentru FRF118 (S4) (Tr (minute) — Timp de retentie) (ACTAL
(acetaldehida) — (Tr — 3.86); ETA (acetat de etil)— (Tr — 7.35); MEOH (metanol)- (Tr —7.87);
1PROH (n-propanol) — (Tr — 14.24); 2M-1PROH (isobutanol) — (Tr — 17.45); ISA (acetat de
isoamil)— (Tr—18.71); 1BTOH (n-butanol) — (Tr — 20.36); ETL (lactat de etil) — (Tr — 33.27).
Figure 10.1. Chromatogram for FRFI118 (§4) (Tr (minutes) — Retention time) (ACTAL
(acetaldehyde) — (Tr — 3.86); ETA (ethyl acetate) — (Tr — 7.35); MEOH (methanol) — (Tr —
7.87 ); 1PROH (n-propanol) — (Tr — 17.45); 1BTOH (n-butanol) — (Tr — 20.36),; ETL (ethyl
lactate) — (Tr — 33.27).

Au fost efectuate mai multe corectii pentru vinurile fara sulfiti folosind acid
lactic si tanin galici. In schimb, pentru vinurile cu aditiv de SO, s-au efectuat
corectiile dioxidului de sulf pana la 40 - 50 mg/L SO, liber. Cantitatea totala adaugata
in 2 etape de vinificatie a ajuns la 80 - 100 mg/L. Pentru toate vinurile fard SO, si
toate tipurile de vinuri rosii, fermentatia malolacticd a fost facuta in conjunctie cu

fermentatia alcoolica, prin monitorizarea continutului de acid lactic.
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SO;-ul total adaugat la vinurile din studiu prezintd activitate anti microbiana
diferita, gradul si viteza acestui echilibru depinzand de pH si temperatura. La pH 3.0
— 4.0, SO, liber consta in principal din anionul bisulfit (HSO3"), o mica fractiune de
SO, molecular (H,SOs3), care este considerata forma activd de SO, si o cantitate
neglijabild de anion sulfit (SO5%). Valorile de pH s-au situat intre 3.71 + 0.23 pentru
FRFO si respectiv 3.33 + 0.059 pentru FR1. Se constatd cd pe perioada de maturare
valorile de pH nu au prezentat variatii remarcabile fatd de momentele cand probele
au fost vinificate. Pentru probele care au fost vinificate la nivelul anului 2018,
diferentele intre valorile de la vinificatie si respectiv la momentul final al analizei au
fost de 0.34 unitati pentru FRFO si respectiv 0.35 pentru FRF1 (pH=3.30 £ 0.25,
respectiv pH = 3.65 £ 0.24).

In aceleasi conditii variabilele de modificare a pH-ului s-au incadrat in
intervalele 3.27 & 0.12 si respectiv 3.40 + 0,25 pentru CSO0, dar o variatie mai mica a
fost pentru CS1 (pH = 3.47 + 0.12 (vinificatie)) si respectiv 3.37 = 0.57. Cum la valori
de pH mai ridicate de 3.5 si concentratii scdzute de SO, molecular se favorizeaza
formarea de compusi volatili nedoriti, prin intermediul bacteriilor acid lactice (Grbin
s.a., 1996), considerand fermentatiile malolactice si corectiile corespunzatoare de pH,
se constatd ca premisele sunt corespunzidtoare pentru a evita aceste efecte
suplimentare.

Compusii carbonilici (in principal acetaldehida) se leagd cu SO, liber, (in
special ionul bisulfit) pentru a forma compusi complecsi (SO, legat). SO, legat
prezinta o functie anti microbiana slaba. Avand in vedere faptul ca acetaldehida are o
afinitate puternica pentru SO,, produsul bisulfit-acetaldehidd devine majoritar.
Legarea ionului bisulfit si a acetaldehidei reduce cantitatea de SO, liber disponibil,
dar aceastd forma legata poate fi si inhibitorie pentru bacteriile lactice care conduc
fermentatia malolactica.

10.3.2 Efectul asupra fermentatiei alcoolice.

Dupa cum s-a indicat, efectul anti-microbian al SO, este bine cunoscut,
jucand un rol selectiv asupra microflorei in timpul fermentatiei. Cu toate acestea,
natura exacta a actiunii inhibitorii a SO, asupra microorganismelor nu este complet
inteleasd, desi SO, reactioneaza direct cu tiamina, reducand nivelul disponibil al
acestei vitamine pentru microorganisme (Ochando s.a., 2020).

Aceasta este 0 enzima din mustul de struguri care concureaza direct pentru
oxigenul dizolvat disponibil, facand astfel oxigenul mai usor disponibil pentru S.
cerevisiae, si nu pentru inhibarea levurilor indigene (non Saccharomyces) si a
bacteriilor. In plus, un exces de compusi carbonilici liberi determini inhibarea
fermentatiei (Liu s.a., 2000).

Acetaldehida se formeaza in timpul fermentatiei alcoolice de catre levuri.
Cand este prezentd in exces, acetaldehida confera o aromd neplacutd de verde,
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ierboasa, asemandtoare cu merele, care este de obicei mascatd de adaugarea de SO».
Limita de aroma a acetaldehidei 1n vin a fost stabilita la aproximativ 10 mg/mL.
Diferentele in formarea de acetaldehidd depind de specia sau tulpina de levuri
utilizata, dar factori precum temperatura, oxigenul si concentratiile de SO, afecteaza
si formarea acesteia pe langa levurile fermentative. Zaharul este substratul principal,
care contribuie la formarea acestui compus, dar metabolismul unor aminoacizi
precum alanina favorizeaza procesul, . In plus, se formeaz si din oxidarea etanolului.
Acetaldehida este excretatd in principal in timpul perioadei de fermentatie si poate fi
recatabolizatd, desi levurile nu sunt capabile sa metabolizeze acetaldehida legata de
SO; (Van Dijken s.a., 1986).

In conditiile de lucru, concentratia de SO, utilizata in prealabil sub forma de
metabisulfit nu a cauzat vreo intarziere a debutului fermentatiei alcoolice. De fapt, se
poate observa un efect usor stimulant in primele 10 zile. Fermentatia alcoolicd in
ambele cazuri a fost completa in medie in 45 zile, perioada mai Indelungata datorita
fermentatiilor ~malolactice concomitente. SO, format produce inhibarea
polifenoloxidazei, enzima prezentd in mustul de struguri si care concureaza direct
pentru oxigenul dizolvat disponibil, facand astfel ca oxigenul si fie mai usor
disponibil pentru S. cerevisiae, dar si pentru inhibarea levurilor indigene (non
Saccharomyces) si a bacteriilor (Li si Mira de Ordufia, 2011). In plus, un exces de
compusi carbonilici liberi determinad inhibarea fermentatiei levuriene, care este
neutralizata si de cresterea SO».
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Figura 10.2. Corelatia dintre nivelele de acetaldehida si respectiv nivelele dozelor de SO2
liber aplicate.
Figure 10.2. Correlation between the levels of acetaldehyde and respectively the levels of
doses of freely applied SO..

Conform fig. 10.2, s-a confirmat corelatia stabilitatii acetaldehidei in timp,

valorile maxime au fost Inregistrate pentru probele vinificate la nivelul anului 2021.
Se constata ca valorile de 0.79 + 0.21 mg/L (CSR021), 8.08 £ 2.28 (FR021) $i 6.56 £
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1.62 mg/L (FRF021) pentru probele care nu au prezentat SO» cu rol de legare au
confirmat concluzia anterioard. Concentratiile au fost semnificativ diferite Intre
tipurile de tratament, acestea situdndu-se la concentratii de 1.65 + 0.75 mg/L
(CSR121), respectiv 0.86 = 0.25 mg/L. (FR121) si 1.04 + 0.24 mg/L (FRF121). Pe
baza rezultatelor obtinute, s-a putut confirma ca adaugarea de SO, induce legarea
ACTAL, asa cum a fost raportat anterior in vinificatie (Aguera s.a., 2018). Din figura
anterioara se remarca faptul ca dependenta dintre ACTAL si concentratiile de SO, s-
a produs doar 1n cazul FRFO si cu o corelatie mai scazutd pentru FR1. Corelatia in
cazul FRFO corespunde unei coeficient de corelatie de -0.64 care transpune faptul ca
nivelele de ACTAL au scazut in conditiile in care nivele SO, liber s-au mentinut
constante.

Pe fondul descresterii acetaldehidei pentru cele 2 tipuri de probe, corelatia
poate fi explicata prin faptul ca o posibila reactie este aceea de oxidare a ACTAL la
acid acetic, reactie care este Insotitd de saponificare la esterul respectiv, de tip acetat
de etil. Intre concentratiile de acetat de etil si acetaldehida prezente in cadrul probelor
analizate nu s-a putut realiza o corelatie directd la monitorizarea concentratiei de
ACTAL si ETA (acetat de etil) decat pentru FRF0. Acest lucru poate fi determinat,
deoarece probele de studiu ar putea contine si acetaldehida polimerizata. in schimb,
asa cum s-a mentionat pentru FRFO, coeficientii de corelatie de -0.68 in raport cu
ETA indica faptul ca descresterea ACTAL este invers proportionala cu cresterea ETA.

Anterior s-a sugerat ca aceastd prezenta a acetaldehidei indusa de SO, poate
fi legata si de rezistenta la SO, a levurilor (Bosso si Guaita, 2008). Este demn de
remarcat faptul ca utilizarea SO, In conditii industriale de fabricatie a vinului, aplicata
conform recomanddrilor din practica viti-vinicold, a produs concentratii semnificativ
mai mici de acetaldehida la probele care au avut sulfiti adaugati (CS1, CSR1, FR1,
FRF1). Desi tehnologiile de fabricatie tind sa utilizeze SO, pentru a masca nivelurile
excesive ale acetaldehidei, care afecteazd negativ proprietitile organoleptice ale
vinului, in cazul probelor incluse in studiu, nivelurile produse ale acestui compus nu
au atins nivelul de perceptie de 10 mg/L.

Cantitatea maxima masurata a corespuns la 8.53 £ 3.82 mg/L in prezenta SO,
CS1, in timp ce valoarea de 9.41 + 2.23 mg/L fost atinsd ca maxim 1n absenta acestui
compus. Mai mult, pe perioada de mentinere a vinului, existd posibilitatea ca
acetaldehida sa fie reabsorbita, dar s-au mentinut niveluri aproape constante pentru
probele 2021, 2020, 2019, cand concentratia a fost de aproximativ 0.686 £+ 0.10 mg/L
(CS0). Cu SO,, au fost masurate niveluri relativ mai mari pe tot parcursul perioadei
de mentinere a vinului de 0.746 = 0.103 mg/L (CS1). Aceste variatii pot fi legate de
modificdrile care au loc in timpul fermentatiei malolactice (Gomez Garc ~ "ia-
Carpintero s.a., 2014).
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10.3.3 Efectul asupra fermentatiei malolactice.

Dupa cum s-a mentionat, pentru probele care nu au avut sulfiti adaugati
(CSRO, FRO si FRFO0) precum si toate probele CS (CSO si CS1) au prezentat
fermentatii malolactice complete.

Trebuie remarcat faptul cd S. cerevisiae poate metaboliza si acidul malic
(Julien s.a., 2000). Concentratia de acetaldehidd este criticd pentru fermentatia
malolactica, deoarece s-a demonstrat ca nivelurile ridicate (>100 mg/L) pot inhiba
cresterea bacteriilor lactice hetero-fermentative, in timp ce nivelurile scazute (<100
mg/L) stimuleaza cresterea acestor bacterii. Astfel, nivelurile de acetaldehida atinse
in ambele tipuri de probe ar fi putut influenta in mod favorabil dezvoltarea
fermentatiilor alcoolice si malolactice simultane. In acest sens datele au fost
confirmate de rezultatele obtinute pentru probele care au prezentat fermentatie
malolactica. Asa cum s-a expus In capitolul 5 pentru a evita eventuale refermentari,
probele la care nu s-au efectuat adaosuri de sulfiti CSRO, FRO si FRF0, precum si
ambele tipuri de probe cu si fara sulfiti adaugati (CSO si respectiv CS1) au prezentat
fermentatie malolactica.

Pe de alta parte, este incert daca bacteriile lactice (LAB) din vin pot produce
acetaldehida. Cu toate acestea, sinteza acetaldehidei de catre LAB-urile din alte tipuri
de produse este bine documentata. Cantitatea de acetaldehida produsa de LAB-urile
din produsele alimentare variaza in functie de specie si tulpina, situdndu-se in general
sub 30 mg/L. Sinteza acetaldehidei are loc prin metabolismul glucozei, 2-dezoxi-D-
riboz-5-fosfatului si treoninei. Acesti precursori sunt de asemenea prezenti in vin,
sugerand ca LAB-urile din vin ar putea fi capabile sa genereze acetaldehida din aceste
substraturi. In plus, alte microorganisme precum LAB-urile si levurile non-
Saccharomyces pot coexista provocand posibile devieri senzoriale si deteriorarea
vinurilor. (Lasanta si colab., 2010).

In cazul acestui tip de tratament se produc conditii care au un impact asupra
ACTAL deoarece conferd instabilitate In prezenta bacteriilor lactice, ceea ce poate
determina degradarea sau disparitia unor cantitati din acetaldehida formata.

Din fig. 10.3 se deduce faptul ca pentru probele CSO0 si respectiv CS1 variatia
ACTAL areprezentat o evolutie continud in ceea ce priveste variatia acesteia in urma
proceselor de fermentatie malolactica. Maturarea in sticla a probelor CS a realizat un
mediu fara oxigenari suplimentare, dar cresterea poate fi asociata cu relativa oxidare
a alcoolului etilic format, iar acest proces a determinat variatia de la 0.55 + 0.26 mg/L
CS021 la 8.53 £ 3.82 mg/L CSO018. O situatie similard s-a constatat pentru CS121
pentru care valorile au fost de 0.86 = 0.22 mg/L si respectiv 9.41 + 2.23 mg/L pentru
CS118. Utilizarea de levuri selective a mentinut formarea de ACTAL la niveluri sub
10 mg/L in vinuri (Vashakidze si Bezhuashvili, 2020). Formarea ACTAL este
stimulata de dioxidul de sulf din must. Acest lucru a fost in contrast cu celelalte soiuri
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care au avut valori mai mari fara SO,, fapt explicat prin posibilitatea de a se lega de
acidul sulfuros produs de sulfitarea vinurilor (Zara si Nardi, 2021).
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Figura 10.3. Distributia concentratiilor de acetaldehida (ACTAL) in functie de perioada de
maturare a vinurilor.
Figure 10.3. Distribution of acetaldehyde concentrations (ACTAL) according to the
maturation period of the wines.

Auto-oxidarea alcoolului etilic care poate produce ACTAL poate fi catalizata

si de oxidarea acidului ascorbic la acid dehidroascorbic la vinurile care au fost tratate
cu acid ascorbic (exceptie CS) (Oliveira s.a., 2011) Continutul de acid ascorbic folosit
ca antioxidant a fost in raport 1:2 in raport cu dozele de SO.. In acest context, conform
figurii anterioare, s-a constatat ca valorile corespunzatoare au prezentat corelatii
similare pentru vinurile de tip CSRI, FR1 si FRF1. Corelatiile similare sunt
determinate de factorii de corelatie care au prezentat valori pozitive mai ales pentru
FR1 (r=0.63 (p=0.029)) si respectiv FRF1 (r=0.68 (p=0.016)). In schimb o
particularitate aparte a prezentat CSR care a avut o corelatie negativd CSR1 (r=-0.45)
dar fara relevanta statistica .

De fapt pentru CSR, nici varianta CSRO nu a determinat vreo instabilitate
suplimentara vis-a-vis de continuturile de acetaldehida, valorile prezentind o
evolutie, dar valoarea coeficientului de probabilitate a fost p=0.140 (r=-0.45). Spre
deosebire de probele care nu au beneficiat de fermentatie malolactica, dar nu au avut
adaos de acid ascorbic care sa catalizeze formarea de acetaldehida prin auto-oxidarea
alcoolului etilic, s-a remarcat variatia invers proportionala ce corespunde unor scaderi
ale concentratiilor pentru ACTAL in cazul CSRO (r=-0.23 (p>0.05), FRO (r=-0.73
(p=0.0074) si respectiv FRF0 (r=-0.29 (p=0.36)).

10.4 Influenta taninurilor oenologice asupra compusilor volatili

Compusii analizati In acest studiu sunt produsi in principal in timpul
metabolismului levurilor, avind o influentd importantd asupra caracteristicilor
organoleptice ale vinurilor incluse. Printre compusii volatili testati (tabelele 10.1 si
10.2), au fost gasite putine diferente Intre vinul fermentat cu si fara SO,. Continuturile
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de metanol, acetat de etil si 2-metil-1-propanol nu au fost influentate semnificativ de
utilizarea SO,.

Dimpotriva, 1-propanolul si alcoolii 2- si 3-metilbutilic au fost afectati de
tratamentul cu SO,. 1-Propanolul poate fi format din scheletul de carbon
corespunzétor amino acidului treonina prin transaminare, in timp ce 2- si 3-metil-
butanolul sunt derivati din izoleucina si respectiv leucina. In vinificatie, s-au raportat
si cantitati mai mari de 1-propanol in vinurile fermentate cu SO,, desi in alte cazuri
s-au raportat nivele mai abundente de 2- si 3-metilbutanol (Clemente-Jimenez s.a.,
2004).

Aromele vinului sunt alcdtuite din mai multe sute de compusi volatili,
dezvoltati in principal din patru mecanisme: metabolismul strugurilor, reactii
biochimice care au loc inainte de fermentatie, metabolismul microorganismelor
responsabile pentru fermentatia alcoolicd si malolactica, si reactii chimice sau
enzimatice post-fermentatie (Chen s.a., 2016, Romano s.a., 2003). Compusii volatili
rezultati din fermentatie sunt prezenti in tabelul 10.1 si respectiv tabelul 10.2.

Ca si alternativd pentru utilizarea SO, pentru a mentine caracterul
antioxidant, au fost folosite tratamentele cu taninuri enologice. Asa cum s-a remarcat
si anterior, utilizarea acestor tipuri de substante a redus semnificativ concentratia de
acetaldehida, care este considerata un rol in stabilitatea culorii, deoarece actioneaza
ca un precursor al vitaminei B. (Horvat s.a., 2019).

In contextul monitorizarii compusilor volatili, este de remarcat influenta pe
care o prezintd temperatura din timpul fermentatiei alcoolice asupra formarii esterilor.
Astfel, la temperaturi de 10—20°C sunt produsi si mentinuti in conditii
corespunzatoare esterii care imprima vinului o nuanta de fructuozitate (acetat de etil,
acetat de izoamil).

Concentratiile regésite pentru probele analizate sunt distribuite in 2 tabele
care au fost distribuite conform asocierii dupa tipul de struguri. In tabelul 10.1 sunt
prezentate valorile pentru compusii volatili la probele de tip Cabernet Sauvignon
rosu, varianta +SO (CS1) si varianta —SO, (CSO0) si respectiv Cabernet Sauvignon
roze, variantele +SO, (CSR 1) si respectiv —SO, (CSRO0). in tabelul 10.2 s-au prezentat
variantele de vin din struguri Feteascd regald, forma de vin FR linistit
(FRI(+SO2)/FRO(-S0O»)) si respectiv Feteasca regald Frizzante (FRF1(+SO,)/FRFO(-
SO»)).

Cantitatea de acetat de etil (ETA) (aroma de ananas, 0.87 mg/L ca limita de
perceptie) a crescut in toate cazurile datoritd adaugarii de taninuri oenologice la
niveluri acceptabile, adaos care a permis limitarea concentratiilor ETA sub limita de
toleranta (150 mg/L), altfel cantitatea excesiva ar fi dat un miros nepldcut de lipici
proprietatilor olfactive. In acest context nivelurile de ETA s-au situat la niveluri mai
ridicate pentru CS cu valori de 114.14 £ 22.60 mg/L (CS0) si 97.58 £ 15.65 mg/L
(CS1). Valori mai scidzute au fost obtinute pentru CSR astfel cé nivelurile s-au situat

168



la nivele de 68.47 + 11.43 mg/L CSRO si usor superioare pentru CS1 74.74 + 14.60
mg/L. Valori mai mici s-au produs, dar au fost comparabile pentru FRO si respectiv
FR1(37.93 £10.10 mg/L) sirespectiv 35.79 + 10.11 mg/L. Se constata totodata faptul
canivelele au fost crescéatoare pornind de la probele cele mai proaspete pana la nivelul
probelor din 2018.

In timpul fermentatiei alcoolice se formeaza si acetat de izoamil, care este
unul dintre principalii responsabili de aroma vinurilor tinere. Pe parcursul maturarii
si Invechirii, aceastd aroma diminueaza in paralel cu scaderea continutului 1n acetat

de izoamil, pentru ca in final sd dispara.
M/SD ACTAL ETA MeOH 2BTOH 1PROH 2M-1PROH ISA 1BTOH 1PTOH ETL

CS018 8.53 117.43 144.89 1.16 8.05 28.47 2.36 1.52 0.32 196.55
3.82 31.67 24.13 0.10 5.23 24.25 1.24 0.26 0.13 10.80
CS019 1.55 104.72 176.32 11.63 20.98 1.00 1.82 0.31 198.76
0.22 29.22 54.26 0.69 4.19 0.01 0.83 0.04 9.28
CS020 0.52 149.45 140.19 15.00 23.68 0.35 1.41 224.73
0.12 29.64 66.28 0.41 3.41 0.64 0.11 38.00
CS021 0.65 96.76 226.77 19.32 21.23 1.10 1.68 206.97
0.30 12.36 31.73 2.64 1.93 0.09 0.11 25.45
CS118 9.41 88.69 121.63 10.75 34.52 2.70 1.29 144.44
2.23 23.37 44.61 1.92 8.85 1.36 0.10 32.38
CS119 0.79 112.25 160.26 10.80 26.54 1.13 1.79 0.17 239.39
0.11 3.11 3.07 1.53 10.67 0.67 0.30 0.12 20.76
CS120 0.77 100.85 183.44 20.75 31.34 1.72 2.23 214.60
0.13 6.85 13.12 0.77 7.35 0.11 0.46 15.53
CS121 0.80 91.93 210.53 13.44 27.67 1.48 1.10 242.86
0.07 2.23 13.26 0.62 9.12 0.32 0.61 3.21
CSRO18 0.72 75.84 20.84 60.95 7.19 1.87 1.75 312.25
0.30 2.00 3.27 13.43 0.98 0.78 0.32 7.00
CSRO19 1.69 37.64 22.46 1.67 18.94 7.99 2.77 1.01 182.01
0.30 12.05 1.54 0.11 2.37 1.17 1.32 0.12 17.22
CSR020 8.32 118.35 26.29 12.64 9.97 0.94 1.11 408.77
1.86 13.34 4.76 1.59 1.09 0.01 0.15 115.80
CSR021 0.70 42.50 18.95 21.76 9.41 1.40 1.25 344.73
0.06 4.07 8.48 10.95 2.72 0.44 0.22 16.49
CSR118 0.86 94.05 24.72 435 69.08 6.31 1.35 1.03 265.00
0.10 8.62 4.76 1.05 0.89 2.18 0.07 0.33 29.48
CSR119 1.77 106.24 30.68 13.67 10.57 0.98 1.22 259.19
0.69 20.85 3.45 1.33 0.96 0.02 0.15 45.14
CSR120 1.23 48.34 2091 30.84 7.68 0.88 1.22 324.67
0.35 6.07 0.18 11.44 1.83 0.24 1.29 11.95
CSR121 1.76 16.95 18.33 41.74 9.04 1.17 1.32 328.37
0.49 9.56 6.69 21.40 2.78 0.90 0.58 23.79

Tabel 10.1. Nivele compusi volatili Cabernet Sauvignon, varianta +SO, (CS1) si varianta —
SO; (CS0) si Cabernet Sauvignon roze, variantele +SO; (CSR1) si respectiv —SO; (CSR0).
Table 10.1. Volatile compound levels Cabernet Sauvignon, variant +SO2 (CS1) and variant
-SO; (CS0) and Cabernet Sauvignon rosé, variants +SO, (CSR1) and -SO, (CSRO)
respectively.
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In contextul probelor aflate in lucru si contrar observatiilor, o descrestere ISA
s-a constat doar in cazul FRFO care a prezentat o evolutie negativa in sensul scaderii
concentratiilor monitorizate, coeficientul de corelatie fiind de 0.54. Valoarea pozitiva
este calculatd pe baza probelor FRF021 care au fost considerate mai proaspete, iar
pentru corelatie s-a utilizat probele FRF020, FRFO019 si respectiv FRF018.

Acetatul de izoamil (ISA), care poate contribui la o aroma fructata descrisa
ca banana, a fost semnificativ crescut in tratamentele cu taninuri, unde concentratiile
au fost mai mici de 10 mg/L, dar totusi au depasit limita de perceptie de 0.26 mg/L
(Chen s.a., 2016). Cele mai scazute valori au fost obtinute intr-adevar pentru ISA,
nivelul concentratiilor fiind intre 1.48 + 0.73 mg/L pentru CS0, 1.72 + 0.58 mg/L CS1
si nivele de 4.80 +2.04 mg/L FRFO, respectiv 3.67 = 2.41 mg/L pentru FRF1. Aceste
niveluri se explica prin stabilizarea echilibrelor de esterificare care au dat reactii de
hidroliza sau reactii chimice cu acizi organici (Makhotkina si Kilmartin, 2012).
Prezenta ISA nu a fost influentatd de SO,, singura diferenta fiind data de FRF pentru
care diferenta a fost semnificativa in evaluare la comparatia bazata pe testul Tuckey
HSD, p<0.05. Pe de altd parte se observa cd la evaluarea intre tratamente,
concentratiile ISA au fost usor superioare in cazul probelor la care s-a administrat
SO, in raport cu probele fara sulfiti adaugati ceea ce a dat un caracter de prospetime
usor mai ridicat al vinurilor. Pe de alta parte, asa cum s-a mentionat anterior, o proba
unde s-a confirmat evolutia in sensul scaderii nivelelor de izoamil acetat a fost FRFO0,
in rest concentratiile au prezentat evolutii diferite Tn sensul cresterii concentratiilor pe
perioada monitorizarii.

Esterii acidului acetic, de exemplu, hidrolizeaza mai repede la pH 3.0 decat
la pH 3.7. Din aceastd cauza aroma fructuoasd de fermentatie, datoratd esterilor
acidului acetic (acetat de izoamil, acetat de hexil, acetat de feniletil etc.) dispare din
vinul tanar cu atat mai repede cu cat temperatura de pastrare in vederea maturarii este
mai ridicatd. (Parker s.a., 2018). In aceste conditii pentru studiul analizat, ca esteri ai
acidului acetic s-au monitorizat ETA si respectiv ISA. Atat timp cat concluzia variatiei
de pH determind modificari care au impact asupra calitatilor senzoriale, s-a constatat
faptul ca stabilitatea pH nu a determinat modificari importante ale continuturilor celor
2 esteri inclusi. In aceste conditii, dupa cum se observi in fig. 10.4 evolutiile vinurilor
au fost similare din punct de vedere a tipului de vin. S-a considerat cd aroma
caracteristicd fructuoasd de fermentatie are perspectiva de a se mentine in cazul
probelor analizate, atét timp cat evolutia ISA si respectiv ETA s-a mentinut in limite
cuprinse intre 0.83 = 0.2 mg/L si respectiv 7.04 + 5.58 mg/L in cazul probelor fara
SO, adaugat. In contextul evolutiilor se constati ca doar ISA a prezentat coeficient
de corelatie negativ in raport cu pH ceea ce a indicat o descrestere a valorilor Tn raport
cu acest parametru.

Acidul lactic este insotit In vin de esterii sai izoamilic, izobutilic si, in mod
deosebit, etilic, cel care 1i imprima un miros fin si placut, intregindu-i subtil aroma.
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M/SD  ACTAL ETA MeOH  2BTOH  IPROH  2M-1PROH 1S4 IBTOH  IPTOH ETL

FRO18 1.78 36.99 24.13 34.35 6.84 241 0.99 216.02
0.68 5.00 4.05 24.66 5.83 1.38 0.28 0.99

FRO19 0.25 38.11 47.83 3.31 17.71 8.21 4.12 0.65 3.75 111.89
0.26 14.49 9.35 2.60 6.09 6.97 2.18 0.22 2.17 10.05

FR020 211 38.40 24.59 47.27 10.11 2.39 0.88 23451
1.39 12.79 7.38 7.54 2.61 1.37 0.20 26.27

FRO21 8.08 38.22 39.32 22.73 10.15 0.83 0.56 259.34
2.28 8.13 8.41 3.60 1.38 0.02 0.06 44.96

FR118 4.30 37.97 39.92 33.24 8.20 0.93 0.82 130.67
0.69 5.94 6.52 4.62 1.01 0.03 0.08 4.06

FR119 0.82 32.98 48.44 4.54 16.37 9.55 2.15 0.83 91.54
0.34 7.99 12.31 1.76 8.36 5.37 1.47 0.25 5.75

FR120 2.19 50.14 26.00 57.18 11.02 2.83 1.44 241.50
121 18.96 14.23 10.82 0.62 0.42 0.43 3.02

FR121 1.00 46.61 21.99 52.51 12.41 2.22 0.68 239.48
0.52 10.75 5.74 4.71 0.98 0.59 0.15 18.74

FRF018 3.55 50.92 35.00 10.59 7.82 2.89 0.57 130.49
0.53 7.78 2.32 0.33 0.26 0.05 0.01 17.12

FRFO019 5.24 49.66 36.84 11.13 8.09 3.04 0.56 140.62
0.74 4.92 1.27 1.08 0.72 0.22 0.05 1.36

FRF020 8.02 43.82 29.04 20.11 8.59 7.04 2.84 257.19
4.58 28.75 4.96 32.69 1.60 5.58 1.77 63.01

FRF021 4.99 39.37 29.12 11.45 7.96 7.23 1.85 275.34
2.63 9.37 5.00 8.50 2.29 4.03 0.56 21.62

FRF118 1.88 59.03 31.53 63.34 9.82 0.85 1.10 0.16 181.16
0.34 9.60 6.56 7.95 0.92 0.01 0.14 0.01 36.28

FRF119 2.51 50.50 3171 20.81 36.49 9.41 2.45 1.07 292.11
0.27 23.00 3.62 32.09 24.23 7.49 1.43 0.05 46.70

FRF120 1.18 36.45 27.92 2.24 47.63 10.81 2.46 0.93 267.22
0.35 9.31 3.29 0.53 5.47 2.20 1.37 0.16 29.36

FRF121 1.02 33.44 26.56 3.50 60.35 7.62 1.86 0.69 286.15
0.29 16.76 1.33 1.22 13.61 1.03 0.72 0.14 24.19

Tabel 10.2. Nivele compusi volatili Feteasca regald, FR linistit (FRI(+SO2)/FR0(-S02)) si
Feteasca regala Frizzante (FRF1 (+SO2)/FRF0(-SO2)).
Table 10.2. Volatile compound levels Royal Feteasca, quiet FR (FR1(+S02)/FRO(-SO2)) and
Feteascd regald Frizzante (FRF1 (+SO2)/FRF0(-SO2)).

Exista parerea ca, pe masura cresterii continutului de lactat de etil, in timpul

maturarii si Invechirii vinului, calitatea acestuia se Tmbunatateste (Maylona s.a.,
2016). Corectiile de aciditate si respectiv valorile de pH ale vinurilor incluse in studiu
au determinat valori constante ale parametrului pe perioada de monitorizare, valorile
constante fiind proportionale cu variatiile de pH, lipsa de variabilitate fiind
confirmata de coeficientii de corelatie de 0.140 pentru probele la care nu s-a adaugat
SO, (CS0, CSRO, FRO si FRFO) si respectiv 0.077 (CS1, CSR1, FR1 si FRF1) pentru
probele la care s-a administrat SO, ceea ce indica valori constante din punct de vedere
a variatiei de pH si respectiv valori ale ETL.

Lactat de etil (ETL) a avut valori diferite de concentratie 1n raport cu soiurile
incluse 1n studiu. Valorile mai mari In raport cu ceilalti esteri se explica prin faptul ca
vinurile fard SO, si vinurile rosii au suferit fermentatie malolactica (Arapitsas s.a.,
2018). In ceea ce priveste vinurile fard SO,, valorile ETL sunt mai mari decat valorile
pentru vinurile cu SO, FRFO (199.14 + 40.10 mg/L) si respectiv FRF1 (259.69 +
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55.20 mg/L) si respectiv Feteasca regald FRO (205.44 + 35.62 mg/L), de asemenea
FR1 (175.75 = 14.22 mg/L) (fig. 10.4).
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Figura 10.4. Variatiile corelate pentru acetat de etil (ETA), lactat de etil (ETL) si acetat de
izoamil (ISA) in functie de variatia de pH.
Figure 10.4. Correlated variations for ethyl acetate (ETA), ethyl lactate (ETL) and isoamyl
acetate (ISA) as a function of pH variation.

Cabernet Sauvignon rose a avut un comportament diferit, cu valori mai mari
decat vinurile albe si CS, astfel s-au produs concentratii de 317.15 + 76.15 mg/L
(CSRO) si 324.46 + 43.67 mg/L. Rezultatele mai ridicate obtinute n cadrul probelor

CSR pot fi explicate de utilizarea in faza fermentativd a unui amestec format de

sl
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taninuri condensate provenite din specii exotice, taninuri estrase din seminte de
struguri si taninuri extrase de castan. In combinatie cu beta-glicozidaza, s-au creat
conditiile pentru care s-a produs eliberarea de substante odorante din precursori
monoglicozilati inclusi prin utilizarea amestecurilor taninice mentionate (Harald si
Kiro, 2018).

Literatura a raportat valori intre 5.0 — 8.0 mg/L pentru ETL in cazul vinurilor
fara fermentatie malolactica (Lasik-Kurdys$ s.a., 2018), dar nivelurile gasite in acest
experiment se pot explica prin corectarea aciditatii cu mai multe doze de acid lactic,
astfel Incat valorile ridicate de ETL pot fi asociate cu continutul de acid lactic introdus
in ultima etapa a vinificatiei.

Mai mult, aplicarea taninurilor oenologice poate fi consideratd favorabila
pentru alcoolii superiori, unii avand ca si sursd de provenientd aminoacizii
corespunzatori. Cu toate acestea, tratamentul cu taninuri a afectat dezvoltarea
metanolului care a crescut peste limitele tolerante la 130 mg/L, respectiv 5 mg/L, si
ar putea avea un impact usor negativ asupra proprietatilor olfactive (Benito s.a.,
2015).
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Macerarea partilor solide ale strugurilor si ale pielitei in must, care au mai
multe substante pectolitice decat sucul, duce la vinuri cu un continut ridicat de
metanol (Martinez-Pérez s.a., 2020). In vinurile rosii, metanolul are valori mai mari
pentru CSO (172.04 £39.86 mg/L) si respectiv CS1 (168.96 +37.66 mg/L). Nivelurile
sunt comparabile atdt timp cat timp procesele de maceratie si fermentatie si
fermentatie alcololicd/malolactici sunt similare pentru ambele forme de vin. in
acelasi timp maceratia a fost realizatd si In prezenta de taninuri cu rol antioxidant si
respectiv taninuri cu rol in intensificarea culorii, dozele fiind de 30 g/hL. Nu a existat
o corelatie semnificativa intre dozele utilizate si nivelul de metanol in probe. Singura
diferentd semnificativa a fost intre soiuri, acest lucru fiind determinat de concentratia
mai ridicatd de metanol corespunzitoare vinurilor rosii. In aceste conditii, valorile
pentru metanol in cazul vinurilor roze si respectiv albe, s-au situat la nivele net
inferioare fatd de CS. Diferentele nu au fost semnificative la comparatia intre
tratamente, astfel probele CSR au prezentat valori comparabile intre 21.51 £+ 4.65
mg/L si 22.73 + 5.78 mg/L. Comparabil au fost valorile intre FRF si FR ale caror
valori medii au fost de 32.84 + 6.96 mg/L. Valorile mai ridicate ale soiurilor albe,
comparativ cu probele vinificate rose, atat timp cat continutul de metanol nu este
neaparat dependent de maceratie ci mai mult de continutul de substante pectice, este
determinat de faptul ca soiurile albe prezinta un continut cuprins intre 5.5 — 7.2%, iar
soiurile rosii contin aproximativ 4.4 — 5.9% (Sims s.a., 1988).

Formarea mai multor alcooli este rezultatul unor produsi intermediari
rezultati din degradarea carbohidratilor in timpul fermentatiei sau procese de
dezaminare si hidrolizi a aminoacizilor. In aceasti situatie, 2M-1PROH este
rezultatul bio transformarii valinei. Intr-un alt studiu, s-a aritat ca VAL avea valori
mai mici decat dozele tipice de 50 mg/L pentru vinurile albe, 50 mg/L pentru vinurile
rosii si 100 mg/L pentru vinurile frizzante (Zhang s.a., 2015). Cu toate acestea, la
corelatia dintre nivelurile de valind si nivelul de 2M-1PROH, coeficientul a fost de
doar r=-0.28, ceea ce aratd ca transformarea valinei in 2M-1PROH nu a prezentat o
corelatie foarte inaltd. In schimb, la evaluarea pe baza influentei tipurilor de
antioxidanti s-au determinat efecte diferite care constau in influente specifice fiecarui
tip de tip de antioxidant si respectiv de soi. La evaluarea diferentiatd considerand
prezenta SO, ca aditiv, s-a constatat formarea de nivelele usor mai ridicate ale 2M-
1PROH, pentru FRF, valoarea medie fiind dubla 16.67 + 7.50 mg/L (FRF1) fata de
8.10 = 0.99 (FRFO). Influenta acidului ascorbic si a taninurilor cu rol antioxidant si
de Tmbunatatire a structurii au prezentat influenta diferitd, nu in toate cazurile s-au
putut raporta dependente intre 1-valina si formarea de 2M-1PROH. Continuturile de
2M-1PROH si I-VAL nu au prezentat corelatie, doar in cazul amestecului de TVS-
TVC-TG (Tanin VR Supra, Tanin galic) (Blateyron s.a., 2001). Doar probele CSO si
respectiv FR1 au determinat in ambele cazuri corelatii care au prezentat o dependenta
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invers proportionald cu l-valina. Astfel coeficientul de corelatie este r=-0.53
(p=0.077), ceea ce indica posibila sursa l-valina (Hernandez s.a., 2002).

Nivelele mai ridicate de 1BTOH pentru vinurile rosii de tip Cabernet
Sauvignon, soi care este predispus la nivele de alcooli superiori mai ridicate (Chira
s.a., 2011). Nivele care s-au situat la concentratii de 1.44 £0.48 mg/L (CS0) precum
si nivele de 1.49 = 0.41 mg/L (CS1). Regula de producere a nivelelor mai ridicate ca
urmare si a specificitatii metodei de maceratie-fermentatie concomitente, precum si
a caracteristicilor specifice de soi, a facut ca nivele de 1IBTOH sa fie mai ridicate
decat in cazul vinurilor albe si roze. In aceste conditii 1-butanolul (IBTOH) a avut
niveluri mai scazute decat ceilalti alcooli, cu concentratii medii intre 1.49 + 0.62 mg/L
pentru FRFO si 1.31 + 0.48 mg/L pentru FRF1. Nu au fost diferente semnificative
intre soiuri in ceea ce priveste continutul de dioxid de sulf, singura exceptie fiind
diferenta dintre tipurile de vin linistit 0.78 £+ 0.20 mg/L (FR1) si respectiv 1.49 + 0.62
mg/L (FRF1) pentru varianta frizzante (p=0.0017).

1BTOH cat si IPROH prezinta nivele ridicate in cazul in care vinurile sunt
alterate. Concentratiile atinse ca urmare a alterarii vinurilor pot fi determinate de
diversele tipuri de procese degradante precum oxidare, incarcaturd microbiana sau
temperaturi ridicate si conditii necorespunzatoare de temperaturd. Nivelele de
IBTOH corespunzatoare pentru vinurile degradate s-au raportat ca fiind cuprinse
intre 10 si 100 mg/L (Padilla s.a., 2016).

Pe de alta parte, concentratiile de 1PROH prezinta ca si sursa de produce
biosinteza levuriand avand ca sursd metabolizarea l-treoninei prin intermediul
acidului ceto-butiric. Avand in vedere variatia monitorizata intr-un interval de timp
similar cu I-treonina, s-a constatat cd nu in cazul tuturor soiurilor s-a putut efectua o
corelatie directd intre nivelele de TRE si respectiv 1IPROH. (Yin s.a., 2021) Doua
situatii particularizate s-au putut identifica, astfel soiurile CS si respectiv FRF au
prezentat corelatie directd, in schimb soiurile CSR si respectiv FR au prezentat
corelatie inversd. Doar in cazul FR coeficientul de corelatie r=-0.40 a fost
reprezentativ pentru tendinta descrisd de modelul de variatie invers proportional
stabilit intre TRE si 1PROH. Pentru CS si FRF evolutiile au fost pozitive, astfel
cresterea 1PROH a avut aceeasi tendintd cu TRE, in conditiile in care coeficientii de
corelatie au fost de 0.51 (p=0.009) si respectiv 0.42 (p=0.037) (fig. 10.5).

174



Categ. Scatterplot: L-TREONINA vs.1PROH
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Figura 10.5. Variatiile corelate pentru 1- propanol (IPROH) in functie de variatiile
concentratiilor de |-treonind.

Figure 10.5. Correlated variations for 1-propanol (1IPROH) as a function of variations in I-
threonine concentrations.

Factorii de corelatie independenti aratd posibila cale de formare prin
fermentatie heterolactica care poate fi explicatd mai ales in cazul FRF in cadrul
fermentatiei secundare.

De altfel nivelele pentru 1PROH s-au incadrat intre limitele cuprinse intre 10
— 40 mg/L corespunzatoare tipului de fermentatie si a soiurilor incluse in analiza.

Conform datelor obtinute, se remarcé concentratii medii de 14.26 + 2.39
mg/L pentru CS, respectiv 35.15 £ 6.77 mg/L valoare medie obtinutd pentru CSR.
Probele constituite din soiul de Feteasca regala a prezentat concentratii mai mari decat
Cabernet Sauvignon, astfel FR linistit a avut valori de 33.37 + 9.71 mg/L, respectiv
FRF (Feteasca regala frizzante) a avut valori de 30.19 + 12.78 mg/L (Martinez-garcia
s.a., 2017) .

De remarcat este faptul ca valorile pentru probele care au prezentat sulfiti
adaugati prin tratament antioxidant au avut valori mai ridicate decat probele care nu
au avut concentratii de sulfiti suplimentare. In aceste conditii, valorile pentru CS au
fost comparabile 1n valori medii. Astfel CS0O a avut concentratii de 14.06 +2.97 mg/L
(CS0) respectiv 14.46 £ 1.80 mg/L (CS1). In schimb probe CSR au avut nivele de
34.12 £ 7.80 mg/L (CSRO) si respectiv 36.17 £ 5.72 mg/L (CSR1). Nivele
aproximative comparabile au fost probele FRO (30.51 + 10.47 mg/L) si FR1 (36.22 +
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8.94 mg/L), comparabil cu FRFO (15.12 + 10.26 mg/L) si respectiv FRF1 (45.26 +
15.29 mg/L) (Lin s.a., 2020).

In aceste conditii, pentru FRF, mediile inter-tratamente au prezentat diferente
semnificative la testul inter-comparativ ANOVA factorial pentru care valoarea
parametrului de probabilitate p<0.05. Pe de altd iIn ANOVA factorial, testarea inter-
tratamente nu a prezentat probabilitate de diferentiere semnificativa, dar la testarea
intre soiuri s-au produs variatii remarcabile. Considerand probele care au prezentat
adaos de SO, s-au obtinut diferente reprezentative cu P<0.05 intre CS1 si CSRI1
(p=0.015), respectiv CS1 si FR1 (p=0.010) si respectiv CS1 si FRF1 (p=0.00026).

In diferentierea marcati de factorii de probabilitate p determinati, valorile
IPROH pentru CS1 au fost net inferioare fata de cele obtinute la CSR1, FRI1 si
respectiv FRF1. Cum dioxidul de sulf este considerat ca un factor favorizant de
producere a 1PROH, acest fapt ar putea explica nivelele mai ridicate de IPROH care
s-au inregistrat in cazul probelor ce au prezentat sulfiti adaugati.

Mecanismul care a stat la baza efectului de promotor al 1PROH pentru
probele sulfitate este explicat de combinatiile dioxidului de sulf cu diversi compusi,
care odata ce se formeaza, pot creste necesitatea de sulfitare suplimentara, datorita
mecanismelor de combinare cu diversi precursori. Avand in vedere capacitatea de a
combinare a dioxidului de sulf cu produsi cetonici precum acid ceto-2-gluconic, acid
ceto-5-gluconic, ceto-butiric, dioxidul de sulf favorizeaza amplificarea formarii de
alcooli superiori. In aceasta categorie intrd IPROH, 2M-1PROH si 1BTOH. Cu cat
lantul catenar este mai lung, cu atit rapoartele dintre concentratiile alcoolilor
superiori pentru probele de tip sulfitat si respectiv de tip nesulfitat sunt mai apropiate
de 1.0 (Moreno-Arribas s.a., 2005).

Pentru a obtine o intelegere mai comprehensiva a compusilor volatili, analiza
componentelor principale (PCA) (fig. 10.6) fost efectuata pentru a genera o evaluare
a tratamentelor cu taninuri anti-oxidante precum si efectele celor trei tratamente
individualizate la fiecare tip de vin asupra compusilor volatili. Cu o dimensiune
standard unicd, scalele au reflectat rezultatele maparii diferitilor indici de evaluare
(Uysal s.a., 2017).

Ca rezultat, un numar de sase grupuri au putut fi individualizate care au fost
incluse 1n categorii diferentiate pe gradul de contributie la modelul statistic si
considerand compusii volatili si tratamentul aplicat. In cadrul evaluirilor au fost
considerate amestecurile de taninuri si produse antioxidante precum (TVS-TVC-TG)
(84.5 g = 526 g/hL) taninuri cu proprietati antioxidante si taninuri cu rol in
mentinerea culorii la vinuri rosii. Prezenta tratamentului cu adaos de produse de tip
SO»/acid ascorbic (AA) este evidentiat prin grupa care este considerata ca fiind TVS-
TVC-TG-AA (64.08 + 6.23 g/hL) ce prezinta in componenta taninuri galice cu rol in
intensificarea aromelor si reducerea notelor reductive (Ozturk si Anli, 2014).
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In ceea ce priveste caracteristica vinurilor rose CSR1 si CSRO, tratamentele
au fost diferentiate, astfel CSRO a beneficiat de un amestec precursori de glutation,
taninuri condensate si tanin galic (GLC-TC-TB) (53.8 £ 3.5 g/hL), in timp ce
tratamentul SO,/acid ascorbic au beneficiat de un amestec de taninuri condensate si
galice precum (TC) precum si taninuri hidrolizabile din clasa galotaninuri (TB) (TC-
TB-AA) (14.08 =£3.75 g/hL).

Formele FR au prezentat in mare masura aceleasi amestecuri specifice pentru
vinuri albe (TG-TB) (10.5 £ 0.56 g/hL) (taninuri gallice, taninuri condensate),
diferenta Intre probele cu SO, adaugat fiind compensata de nivelurile mai scazute ale
probelor farda SO, addugat (TG-TB-AA) (9.08 + 0.75 g/hL). Probele frizzante au
prezentat doar amestecuri de taninuri galice si galotaninuri (TC-TB) (10.68 + 1.52
g/hL) (FRFO) si respectiv (TC-TB-AA) (9.1 £2.5 g/hL)

In aceste conditii, analiza componentelor principale a fost efectuatd pentru a
oferi o descriere generala a distributiei celor 10 compusi volatili. In cadrul modelului
s-au identificat pana la 4 componente principale, dar a caror pondere in explicarea
modelului este diferita si specifica. Astfel primele 2 componente produc o variatie
totala a modelului de 42.7% cu PC1 (Dim1 — 25.7%) respectiv PC2 (Dim2 — 16.6%).
Nivele scizute sunt determinate de numarul mare de componente individuale si
componente de grupare care sunt implicate. Nivelele, respectiv concentratiile, pentru
compusii volatili sunt distribuite in special dupa componenta Dim1, aceasta fiind si
determinanta in explicarea distributiei.
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Figura 10.6. Analiza componentelor principale pentru evaluarea variatiilor multe in functie
de contributia factorilor principali si complementari de grupare.
Figure 10.6. Principal component analysis to assess multiple variances due to the
contribution of principal and complementary grouping factors.

in analiza componentelor principale, s-au evidentiat mai multe grupe pe baza

similaritatilor si a asemanarilor in ceea ce priveste distributia variabilelor implicate si
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a contributiei acestora la PC1 si respectiv PC2. Prima distributie este influentata in
cadrul pozitiv al PC1 si este formatd din amestecurile TVS-TVC-TG si respectiv
TVS-TVC-TG-AA. Aceste doud tipuri de tratamente s-au aplicat in cazul vinurilor
rosii, ceea ce indicd o influenta asupra acestor categorii de probe. O concluzie este
determinatd de specificitatea modelului care a validat faptul ca tratamentele
mentionate sunt asociate cu probele CS. O altd grupa este individualizata de
amestecurile TC-TB care au format o grupare cu un grad de generalizare mai ridicat
ce se distribuie simetric intre PC1 si respectiv PC2. Probele incluse au fost constituite
din complexul testelor aplicate pentru FRFO (FRF020, FRF021, FRF019 si FRF018)
care s-au situat in pozitie simetrica fatd de FR1( FRF121 FRF120, FRF119, FRF118).
In acest context s-a situat si analiza varietitii FR care s-a intersectat cu clusterul
format de FRF si respectiv CSR. Aceasta situatie este determinatd de taninurile
condensate care au fost utilizate in cazul tuturor vinurilor care au fost analizate.

Pe de alta parte, analiza componentelor principale a fost efectuatd pentru a
oferi o descriere generald a distributiei a 16 compusi volatili. In cazul esterilor,
inclusiv acetatul de etil si lactatul de etil au contribuit semnificativ la PC 2. in acelasi
timp, alcoolii au contribuit semnificativ la PC1, in special alcoolii superiori, cum ar
fi MeOH, 2M1PROH, IBTOH care au fost plasati pe partea pozitiva a PC1. in
schimb, 1BTOH, 1PROH au fost distribuiti pe partea negativda a PC1 ceea ce indica
faptul cé aplicarea anumitor tratamente au influentat in mod negativ concentratiile
acestor compusi. In ceea ce priveste ETL si ISA au fost influentate de PC2. Asa cum
se observa, factorii care au influentat PC2 au fost pH si respectiv concentratiile de
SO,. Astfel ETL a prezentat o corelatie direct proportionald cu concentratiile de SO,
dar ISA a prezentat variatie invers proportionald cu prezenta SO, si direct
proportionald cu pH-ului.

10.5 Concluzii

Nivelul unor compusi de aromd s-a dovedit a fi specific pentru fiecare
varietate. Acetaldehida, acetatul de etil, 1-butanolul si lactatul de etil au prezentat
valori constante. Pentru varietatile fard dioxid de sulf, valorile au fost usor mai
ridicate, dar probele si-au mentinut aroma tipica.

Cand testul Tukey HSD a fost aplicat, intre probele cu SO2 si fard SO2, s-au
obtinut diferente statistice pentru 1-propanol (Cabernet Sauvignon rosé¢), 2-
metilpropan-1-ol, izoamil acetat si 1-butanol. Ultimii trei compusi au variat pentru
Feteasca regald Frizzante, varietatea care a avut cele mai semnificative variatii, dar
in acest caz valorile pentru probele fara dioxid de sulf au fost mai mari.
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11 ANALIZA SENZORIALA iN ACORD CU EVOLUTIA
OXIDATIVA A VINURILOR

11. SENSORY ANALYSIS ACCORDING TO THE OXIDATIVE
EVOLUTION OF WINES

11.1 Context

Intensitatea aromei este parametrul considerat cel mai important in acest
studiu, deoarece fermentarea vinurilor in prezenta formelor alternative de conservare
a calitatilor generale a avut scopul de a imbunatéti profilul aromatic al vinurilor
produse in acest fel. De asemenea, tratamentul cu tanin a fost, de asemenea, un factor
sd conserve al aromei primare si aromei de fermentatie a vinurilor, fara procese de
oxidare suplimentare.

11.2 Materiale si metode

Pentru analizele senzoriale s-au folosit probe reprezentative din fiecare
varianta. Analizele senzoriale au fost efectuate cu un panel de degustatori format din
8 persoane, in conformitate cu metodologia dezvoltata si aprobata in prealabil.

De pe foaia de evaluare au fost selectati urmatorii parametri ca fiind
reprezentativi pentru acest tip de mostre. Avand 1n vedere caracterul vinurilor cu si
farad adaos de sulfiti, s-au configurat 3 seturi de parametri care sa cuprindd o gama cat
mai larga de evaluari. Descriptorii vizuali au urmarit variatii de la aspectul specific
de soi al fiecarui tip, variatii care sa urmareasca eventuale modificari ale aspectului
ca urmare a unor procese de oxidare, complexare proteica, depuneri tartrice,
degradarea compusilor de culoare din vinuri. Parametrii olfactivi au fost selectati
pentru a defini tipicitatea senzoriald, regasirea aromelor varietale dar si a eventualelor
modificari specifice dezvoltate in urma utilizarii substantelor care au fost implicate
in vinificatie. S-au folosit termeni precum fructat, floral, condimentat, lemnos,
mineral sau toate celelalte arome specifice fiecarui tip de vin. Parametrii gustativi au
urmarit evaluarea dulcetii, astringentei, amaéraciunii, persistentd precum si
intensitatea aromelor corespunzatoare. Parametrii sunt evaluati pe scale de intensitate
continue cu o valoare maxima de 10, ancorate cu descriptorii corespunzatori.

Semnificatia valorilor obtinute pentru diferiti parametri senzoriali a fost
testatd cu ajutorul analizei one-way ANOVA 1n TIBCO Statistica 14, iar pentru
comparatia multipla a diferentelor medii s-a folosit analiza post-hoc Tukey. Media
care difera semnificativ fata de celelalte este indicata cu litere diferite, in timp ce o
litera similara inseamna ca nu exista o diferentd semnificativa Intre acele grupuri la p
>0.05.

Pentru ca degustitorii de vin sd poatd compara mostrele Intr-un mod
semnificativ, variantele au fost grupate in functie de componenta antioxidanta
principalad (SO,). Astfel, au fost formate urmatoarele grupuri (tabel 11.1).

179



Soi Probe +50: Probe - SO>

Cabernet Sauvignon | Cs1 CSO
Cabernet Sauvignon roze | CSR1 CSRO
Feteasca regald | FR1 FRO
Feteasca regala Frizzante | FRF1 FRFO

Tabel 11.1. Codificarea probelor incluse in studiul de testare a pofilelor senzoriale.
Table 11.1. Coding of samples included in the sensory profile testing study.

11.3 Rezultate si discutii

Toti descriptorii corespunzatori fiecarei serii pot fi consultati in tabelele 11.2
si respectiv 11.3. Dupd cum se poate observa, profilurile corespunzitoare acelorasi
vinuri sunt definite in functie de tehnologia de vinificatie, care este diferentiata prin
utilizare de SO, /acid ascorbic si respectiv taninuri pentru stabilitate biochimica si
antioxidantd. Pentru tehnologia secundard s-a considerat fermentatia malolactica,
vinificatia vinurilor in sec si respectiv utilizare de taninuri cu caracter antioxidant.

In conformitate cu grupurile descrise in tabelul 11.1, au fost determinate
profilurile senzoriale generale ale grupurilor, pe baza mediei fiecirui parametru
pentru grupul respectiv. In plus, in tabelele 11.2 si 11.3 sunt incluse rezultatele testului
post-hoc Tuckey. Al doilea obiectiv a fost de a compara analiza senzoriala intre
vinurile fara sulfiti (-SO>) si vinurile de referintd (+SO,), pentru a determina daca
vreunul dintre noile soiuri ar putea induce caracteristici organoleptice similare sau
mai bune.

Pentru a verifica daca diferentele detectate in profilul senzorial au rezultat in
vinuri cu caracteristici senzoriale diferite, rezultatele analizei senzoriale s-au grupat
in harti radar. Dupa cum se aratd in fig. 11.1, vinurile din experimentele —SO, si +SO»
au prezentat cele mai mari valori pentru descriptorii vizuali, In cazul tuturor tipurilor
de probe. In ceea ce priveste evaluarea culorii, se poate observa ci probele -SO; au
prezentat valori mai mari tonalitatilor care anticipau modificdri de culoare
caracteristice proceselor de oxidare. Astfel pentru CS s-a considerat tonalitatea rosu-
brun, CSR (roz cupru), iar pentru FRF (galben-auriu) si respectiv FR (galben —
miere). Profilurile generale ale grupurilor sunt prezentate in fig. 11.1 (a, g, d, j).

Caracteristica este relevatd de scorurile mai ridicate care au fost in favoarea
probelor fara SO,, CS0 (6.0 + 0.2) in raport cu CS1 (5.5 £0.5); CSRO (4.67 £ 0.6) in
raport cu CSR1 (1.67 = 0.2). in mod similar FRO a prezentat o variatie mult
amplificatd 6.60 + 0.25 fatd de 2.67 £ 0.25 (FR1), similar pentru (FRFO0) care a avut
valori de 3.80 + 1.2 fata de FRF1 (2.00 + 0.2). Datele sunt in acord cu tonalitatile de
tip somon pal (6.88 = 0.15) (CSR1), galben-verde pal 5.25 + 0.2 (FRF1) si respectiv
galben — verde pal (6.13 + 0.5) (FR1). Aceste valori sunt In acord cu parametrii
CIELab obtinuti pentru vinurile fara SO», deoarece aceste vinuri au prezentat valori
mai mari ale lui a* si b*.
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DESCRIPTORI VIZUALI DESCRIPTORI OLFACTIVI DESCRIPTORI GUSTATIVI
CABERNET SAUVIGNON
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Figura 11.1 Graficele hartilor radar corespunzatoare rezultatelor analizelor senzoriale
pentru vinurile incluse in studiu.

Figure 11.1 Graphs of the radar maps corresponding to the results of the sensory analyzes for
the wines included in the study.
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Cabernet T-tests; Grouping: TIP  Cabernet T-tests; Grouping:

Sauvignon DE VIN (CSR) Sauvignon (CS) TIP DE VIN (CS)
Rose (CSR) Group 1: +S0O2 Group 1: +SO2
Group 2: -SO2 Group 2: -SO2
CSR1 CSRO p CS1 CsO p
Somon pal SP 6.88 4.00 0.12  Rosu rubiniu RR 175 380 0.11
Roz Piersicd RP*  3.80 6.63 0.03 Rosu violet RV 167 275 0.50
Roz cupru RC 1.67 4.67 0.20 Rosu brun RB 550 6.00 0.65
Mar verde MV* 514 2.57 0.00 Cirese/visine C/V 438 563 0.18
Citric C 4.13 3.38 0.43 Marmelada M 400 313 051
Vegetal \Y 3.50 3.71 0.86 Fructe de FP 463 525 052
pddure

Mineral Mn 3.38 3.50 0.82  Prune uscate PU 6.14 400 0.09
Fructe exotice ~ FE 4.71 443 0.80 Condimente C 488 575 041
Trandafir T 4.50 3.67 0.47 Cafea Cf 400 380 0.83
Floride camp  FC 5.00 3.83 0.19 Ciocolata Ci 438 4.67 0.79
Ananas A 3.43 3.00 0.73  Stejar/lemn S/IL 488 4.00 0.50
Piersicd P 4.25 3.71 0.61 Vegetal/lerbos V/I 320 357 0.80
Capsuni Cp 3.50 3.67 0.89  Piele tabacita PT 400 483 0.54
Miere M 4.00 2.33 0.37  Onctuos Onc 3.88 4.38 0.55
Fan cosit FCs 2.80 2.83 0.97 Acid A 525 4.00 0.10
Acid A 4.63 5.13 0.55 Dulce D 3.00 338 0.65
Dulce D 4.29 2.75 0.08 Amar Am 414 314 0.32
Amar Am 271 4.29 0.08 Astringent As 463 463 1.00
Texturd T 5.00 5.13 0.88  Persistentd P 6.50 6.13 0.58
Persistenta P 6.43 6.13 0.48  Structurd S 563 6.38 0.25

* diferenta statistica semnificativa (p<0.05)
Tabel 11.2. Evaluarea parametrilor senzoriali pentru CSR (Cabernet Sauvignon Roze) si (CS)
Cabernet Sauvignon
Table 11.2. Evaluation of sensory parameters for CSR (Cabernet Sauvignon Rose) and (CS)
Cabernet Sauvignon

Continutul total de fenoli (IFC), activitatea antiradicalara (IC50) si parametrii

cromatici L, a*, b* au fost corelati n raport cu evaluarea nuantelor caracteristice
fiecarui tip de vin. Luminozitatea (L*) nu fost corelata pozitiv puternic cu parametrul
cromatic b* si oxidarea, dar a prezentat cateva corelatii In raport cu senzatia de galben
auriu (FRFO). Pe de alta parte, aceeasi senzatie de galben auriu s-a corelat cu dozele
de taninuri adaugate (r=0.94) ceea ce este si de asteptat deoarece aceste amestecuri
au rolul de a oferi prospetime vinurilor analizate. Aceeasi variatie s-a considerat in
considerand parametrii de luminozitate a* in raport cu senzatia de galben-verde pal
si cu senzatia de miere-auriu pentru FRO. intr-adevir, daca se considera faptul ca
parametrul b* este corelat cu oxidarea, se poate observa corelatia sa directd cu
tonalitatea de auriu — miere, confirmatd de un coeficient de corelatie =0.890. De
remarcat este ca luminozitatea s-a corelat si cu continuturile de flavone la FRO unde
coeficientul de corelatie au fost r=0.74 (p<0.05) si Tn mod direct cu dozele de taninuri
adaugate (r=0.78). Considerand dinamica de legaturd cu parametrii de oxidare, se
observa aceeasi discutie a parametrului de tonalitate b* cu evaludrile obtinute cu
aspectul de roz — piersica.

182



In ceea ce priveste descriptorii olfactivi (fig. 11.1(b, ¢, h, k)), s-a efectuat
incadrarea acestora pe grupe caracteristice. Astfel s-au grupat pe categorii ca si arome
florale, arome vegetale, fructate (fructe exotice, fructe rosii si citrice si condimentate).
Pe de alta parte s-a realizat si grupa aromelor secundare in care s-au introdus aromele
autolizate (onctuos) si aromelor de stejar, dar si tertiare in categoria celor
caracteristice maturarii la sticld (marmelada, piele tdbacita, prune uscate) si respectiv
oxidare deliberata (cafea, ciocolata).

Feteasca regala T-tests;  Grouping: Feteasca T-tests; Grouping:
frizzante TIP DE VIN (FRF) regald TIP DE VIN (FR)
Group 1: +SO2 Group 1: +SO2
Group 2: -SO2 Group 2: -SO2
FRF1 FRFO p FR1 FRO p
Galben-verzui G/V 525 3.80 021 Galben-verde G/V* 6.13 275 0.02
pal
Galben-auriu G/IA* 267 6.60 0.00 Galben-mediu G/M 3.00 513 0.19
Galben-pai G/P 400 575 014 Auriu-miere A/M 200 380 0.29
Perlaj Pr* 413 613 0.03 Verdelvegetal Vd/V 513 288 0.05
Verde/vegetal VIG 386 429 074 Mineral Mn 413 286 0.12
Citrice C 425 575 0.14 Citric C 450 271 0.06
Bomboane/jeleu  B/J 400 400 100 Fructecoapte FfC 3.00 4.13 0.40
Mar M 3.63 4,75 0.19 Fructe exotice FE 467 357 041
Piersica P 433 400 0.83 Fructeuscate FU 320 3.88 045
Pepene galben PG 400 400 100 Fructeverzi FV 463 314 0.28
Flori de soc FS 467 343 0.18 Fan cosit FCs 3.75 350 0.83
Maia Ma 333 571 006 Floridecamp FC 486 3.13 0.15
Banana verde BV 386 414 0.81 Condimente C 283 317 0.70
Acid A* 425 625 0.00 Miere M 260 371 0.38
Dulce D* 571 183 0.00 Vanilie \Y 200 250 0.67
Amar Am 400 3.00 043 Migdale Mg 233 367 044
Sarat S 229 333 027 Cafea cf 295 233 053
Texturd T 413 538 0.16 Caramel C 250 240 0.93
Persistentd P> 438 625 001 Acid A* 6.38 457 0.05
Dulce D* 3.63 183 0.04
Amar Am 271 443 0.05
Textura T 463 3.88 0.30
Persistentd P 575 475 0.28

* diferenta statistica semnificativa (p<0.05)
Tabel 11.3. Evaluarea parametrilor senzoriali pentru FRF (Feteasca regald Frizzante) i (FR)
Feteasca regala
Table 11.3. Evaluation of sensory parameters for FRF (Fetasca regala Frizzante) and (FR)
Fetasca regala

Probele de vin supuse sulfitarii au prezentat arome mai puternice pentru

arome fructate in cazul tuturor tipurilor de varietdti incluse in studiu: CSR1 (3.95 +
1.25), FR1 (4.27 £ 1.52) si respectiv FRF1 (4.58 + 2.12). Cu toate ca valorile notelor
florale sunt mai scazute, este de remarcat faptul ca la valori medii nu reprezinta valori
semnificativ statistice fatad de probele fara adaos de sulfiti.

Totodata, nota mai puternica de fructe coapte detectatd in vinurile —SO» ar
putea fi explicatd prin continutul mai mare de compusi volatili de oxidare
caracteristici notelor fructate si in special fructe "prajite" (Prida si Chatonnet, 2010).
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Cu toate acestea, se remarca valori mai ridicate ale probelor de tip FRO de 4.13 +0.25
(fructe coapte/fructe verzi) si respectiv 3.00 + 0.52 (FR1), in conditiile In care pentru
valorile aferente Feteasca regald Frizzante se remarca superior perceptia de mar copt
pentru FRF1 (4.75 + 0.23) in raport cu FRF0 (3.63 £ 0.25). Pentru varietatea de tip
CSR, se remarca valori superioare ale aromelor de tip capsuni (3.67 + 1.74) si
respectiv piersicd 3.71 £ 0.25 in raport cu 3.50 & 0.74 pentru CSR1.

In schimb, multe proprietiti au fost promovate semnificativ prin adiugarea
de taninuri, in special la nivelul perceptiilor privind corpul, astringenta, intensitatea
culorii si calitatea aromei, care contribuie pozitiv la aroma si senzatia in gurd a
vinului. Kai Chen s.a. (2016) au atribuit faptul cd complexitatea aromei, aromele
fructate si florale pot fi imbunatatite in timpul procesului de maturare a vinului prin
adaugarea de proantocianidine oligomerice, care sunt componente fenolice principale
al taninurilor de sdmburi de struguri. Acestea influenteazd pozitiv dezvoltarea
alcoolilor superiori, fapt remarcat si de analiza compusilor volatili a caror valori au
fost superioare fata de probele care au avut administrat SO,. Aspectul este explicat de
faptul ca alcoolii superiori considerati sunt arome de fermentatie n conditiile in care
doar pentru CS s-au adiugat taninuri stabilizatoare inca din timpul fermentatiei. in
schimb, nivelele unor esteri, precum acetatul de etil, acetatul de izoamil si lactatul de
etil au fost comparabile, doar valori mai ridicate s-au inregistrat pentru lactatul de
etil.

Cu toate ca aromele fructate au fost promovate semnificativ prin adaugarea
de taninuri TG (taninuri galice), aroma vegetald a aritat un rezultat opus. In plus,
taninul din coaja de strugure (TC) are efecte paralele cu tratamentele TG asupra
fiecarui indicator. Compardnd cu vinurile tratate exclusiv cu taninuri pentru
tratamente antioxidante, aceste tratamente au crescut semnificativ astringenta vinului,
ceea ce ar afecta echilibrul. Rezultatele au indicat faptul ca parametrii pentru probele
tratate cu taninuri au prezetat evaludri usor mai ridicate in raport cu probele la care s-
a utilizat SO,. Astfel pentru CS0 valoarea medie pentru parametrii corespunzatori
aromelor primare sunt de 5.44 £ 0.56 (CSO0) in raport cu 4.51 £ 0.65 (CS1), dar la
nivelul aromelor secundare 4.19 + 1.32 (CS0) raportul a fost invers 4.38 + 0.66 (CS1),
tendinta fiind remarcabila si pentru aromele tertiare 4.09 £+ 0.66 (CSO0) in raport cu
4.50 £ 1.65 (CS1).

Evaluarea senzoriald a indicat cd momentul si metoda de inoculare a
fermentatiei malolactice (MLB) au afectat semnificativ gustul si aroma vinurilor. In
general, fermentatia malolactica a diversificat profilul aromatic. Vinurile co-inoculate
au fost observate sa aiba niveluri mai ridicate de senzatii fructate, proaspete si florale
decéat vinurile care au folosit fermentatia malolactica secventiala. Procesul spontan a
fost perceput ca producand vinuri cu arome mai untate si amarui. Aromele placut
echilibrate de unt si nuca au fost de asemenea géasite in vinurile co-inoculate (CSO
(4.38 £ 0.52)), FRFO (5.71 + 0.25). Vinurile dupa procesele secventiale si spontane
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nu au avut arome de nucé, dar au fost notate in schimb arome puternice de unt (Lloret
s.a., 2002).

Datele sunt in acord cu Li s.a., (2020) care au investigat calitatile senzoriale
ale adaugarii de tanin in vinurile rosii si au concluzionat ca vinul addugat cu tanin
hidrolizabil a obtinut un scor mare in aroma si buchet, cu o echilibrare si un postgust
bun; totusi, vinul avea un gust astringent si amarui, ceea ce era in concordanta cu
proprietatile senzoriale ale elagitaninurilor.

Contributia taninurilor aplicate, fiind in doze comparative, a determinat
valori similare care nu au prezentat diferente semnificative. In general valorile
caracteristice probelor fard SO, reprezinta evaludri inferioare fatd de valorile probelor
la care s-a efectuat aditia de SO,, perceptiile fiind amplificate si de prezenta
conservantului. In acest fel, aromele florale caracteristice au fost in echilibru, pentru
CSRO cu 3.51 £ 0.85 si respectiv CSR1 cu 3.95 + 0.65.

O distributie similara a fost determinata si pentru notele fructate, mai ales ca
s-au evaluat note de fructe proaspete care nu au fost asociate cu note de fructe coapte,
oxidative ce pot sa aduca note dezagreabile vinurilor. Valorile medii pentru aromele
fructate au fost de 4.07 £1.25 (CSR1) in comparatie cu 3.14 + 0.99 (CSRO0), dar
diferente semnificative au fost determinate pentru aroma de capsuni care a fost
evaluata la valori de 3.50 + 1.25 (CSR1) si respectiv 1.00 + 0.21 (CSRO). In schimb
au fost percepute note de condimente in raport superior pentru CSRO (3.50 = 0.21),
iar datorita caracterului de vin sec, valorile pentru arome tertiare precum senzatia de
miere a fost de 2.33 = 1.2 (CSRO) in raport cu 4.0 + 0.21 (CSR1).

Degradarea oxidativa a vinurilor albe duce rapid la pierderea calitatilor lor
senzoriale, in special la pierderea aromelor florale si fructate specifice vinurilor tinere
sau la formarea unor arome noi neobisnuite asociate cu deteriorarea vinului si ulterior
la schimbarile cromatice nedorite (dezvoltarea culorii brune) (Fereira s.a., 2002).

Cu toate ca este bine stabilit faptul cd adaugarea de taninuri contribuie la
structura vinului si imbunatiteste multe atribute senzoriale, acestea nu sunt
intotdeauna perfect integrate si vinurile pot pierde echilibrul, rezultdnd intr-o
rigidizare si o crestere a senzatiilor amare. Compensarea cu tininuri oenologice a
evitat degradarea vinurilor astfel cd in cazul probelor de vin alb indiferent de forma
vin linistit sau frizzante, nivelele aromelor proaspete au fost comparative FRF1 (4.27
+ 0.52) in raport cu FRFO (3.86 + 0.62). Echilibrul s-a mentinut si pentru notele
fructate. O situatie mai aparte, care a prezentat diferente semnificative din punct de
vedere a distributiei ANOVA, indica faptul ca aromele fructate care dau prospetime
si vigurozitate vinului au avut un nivel estompat (4.58 £0.52) (FR1) si respectiv (3.17
+ 0.6 (FRO) (p<0.05).

Comparand evaluarea gustului a diferitelor probe de vin (fig.11.1(c, f, i, 1),
vinurile supuse tratamentelor fard SO, au prezentat un nivel usor mai ridicat de
amaraciune dar un nivel comparativ al corpului si echilibrului in raport cu celelalte
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vinuri. Nu au fost observate diferente semnificative in ceea ce priveste gustul si aroma
intre cele doua probe de vin. La evaluare, vinurile supuse tratamentului fara SO, au
prezentat o evaluare globald mai mica, in special in ceea ce priveste calitatea aromei
si gustului, in comparatie cu probele de vin de referinta. In general, diferentele cele
mai evidente sunt la nivelul perceptiei de acid pentru care CSRO (5.13 +0.52) si FRFO
(6.25 + 1.62) au avut valori usor superioare fati de probele de referinti. in schimb,
probele FRO si CSO au avut valori inferioare fatd de cele de referinté; in cazul FR au
diferentele semnificative 4.57 = 0.52 (FRO) fatd de 6.38 = 1.25 (FR1).

Corelatii puternice au fost, de asemenea, observate intre intensitatea culorii,
fie pozitive cu amaraciunea, fie negative cu intensitatea mirosului. Calitatea aromei
a fost corelatd pozitiv puternic cu corpul si moderat cu post gustul si acceptarea
generala. Corelatiile s-au produs in special in raport cu persistenta care s-a mentinut
in ambele cazuri de vin la valori comparabile. In cazul tuturor varietitilor de vin,
valorile s-au mentinut pe valori medii si fara diferentd semnificativa, exemplu (4.75
+0.25 (FRO)) si respectiv 5.75 = 0.66 (FR1). In aceste conditii, persistenta s-a evaluat
la valori mai ridicate pentru CS si respectiv CSR. Pentru CS, valorile s-au situat la
4.61 £ 0.85 (CSO) si 4.86 + 0.12 (CS1), similar pentru CSRO (4.61 + 1.2) si CSR1
(4.69 £ 0.11). Textura vinurilor a inclus corpul, vascozitatea si taria alcoolica, valori
care au fost superioare pentru tipurile de vin fard SO, addugat. Situatia ar putea fi
determinata de corectiile efectuate dupa procesele de fermentatie. (5.63 = 0.25 (CS1),
respectiv 6.38 £ 0,55 (CS0), iar pentru CSR s-au determinat 5.00 + 0,52 (CSR1) si
5.13 £ 0,66 (CSRO), aceleasi evaludri pentru FRF (4.13 = 0.82 si 5.38 £ 0.11). Asa
cum s-a mentionat si anterior valorile au fost inferioare pentru FR la care FRO a
prezentat valoarea de 3.88 £0,521n raport cu FR1 pentru care evaluarea a indicat un
scor de 4.63 £0,25.

11.4 Concluzii

Esantioanele de vin imbogitite cu tanin si sulfitate au fost evaluate.
Culoarea, intensitatea gustului, calitatea aromei si corpul esantioanelor de vin au fost
afectate semnificativ dupd adaugarea de tanin, mai ales la niveluri superioare de
adaugare. Cu toate acestea, in rezultatele testului de oxidare, esantioanele de vin
imbogatite cu tanin au primit scoruri mai mici decat vinul de control, totusi mai mari
decat cele ale vinului sulfitat, indicand eficacitatea taninului ca agent antioxidant.
Prin urmare, cresterea scorului de intensitate a mirosului in vinul sulfitat este posibil
legati de prezenta dioxidului de sulf. In ceea ce priveste amariciunea, s-a observat o
diferenta clard in vinurile imbogatite cu tanin, In comparatie cu vinul de control si
vinul sulfitat, in timp ce echilibrul gustului din vinurile Tmbogatite cu tanin a fost
evaluat ca comparabil cu cele ale vinului de control si sulfitat. in final, calitatea
aromei, corpul, postgustul si acceptarea generala a esantioanelor de vin tratate cu
taninuri au fost foarte apreciate si au primit cele mai mari scoruri de catre evaluatori.

186



12 BIBLIOGRAFIE

1.

10.

11.

12.

13.

Irwin, S.V,, Fisher, P., Graham, E., Malek, A., & Robidoux, A. (2017). Sulfites
inhibit the growth of four species of beneficial gut bacteria at concentrations
regarded as safe for food. PLoS One, 12, €0186629.

Divol, B., du Toit, M., & Duckitt, E. (2012). Surviving in the presence of sulphur
dioxide: strategies developed by wine yeasts. Applied Microbiology and
Biotechnology, 95, 601-613.

Usseglio-Tomasset, L. (1995). Chimie oenologique. Tec and Doc Lavoisier,
Paris.

Barbe, J.C., de Revel, G., & Bertrand, A. (2002). Gluconic Acid, Its Lactones,
and SO2 Binding Phenomena in Musts from Botrytized Grapes. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50(22), 6408.

Barbe, J.C., de Revel, G., Joyeux, A., Lonvaud-Funel, A., & Bertrand, A. (2000).
Role of Carbonyl Compounds in SO2 Binding Phenomena in Musts and Wines
from Botrytized Grapes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48(8), 34.
Jackowetz, J.N., & Mira de Orduiia, R. (2013). Survey of SO2 binding carbonyls
in 237 red and white table wines. Food Control, 32(2), 687—692.
Ribereau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A., & Dubourdieu, D. (20006).
Handbook of enology: the chemistry of wine stabilization and treatments, vol. 2,
2nd edn. Wiley, Chichester.

Romano, P., & Suzzi, G. (1993). Sulfur dioxide and wine microorganisms. In G.
H. Fleet (Ed.), Wine microbiology and biotechnology (pp. 373-393). Harwood
Academic Publishers.

Walling, E., Gindreau, E., & Lonvaud-Funel, A. (2005). A putative glucan
synthase gene dps detected in exopolysaccharide-producing Pediococcus
damnosus and Oenococcus oeni strains isolated from wine and cider.
International Journal of Food Microbiology, 98(1), 53—62.

Wisselink, H.W., Weusthuis, R.A., Eggink, G., Hugenholtz, J., & Grobben, G.J.
(2002). Mannitol production by lactic acid bacteria: a review. International Dairy
Journal, 12, 151-161.

Singleton, V.L., Orthofer, R., & Lamuela-Ravent6s, R.M. (1999). Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-
Ciocalteu reagent. Methods in Enzymology, 299, 152—178.

Vivas, N., Bellemere, L., Lonvaud-Funel, A., Glories, Y., & Augustin, M. (1995).
Etudes sur la fermentation malolactique des vins rouges en barriques 1. Rev. Fr.
Oenol., 151, 39-45.

Romano, P., & Suzzi, G. (1992). In Wine Microbiology and Biotechnology (ed.
G.H. Fleet). Harwood Academic Publishers, Chur, Switzerland.

187



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Ough, C.S., Kunkee, R.E., Vilas, M.R., Bordeu, E., & Huang, M.C. (1988). The
interaction of sulfur dioxide, pH, and dimethyl dicarbonate on the growth of
Saccharomyces cerevisiae Montrachet and Leuconostoc oenos MCW. Am. J.
Enol.Vitic., 39(4), 279-282.

Divol, B., Tonon, T., Morichon, S., Gindreau, E., & Lonvaud-Funel, A. (2003).
Molecular characterization of Oenococcus oeni genes encoding proteins
involved in arginine transport. Journal of Applied Microbiology, 94, 738.
Arapitsas, P., Guella, G., & Mattivi, F. (2018). The impact of SO2 on wine
flavanols and indoles in relation to wine style and age. Scientific Reports, 8(1),
858.

Valera, M.J., Sainz, F., Mas, A., & Torija, M.J. (2017). Effect of chitosan and
SO2 on viability of Acetobacter strains in wine. International Journal of Food
Microbiology, 246, 1-4.

Sudraud, P., & Chauvet, S. (1985). Activité antilevure de 1'anhydride sulfureux
moléculaire. Conn. Vigne Vin, 19, 31-40.

Elias, R.J., & Waterhouse, A.L. (2010). Controlling the fenton reaction in wine.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(3), 1699-1707.

Jacobs, A.C., & Hatfield, K. (2013). History of Chronic Toxicity and Animal
Carcinogenicity Studies for Pharmaceuticals. Veterinary Pathology, 50(2), 324—
333.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Doneche, B., & Lonvaud, A. (Eds.).
(2006). Handbook of Enology, Volume 1: The Microbiology of Wine and
Vinifications. John Wiley & Sons.

Santos, M.C., Nunes, C., Saraiva, J.A., & Coimbra, M.A. (2012). Chemical and
physical methodologies for the replacement/reduction of sulfur dioxide use
during winemaking: review of their potentialities and limitations. European
Food Research and Technology, 234(1), 1-12.

OIV. (2018). SO2 and Wine: A Review. Retrieved from
https://www.oiv.int/public/medias/7840/oiv-collective-expertise-document-so2-
and-wine-a-review.pdf

Fleet, G.H. (1993). Wine Microbiology and Biotechnology. Harwood Academic
Publishers, Chur, Switzerland.

Bartowsky, E.J., & Borneman, A.R. (2011). Genomic variations of Oenococcus
oeni strains and the potential to impact on malolactic fermentation and aroma
compounds in wine. Applied Microbiology and Biotechnology, 92, 441447,
Bartowsky, E.J., & Henschke, P.A. (2004). The ‘buttery’ attribute of wine-
diacetyl-desirability, spoilage and beyond. International Journal of Food
Microbiology, 96, 235-252.

Bartowsky, E.J., Costello, P.J., Villa, A., & Henschke, P.A. (2004). The chemical
and sensorial effects of lysozyme addition to red and white wines over six

188


https://www.oiv.int/public/medias/7840/oiv-collective-expertise-document-so2-and-wine-a-review.pdf
https://www.oiv.int/public/medias/7840/oiv-collective-expertise-document-so2-and-wine-a-review.pdf

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

months' cellar storage. Australian Journal of Grape and Wine Research, 10(2),
143-150.

Jiranek, V., Grbin, P., Yap, A., Barnes, M., & Bates, D. (2008). High power
ultrasonics as a novel tool offering new opportunities for managing wine
microbiology. Biotechnology Letters, 30, 1-6.

McKenzie, H. A., & White, F. H. (1991). Lysozyme and alphalactalbumin:
Structure, function, and interrelationships. Advances in Protein Chemistry, 41,
173-315.

Daudt, C. E., & Ough, C. S. (1980). Action of dimethyldicarbonate on various
yeasts. American Journal of Enology and Viticulture, 31, 21-23.

Delfini, C., Gaia, P., Schellino, R., Strano, M., Pagliara, A., & Ambr'o S. (2002).
Fermentability of grape must after inhibition with dimethyl dicarbonate
(DMDC). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 5605-5611.

Costa, A., Barata, A., Malfeito-Ferreira, M., & Loureiro, V. (2008). Evaluation
of the inhibitory effect of dimethyl dicarbonate (DMDC) against wine
microorganisms. Food Microbiology, 25, 422-427.

Suarez, R., Su’arez-Lepe, J. A., Morata, A., & Calder'on, F. (2007). The
production of ethylphenols in wine by yeasts of the genera rettanomyces and
Dekkera: A review. Food Chemistry, 102, 10-21.

Ough, C. S., Kunkee, R. E., Vilas, M. R., Bordeu, E., & Huang M. C. (1988).
The interaction of sulfur dioxide, pH, and dimethyl dicarbonate on the growth
of Saccharomyces cerevisiae Montrachet and Leuconostoc oenos MCW.
American Journal of Enology and Viticulture, 39, 279-282.

Terrell, F. R., Morris, J. R., Johnson, M. G., Gbur, E. E., & Makus, D. J. (1993).
Yeast inhibition in grape juice containing sulfur dioxide, sorbic acid, and
dimethyl dicarbonate. Journal of Food Science, 58, 1132—-1134.

Delfini, C., Cersosimo, M., Del Prete, V., Strano, M., Gaetano, G., Pagliara, A.,
Ambro, S. (2004). Resistance screening essay of wine lactic acid bacteria on
lysozyme: efficacy of lysozyme in unclarified grape musts. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 52, 1861-1866.

Azzolini, M., Tosi, E., Veneri, G., Zapparoli, G. (2010). Evaluating the efficacy
of lysozyme against lactic acid bacteria under different winemaking scenarios.
South African Journal of Enology and Viticulture, 31, 99-105.

Santos, M. C., Nunes, C., Cappelle, J., Gonc,Alves, F. J., Rodrigues, A., Saraiva,
J. A., & Coimbra, M. A. (2013a). Effect of high pressure treatments on the
physicochemical properties of a sulphur dioxide-free red wine. Food Chemistry,
141, 2558-2566.

Raafat, D., & Sahl, H. G. (2009). Chitosan and its antimicrobial potential: A
critical literature survey. Microbial Biotechnology, 2, 186-201.

189



40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Valera, M.J., Sainz, F., Mas, A., Torija, M.J. (2017). Effect of chitosan and SO2
on viability of Acetobacter strains in wine. International Journal of Food
Microbiology, 246, 1-4.

Chorniak, J. (2007). A clearer understanding of fining agents. Wine Maker
Magazine, Oct/Nov. https://winemakermag.com/article/26-a-clearer-
understanding-of-fining-agents

Chinnici, F., Natali, N., Riponi, C. (2014). Efficacy of Chitosan in Inhibiting the
Oxidation of (+)-Catechin in White Wine Model Solutions. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 62(40), 9868-9875.

Nunes, C., Maricato, E., Cunha, A., Rocha, M., Santos, S., Ferreira, P., Silva,
M.A., Rodrigues, A., Amado, O., Coimbra, J., Silva, D., Moreira, A., Mendo, S.,
Lopes Da Silva, J.A., Pereira, E., Rocha, S.M., Coimbra, M.A. (2016). Chitosan—
genipin film, a sustainable methodology for wine preservation. Green Chemistry,
18, 5331-5341.

Oro, L., Ciani, M., Bizzaro, D., Comitini, F. (2016). Evaluation of damage
induced by Kwkt and Pikt zymocins against Brettanomyces/Dekkera spoilage
yeast as compared to sulphur dioxide. Journal of Applied Microbiology, 211,
207-214.

Yildirim, H.K., Altindisli A. (2015). Changes of Phenolic Compounds During
Aging of Organic Wines. International Journal of Food Properties, 18, 1038-
1045.

Sonni, F., Jesus, M., Bastante, C., Chinnici, F., Natali, N., Riponi, C. (2009).
Replacement of sulfur dioxide by lysozyme and oenological tannins during
fermentation: influence on volatile composition of white wines. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 688—696.

Silva, V., Igrejas, G., Falco, V., Santos, T.P., Torres, C., Oliveira, M.P., Pereira,
J.E., Amaral, J.S., Poeta, (2018). Chemical composition, antioxidant and
antimicrobial activity of phenolic compounds extracted from wine industry by-
products. Food Control, 92, 516-522.

Cheynier, V. (2012). Phenolic compounds: from plants to foods. Phytochemistry
Reviews, 11, 2-3, 153-177.

De Torres, C., Schumacher, R., Alafion, M.E., Pérez-Coello, M.S., Diaz-Maroto,
M.C. (2015). Freeze-dried grape skins by-products to enhance the quality of
white wines from neutral grape varieties. Food Research International, 69, 97—
105.

Pinelo, M., Armous, A., Meyer, A.S. (2006). Upgrading of grape skins:
significance of plant cell-wall structural components and extraction techniques
for phenol release. Trends in Food Science & Technology, 17, 579-590.

Sonni, F., Jesus, M., Bastante, C., Chinnici, F., Natali, N., Riponi, C. (2009).
Replacement of sulfur dioxide by lysozyme and oenological tannins during

190



52.

53.

54.

95.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

fermentation: influence on volatile composition of white wines. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 688—696.

Garcia-Ruiz, A., Moreno-Arribas, M., Martin-Alvarez, P., Bartolomé, B. (2011).
Comparative study of the inhibitory effects of wine polyphenols on the growth
of enological lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology,
145, 426-431.

Pascual, O., Vignault, A., Gombau, J., Navarro, M., Gomez-Alonso, S., Garcia-
Romero, E. (2017). Oxygen consumption rates by different oenological tannins
in a model wine solution. Food Chemistry, 234, 26-32.

Zamora, F. (2019). Chapter 9 - Barrel Aging; Types of Wood. In Red Wine
Technology (Antonio Morata ed.). Academic Press, 125-147, 125-147.
Alamo-Sanza, M., Nevares, 1., Martinez-Gil, A., Rubio-Bretén, P., Garde-
Cerdan, T. (2019). Impact of long bottle aging (10 years) on volatile composition
of red wines micro-oxygenated with oak alternatives. LWT - Food Science and
Technology, 101, 395-403.

Raposo, R., Ruiz-Moreno, M. J., Garde-Cerdan, T., Puertas, B., Moreno-Rojas,
J. M., Gonzalo-Diago, A., Cantos-Villar, E. (2016a). Grapevine-shoot stilbene
extract as a preservative in red wine. Food Chemistry, 197, 1102—1111.

Raposo, R., Ruiz-Moreno, M.J., Garde-Cerdan, T., Puertas, B., Moreno-Rojas,
J.M., Zaftilla, P., Gonzalo, A. (2016c). Replacement of sulfur dioxide by
hydroxytyrosol in white wine: Influence on both quality parameters and sensory.
LWT - Food Science and Technology, 65, 214-221.

Fracassetti, D., Gabrielli, M., Costa, C., Tom, F.A., Tirelli, A. (2016).
Characterization and suitability of polyphenols-based formulas to replace sulfur
dioxide for storage of sparkling white wine. Food Control, 60, 606—614.
Gambuti, A., Han, G., Peterson, A.L., Waterhouse, A.L. (2015). Sulfur Dioxide
and Glutathione Alter the Outcome of Microoxygenation. American Journal of
Enology and Viticulture, 66, 411-423.

Webber, V., Valduga, S., Rodrigues, F., Jodo, G., Cardozo, A., Vanderlinde, R.
(2017). Effect of glutathione during bottle storage of sparkling wine. Food
Chemistry, 216, 254-259.

Panero, L., Motta, S., Petrozziello, M., Guaita, M., Bosso, A. (2015). Effect of
SO2 reduced glutathione and ellagitannins on the shelf life of bottled white
wines. European Food Research and Technology, 240, 345-356.

Kurtzman, C.; Fell, J.W.; Boekhout, T. (2011). The Yeasts: A Taxonomic Study.
Elsevier: Amsterdam, The Netherlands.

Ciani, M.; Canonico, L.; Oro, L.; Comitini, F. (2020). Footprint of
nonconventional yeasts and their contribution in alcoholic fermentations. In
Biotechnological Progress and Beverage Consumption. Elsevier: Amsterdam,
The Netherlands, p435-465.

191



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Gutiérrez, A.; Boekhout, T.; Gojkovic, Z.; Katz, M. (2018). Evaluation of non-
Saccharomyces yeasts in the fermentation of wine, beer and cider for the
development of new beverages. Journal of the Institute of Brewing, 124, 389—
402.

Contreras, A.; Hidalgo, C.; Schmidt, S.; Henschke, P.; Curtin, C.; Varela, C.
(2015). The application of non-Saccharomyces yeast in fermentations with
limited aeration as a strategy for the production of wine with reduced alcohol
content. International Journal of Food Microbiology, 205, 7—15.

Dutraive, O.; Benito, S.; Fritsch, S.; Beisert, B.; Patz, C.-D.; Rauhut, D. (2019).
Effect of Sequential Inoculation with Non-Saccharomyces and Saccharomyces
Yeasts on Riesling Wine Chemical Composition. Fermentation, 5, 79.

Anfang, N.; Brajkovich, M.; Goddard, M.R. (2009). Co-fermentation with
Pichia kluyveri increases varietal thiol concentrations in Sauvignon Blanc. Aust.
J. Grape Wine Res., 15, 1-8.

Dutraive, O.; Benito, S.; Fritsch, S.; Beisert, B.; Patz, C.-D.; Rauhut, D. (2019).
Effect of Sequential Inoculation with Non-Saccharomyces and Saccharomyces
Yeasts on Riesling Wine Chemical Composition. Fermentation, 5, 79.

Lu, Y.; Voon, M.K.W.; Chua, J.-Y.; Huang, D.; Lee, P.-R.; Liu, S.-Q. (2017). The
effects of co-and sequential inoculation of Torulaspora delbrueckii and Pichia
kluyveri on chemical compositions of durian wine. Appl. Microbiol.
Biotechnol., 101, 7853-7863.

Waterhouse, A.L.; Sacks, G.L.; Jeffery, D.W. (2016). Understanding Wine
Chemistry; John Wiley & Sons: Hoboken, NJ, USA.

Anfang, N.; Brajkovich, M.; Goddard, M.R. (2009). Co-fermentation with
Pichia kluyveri increases varietal thiol concentrations in Sauvignon Blanc. Aust.
J. Grape Wine Res., 15, 1-8.

Belda, I.; Ruiz, J.; Navascués, E.; Marquina, D.; Santos, A. (2016). Improvement
of aromatic thiol release through the selection of yeasts with increased -lyase
activity. Int. J. Food Microbiol., 225, 1-8.

Ruiz, J.; Kiene, F.; Belda, I.; Fracassetti, D.; Marquina, D.; Navascues, E.;
Calderon, F.; Benito, A.; Rauhut, D.; Santos, A.; s.a. (2019). Effects on varietal
aromas during wine making: A review of the impact of varietal aromas on the
flavor of wine. Appl. Microbiol. Biotechnol., 103, 7425-7450.

Whitener, M.B.; Stanstrup, J.; Carlin, S.; Divol, B.; Du Toit, M.; Vrhovsek, U.
(2017). Effect of non-Saccharomyces yeasts on the volatile chemical profile of
Shiraz wine. Aust. J. Grape Wine Res., 23, 179-192.

Escribano, R.; Gonzalez-Arenzana, L.; Garijo, P.; Berlanas, C.; Lopez-Alfaro,
L.; Lopez, R.; Gutiérrez, A.R.; Santamaria, (2017). Screening of enzymatic
activities within different enological non-Saccharomyces yeasts. J. Food Sci.
Technol., 54, 1555—-1564.

192



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Landete, J.; Ferrer, S.; Pardo, 1. (2007). Biogenic amine production by lactic acid
bacteria, acetic bacteria and yeast isolated from wine. Food Control, 18, 1569—
1574.

Capece, A.; Pietrafesa, R.; Siesto, G.; Romano, (2020). Biotechnological
Approach Based on Selected Saccharomyces cerevisiae Starters for Reducing
the Use of Sulfur Dioxide in Wine. Microorganisms, 8, 738.

Labbani, F.-Z.K.; Turchetti, B.; Bennamoun, L.; Dakhmouche, S.; Roberti, R.;
Corazzi, L.; Meraihi, Z.; Buzzini, (2015). A novel killer protein from Pichia
kluyveri isolated from an Algerian soil: Purification and characterization of its
in vitro activity against food and beverage spoilage yeasts. Antonie van
Leeuwenhoek, 107, 961-970.

Benito, S.; Morata, A.; Palomero, F.; Gonzalez, M.; Suarez-Lepe, J. (2011).
Formation of vinylphenolic pyranoanthocyanins by Saccharomyces cerevisiae
and Pichia guillermondii in red wines produced following different fermentation
strategies. Food Chem., 124, 15-23.

Domizio, P.; Liu, Y.; Bisson, L.; Barile, D. (2017). Cell wall polysaccharides
released during the alcoholic fermentation by Schizosaccharomyces pombe and
S. japonicus: Quantification and characterization. Food Microbiol., 61, 136—149.
Benito, A.; Calderon, F.; Benito, S. (2016). Combined Use of S. pombe and L.
thermotolerans in Winemaking. Beneficial Effects Determined Through the
Study of Wines’ Analytical Characteristics. Molecules, 21, 1744.

El Darra, N.E., Grimi, N., Maroun, R.G., Louka, N., Vorobiev, E. (2013a).
Pulsed electric field, ultrasound, and thermal pretreatments for better phenolic
extraction during red fermentation. European Food Research and Technology,
236, 47-56.

Sevcech, J., Vicenova, L., Furdikova, K., Malik, E. (2015). Influence of thermal
treatment on polyphenol extraction of wine cv. André. Czech Journal of Food
Science, 33, 91-96.

Sevcech, J., Vicenova, L., Furdikova, K., Malik, E. (2015). Influence of thermal
treatment on polyphenol extraction of wine cv. André. Czech Journal of Food
Science, 33, 91-96.

Briones-Labarca, V., Perez-Wom, M., Habib, G., Giovagnoli-Vicuiia, C., Cafas-
Sarazua, R., Tabilo-Munizaga, G., Salazar, F.N. (2017). Oenological and Quality
Characteristic on Young White Wines (Sauvignon Blanc): Effects of High
Hydrostatic Pressure Processing. Journal of Food Quality, 2017, 1-12.

Buzrul, S. (2012). High hydrostatic pressure treatment of beer and wine: A
review. Innovative Food Science and Emerging Technologies, 13, 1-12.
Bermudez-Aguirre, D., Barbosa-Canovas, G.V. (2012). Inactivation of
Saccharomyces cerevisiae in pineapple, grape and cranberry juices under pulsed

193



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

and continuous thermo-sonication treatment. Journal of Food Engineering, 108,
383-392.

Jiranek, V., Grbin, P., Yap, A., Barnes, M., Bates, D. (2008). High power
ultrasonics as a novel tool offering new opportunities for managing wine
microbiology. Biotechnol. Lett., 30, 1-6.

Gracin, L., Jambrak, A.R., Jureti¢, H., Dobrovi¢, S., Baruk¢ié, 1., Grozdanovic,
M., Smoljanié, G. (2016). Influence of high power ultrasound on Brettanomyces
and lactic acid bacteria in wine in continuous flow treatment. Applied Acoustics,
103, 143-147.

Pala, C.U., Toklucu, A.K. (2013). Effects of UV-C light processing on some
quality characteristics of grape juices. Food and Bioprocess Technology, 6, 719-
725.

Fredericks, I.N., Kriigel, M. (2011). Efficacy of ultraviolet radiation as an
alternative technology to inactivate microorganisms in grape juices and wines.
Food Microbiology, 28(3), 510-517.

Abca, E.E., Evrendilek, G.A. (2015). Processing of red wine by pulsed electric
fields with respect to quality parameters. J. Food Process. Preserv. 39, 758-767.
Puertolas, E., Saldana, G., Alvarez, 1., Raso, J. (2011). Experimental design
approach for the evaluation of anthocyanin content of rose wines obtained by
pulsed electric fields. Influence of temperature and time of maceration. Food
Chemistry, 126, 1482—1487

Lustrato, G., Alfano, G., Belli, C., Grazia, L., lorizzo, M., Ranalli, G. (2006).
Scaling-up in industrial winemaking using low electric current as an alternative
to sulfur dioxide addition. J. Appl. Microbiol., 101(3), 682—-690.

Lustrato, G., Vigentini, ., Leonardis, A. De, Alfano, G., Tirelli, A., Foschino, R.,
Ranalli, G. (2010). Inactivation of wine spoilage yeasts Dekkera bruxellensis
using low electric current treatment (LEC). J. Appl. Microbiol., 109, 594-604.
Olteanu, 1., Cichi, Daniela, Dolores, Costea, D.C., Maracineanu, L.C. (2002).
Viticultura speciald. Zonare, Ampelografie, Tehnologii specifice. Editura
Universitaria, Craiova.

Bucur, G.M. (2011). Viticultura. University of Agronomical Sciences and
Veterinary Medicine Bucuresti.

Slave, Camelia. The wine road in Vrancea County. 5th International Scientific
Conference EMAN 2021- Economics & Management: How to Cope with
Disrupted Times, CONFERENCE PROCEEDINGS, Online/virtual, March 18,
2021.

Focea, M.C., Niculaua, M., Macoviciuc, S., Colibaba, Lucia Cintia, Hamburda,
Silvia Brindusa, Cotea, V.V. (2015). Junimea vinului iasi — a local group of
oenological initiative and promotion. Lucrari stiintifice Seria Horticultura, vol.
58(2), U.S.A.M.V. IASL

194



100. Popescu, C.F., Maul, E., Dejeu, L.C., Dinu, D., Gheorge, R.N., Laucou, V.,
Lacombe, T., Migliaro, D., Crespan, M. (2017). Identification and
characterization of Romanian grapevine genetic resources. Vitis, 56, 173—180.

101. Antoce, Arina Oana, & Cojocaru, George Adrian. (2021). Evaluation by Flash
GC Electronic Nose of the Effect of Combinations of Yeasts and Nutrients on
the Aromatic Profiles of Feteasca Regala Wines after Two Years of Storage.
Fermentation, 7(4), 223.

102. Popa, A., Tutulescu, F.D. (2010). Oenoclimate assets of viticultural regions and
centers in Romania. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, 38(3),
202-208.

103. Ghita, A.G., Dobrei, A., Maldescu, M., Dragunescu, A., Poiand, M. (2013).
Research on the suitability of Feteasca Regala variety for making sparkling wine,
under the conditions in Buzias-Silagiu viticultural area. Journal of Horticulture,
Forestry and Biotechnology, 17(1), 112-116.

104. Visan, Luminita, Dobrinoiu, Ricuta, & Dumbrava, Marin. (2012). Study of
chemical and aromatic composition in a Romanian wine Cabernet Sauvignon.
Romanian Biotechnological Letters, 17(1).

105. Popescu, Raluca, Costinel, Diana, Ionete, Roxana Elena, Stegarus, Diana Ionela,
Marinescu, Adrian Cornelius, Tudorache, Aurelia. (2014). Aroma Profile of
Young Wines from Ten Native and Foreign Varieties Grown in Romania. Rev.
Chim. (Bucharest), 65(2).

106. Chr. Hansen. (2019). Frootzen Product Cards. Retrieved from https://www.chr-
hansen.com /en/food-cultures-and-enzymes /fermented-beverages /cards/
product-cards/ frootzen. (Accessed August 2019).

107. Novozymes. (2019). Vinozym FCE-G. Retrieved from
https://www.novozymes.com/en/products /wine/maceration /vinozym-fce-g.
(Accessed August 15, 2019).

108. Martin ~ Vialatte. (2019). Nutricell ~Start. Retrieved from https://
www.martinvialatte.com /en/product/nutricell-start/. (Accessed July 2019).
109. Martin  Vialatte. (2020). Nutricell Initial. Retrieved from https://

www.martinvialatte.com/en/product/nutricell-initial/. (Accessed August 2020).

110. Renaissance Yeast. (2019). Bella. Retrieved from https:// renaissanceyeast.com
/en/products/bella/. (Accessed May 2019).

111. Renaissance  Yeast. (2019).  Vivace-1.  Retrieved from  https:/
renaissanceyeast.com /en/products/vivace-1/. (Accessed April 2019).

112. ATP Group. (2019). Querca Tan MK. Retrieved from https://atpgroup.com
/product/querca-tan-mk/. (Accessed March 2019).

113. Cotea, V.V., Cotea, V.D., & Zanoaga, C. (2015). Tratat de oenochimie, vol. I +
II. Editura Academiei Romane.

195


https://www.novozymes.com/en/products%20/wine/maceration%20/vinozym-fce-g

114. Lamothe-Abiet. (2020). Optiesters. Retrieved from https://lamothe-abiet.com/
en/nutrients/optiesters/. (Accessed June 2020).

115. Enartis. (2020). Incanto Toffee Chips. Retrieved from https://www.enartis.com
/en/products/wine/oak-alternatives/chips-en/incanto-toffee/. (Accessed March
2020).

116. Laffort. (2019). Produit de Levure. Retrieved from https://laffort.com /gammes
/produit-de-levure/. (Accessed March 2019).

117. Enartis. (2020). EnartisTan Blanc. Retrieved from https://www.enartis.com
/en/products/wine/tannins/gallic-tannins/enartistan-blanc/. (Accessed August
2020).

118. Max F. Keller GmbH. (2020). Produkte. Retrieved from https://www.keller-
mannheim.de/produkte/. (Accessed April 2020).

119. Enartis. (2020). EnartisFerm ES181. Retrieved from https://www.enartis.com
/en/products/wine/yeast/enartisferm-es181/. (Accessed July 2020).

120. Enartis. (2020). EnartisTan FruiTan. Retrieved from https://www.enartis.com
/en/products/wine/tannins/grape-tannins/enartistan-fruitan/. (Accessed
September 2020).

121. Martin Vialatte. (2020). Viazym Aroma. Retrieved from https:/www.
martinvialatte.com/en/product/viazym-aroma/. (Accessed July 2020).

122. Martin Vialatte. (2020). Viazym Extract. Retrieved from https:/www.
martinvialatte.com/en/product/viazym-extract/. (Accessed July 2020).

123. Laffort. (2020). Tanin VR Color. Retrieved from https:/laffort.
com/en/products/tanin-vr-color/. (Accessed May 2020).

124. Laffort. (2019). Tanin VR Supra. Retrieved from https://laffort.com
/en/products/tanin-vr-supra/. (Accessed March 2019).

125. Enartis. (2021). EnartisFerm ES-488. Retrieved from https://www.enartis.com
/en/products/wine/yeast/enartisferm-es-488/. (Accessed December 2021).

126. Martin Vialatte. (2020). Similioak Toasted. Retrieved from https:/www.
martinvialatte.com/en/product/similioak-toasted/. (Accessed May 2020).

127. Bauer, R., Nieuwoudt, H., Bauer, F. F., Kossmann, J., Koch, K. R., & Esbensen,
K. H. (2008). FTIR Spectroscopy for Grape and Wine Analysis. Analytical
Chemistry, 80(5), 1371-1379.

128. Flanzy, C. (2003). Vinificacién por maceracion carbonica. in: Enologia:
Fundamentos cientificos y tecnologicos ((Enologie, fondements scientifiques et
technologiques), a doua editie. Ed. C. Flanzy (A. Madrid Vicente si Mundi-
Prensa: Madrid), pp. 478—484.

129. Zamora, F., (2009). Biochemistry of Alcoholic Fermentation. In Wine Chemistry
and Biochemistry, editat de Victoria Moreno-Arribas si M. Carmen Polo,
Springer: New York, SUA, pp. 3-26.

196


https://lamothe-abiet.com/%20en/nutrients/optiesters/
https://lamothe-abiet.com/%20en/nutrients/optiesters/

130. Cosme, F., Vilela, A. (2021). Chitin and chitosan in the alcoholic and non-
alcoholic beverage industry: An overview. Applied Sciences, 11, 1-18.

131. Lopez-Rituerto, E., Avenoza, A., Busto, J.H., Peregrina, J.M. (2010). Evidence
of metabolic transformations of amino acids into higher alcohols through 13C
NMR studies of wine alcoholic fermentation. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 58, 4923-4927.

132. Lilly, M., Bauer, F.F., Styger, G., Lambrechts, M.G., Pretorius, 1.S. (2006). The
effect of increased branched-chain amino acid transaminase activity in yeast on
the production of higher alcohols and on the flavour profiles of wine and
distillates. FEMS Yeast Research, 6, 726-743.

133. Garcia-Ruiz, A., Gonzalez-Rompinelli, E.M., Bartolomé, B., Moreno-Arribas
M.V. (2011). Potential of wine-associated lactic acid bacteria to degrade
biogenic amines. International Journal of Food Microbiology, 148, 115-120.

134. Yildirnm, H. (2020). Alternative methods of sulfur dioxide used in wine
production. Journal of Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, 9, 675-
687.

135. Santos, M.C., Nunes, C., Saraiva, A.J., Coimbra J.A. (2012). Chemical and
physical methodologies for the replacement/reduction of sulfur dioxide use
during winemaking: review of their potentialities and limitations. European
Food Research and Technology, 234, 1-12.

136. Guo, Y.Y., Yang, Y.P., Peng, Q., Han, Y. (2015). Biogenic amines in wine: a
review. International Journal of Food Science and Technology, 50, 1523-1532.

137. Stojanovié, Z., Kos, J. (2020). Detection of Metabolites of Microbial Origin in
Beverages with Harmful Effect on Human Health—Biogenic Amines and
Mycotoxins. In Safety Issues in Beverage Production, editat de A. Grumezescu
si A.M. Holban, Elsevier: San Diego, SUA, pp. 39-77.

138. Lonvaud-Funel, A. (2001). Biogenic amines in wines: role of lactic acid bacteria.
FEMS Microbiology Letters, 199, 9-13.

139. Casas-Godoy, L., Arellano-Plaza, M., Kirchmayr, M., Barrera-Martinez, 1.,
Gschaedler-Mathis A. (2021). Preservation of non-Saccharomyces yeasts:
Current technologies and challenges. Comprehensive Reviews in Food Science
and Food Safety, 20, 3464-3503.

140. Morata, A., Loira, 1., Vejarano, R., Gonzalez, C., Callejo, M.J., Suarez-Lepe J.A.
(2017). Emerging preservation technologies in grapes for winemaking. Trends
in Food Science and Technology, 67, 36-43.

141. Mendes Ferreira, A., Mendes-Faia, A. (2020). The role of yeasts and lactic acid
bacteria on the metabolism of organic acids during winemaking. Foods, 9, 1231-
1250.

142. Perestrelo, R., Silva, C., Gongalves, C., Castillo, M., Camara J.S. (2020). An
approach of the madeira wine chemistry. Beverages, 6, 12-28.

197



143. Tedesco, F., Siesto, G., Pietrafesa, R., Romano, P., Salvia, R., Scieuzo, C.,
Falabella, P., Capece, A. (2022). Chemical methods for microbiological control
of winemaking: An overview. Beverages, 8, 58-80.

144. Herbert, P., Cabrita, M.J., Ratola, N., Laureano, O., Alves, A. (2005). Free amino
acids and biogenic amines in wines and musts from the Alentejo region.
Evolution of amines during alcoholic fermentation and relationship with variety,
sub-region and vintage. Journal of Food Engineering, 66, 315-322.

145. Henriquez-Aedo, K., Galarce-Bustos, O., Aqueveque, P., Garcia, A., Aranda, M.
(2018). Dynamic of biogenic amines and precursor amino acids during cabernet
sauvignon vinification. LWT, 97, 238-244.

146. Esposito, F., Montuori, P., Schettino, M., Velotto, S.T., Stasi, S., Romano, R.,
Cirillo, T. (2019). Level of biogenic amines in red and white wines, dietary
exposure and histamine-mediated symptoms upon wine ingestion. Molecules,
24,3629-3642.

147. Fracassetti, D., Vigentini, 1., Lo Faro, A.F.F., De Nisi, P., Foschino, R., Tirelli,
A., Orioli, M., Iriti, M. (2019). Assessment of tryptophan, tryptophan ethyl ester,
and melatonin derivatives in red wine by SPE-HPLC-FL and SPE-HPLC-MS
methods. Foods, 8, 99-111.

148. Ptotka-Wasylka, J., Simeonov, V., Morrison, C., Namiesénik, J. (2018). Impact of
selected parameters of the fermentation process of wine and wine itself on the
biogenic amines content: Evaluation by application of chemometric tools.
Microchemical Journal, 142, 187-194.

149. Huang, Z., Ough, C.S. (1991). Amino acid profiles of commercial grape juices
and wines. American Journal of Enology and Viticulture, 42, 261-267.

150. Anli, R.E., Bayram, M. (2009). Biogenic Amines in Wines. Food Reviews
International, 25, 86—102.

151. Molderings, G.J., Haenisch, B. (2012). Agmatine (decarboxylated L-arginine):
physiological role and therapeutic potential. Pharmacology and Therapeutics,
133, 351-365.

152. Yu, Y., Yu, Y., Xu, Z. (2021). Evaluation of nitrite, ethyl carbamate, and biogenic
amines in four types of fermented vegetables. Foods, 10, 3150-3166.

153. Petropoulos, S., Metafa, M., Kotseridis, Y., Paraskevopoulos, 1., Kallithraka, S.
(2018). Amino acid content of Agiorgitiko (Vitis vinifera L. cv.) grape cultivar
grown in representative regions of Nemea. European Food Research and
Technology, 244, 2041-2050.

154. Smit, A.Y., du Toit, W.J., du Toit, M. (2008). Biogenic amines in wine:
Understanding the headache. South African Journal of Enology and Viticulture,
29, 109-127.

198



155. Karamanidou, A., Kallithraka, S., Hatzidimitriou, E. (2010). Fining of red wines:
effects on their analytical and sensory parameters. Journal International des
Sciences de la Vigne et du Vin, 45, 47-60.

156. Espinase Nandorfy, D., Watson, F., Likos, D., Siebert, T., Bindon, K., Kassara,
S., Shellie, R., Keast, R., Francis, I.L. (2022). Influence of amino acids, and their
interaction with volatiles and polyphenols, on the sensory properties of red wine.
Australian Journal of Grape and Wine Research, 28, 621-637.

157. Smit, A.Y., Engelbrecht, L., duToit, M. (2012). Managing your wine
fermentation to reduce the risk of biogenic amine formation. Frontiers in
Microbiology, 3, 76-86.

158. Jacob, F.F., Striegel, L., Rychlik, M., Hutzler, M., Methner, F.J. (2019). Spent
yeast from brewing processes: a biodiverse starting material for yeast extract
production. Fermentation, 5, 51-69.

159. Dimopoulou, M., Troianou, V., Paramithiotis, S., Proksenia, N., Kotseridis, Y.
(2022). Evaluation of malolactic starters in white and rosé winemaking of
Moschofilero wines. Applied Sciences, 12, 5722-5736.

160. Izquierdo Cafas, P.M., Garcia Romero, E., Gémez Alonso, S., Fernandez
Gonzalez, M., Palop Herreros, M.L.L. (2008). Amino acids and biogenic amines
during spontaneous malolactic fermentation in Tempranillo red wines. Journal
of Food Composition and Analysis, 21, 731-735.

161. Buxaderas, S., Lopez-Tamames, E. (2012). Sparkling wines: features and trends
from tradition. Advances in Food and Nutrition Research, 66, 1-45.

162. Paramithiotis, S., Stasinou, V., Tzamourani, A., Kotseridis, Y., Dimopoulou, M.
(2022). Malolactic fermentation—theoretical advances and practical
considerations. Fermentation, 8, 521-542.

163. Beneduce, L., Romano, A., Capozzi, V., Lucas, P., Barnavon, L., Bach, B.,
Vuchot, P., Grieco, F., Spano, G. (2010). Biogenic amine in wines. Annals of
Microbiology, 60, 573-578.

164. Ayestaran, B., Acin, C., Corroza, M., Garrido, J. (1996). Changes in free amino
acid concentration during stabilization and aging of wines derived from garnacha
and viura musts clarified by static sedimentation. Food Chemistry, 7, 157-163.

165. Héberger, K., Csomds, E., Simon-Sarkadi, L. (2003). Principal component and
linear discriminant analyses of free amino acids and biogenic amines in
Hungarian wines. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 8055-8060.

166. International Organisation of Vine and Wine. (2007). Compendium of
International Analysis of Methods-HPLC-Determination of nine major
anthocyanins in red and rosé wine. Paris, France: ISBN 978-2-85038-033-4.

167. Deshaies, S., Cazals, G., Enjalbal, C., Constantin, T., Garcia, F., Mouls, L., &
Saucier, C. (2020). Red Wine Oxidation: Accelerated Ageing Tests, Possible

199



Reaction Mechanisms and Application to Syrah Red Wines. Antioxidants, 9(8),
663-677.

168. Fernandes, A., Oliveira, J., Teixeira, N., Mateus, N., & de Freitas, V. (2017). A
review of the current knowledge of red wine colour. OENO One, 51(1), 1-15.

169. Obreque-Slier, E., Molina-Tejada, N., Medel-Maraboli, M., & Ldépez-Solis, R.
(2023). Diverse phenolic responses of six varietal wines (Vitis vinifera L.)
throughout ageing in contact with a single type of oak barrels. International
Journal of Food Science & Technology, 58(6).

170. He, F., Liang, N. N., Mu, L., Pan, Q. H., Wang, J., Reeves, M. J., & Duan, C. Q.
(2012). Anthocyanins and Their Variation in Red Wines [. Monomeric
Anthocyanins and Their Color Expression. Molecules, 17(2), 1571-1601.

171. Pervaiz, T., Songtao, J., Faghihi, F., Haider, M. S., & Fang, J. (2017). Naturally
occurring anthocyanin, structure, functions and biosynthetic pathway in fruit
plants. Journal of Plant Biochemistry & Physiology, 5(2), 187-196.

172. Vejarano, R., & Gil-Calderén, A. (2021). Commercially Available Non-
Saccharomyces Yeasts for Winemaking: Current Market, Advantages over
Saccharomyces, Biocompatibility, and Safety. Fermentation, 7(3), 171 — 194.

173. Vejarano, R. (2020). Non-Saccharomyces in Winemaking: Source of
Mannoproteins, Nitrogen, FEnzymes, and Antimicrobial Compounds.
Fermentation, 6(3), 76-94.

174. Vicente, J., Baran, Y., Navascués, E., Santos, A., Calder6n, F., Marquina, D.,
Rauhut, D., & Benito, S. (2022). Biological management of acidity in wine
industry: A review. International Journal of Food Microbiology, 375, 109726.

175. Vicente, J., Calderon, F., & Santos, A. (2021). High Potential of Pichia kluyveri
and Other Pichia Species in Wine Technology. International Journal of
Molecular Sciences, 22(3), 1196-1211.

176. Cotea, V. V., Zanoaga, V. C., & Cotea, V. V. (2009). Treatise of Oenochemistry.
Bucharest, RO: The Publishing House of Romanian Academy.

177. Wahyuningsih, S., Wulandari, L., Wartono, M. W., Munawaroh, H., & Ramelan,
A. H. (2016). The effect of pH and color stability of anthocyanin on food
colorant. IOP Conf. Series: Materials Science and Engineering, 193, 012047.

178. Pezley, M. E. (2023). Production of Free Sulfur Dioxide by Wine Yeasts.
University of [llinois at Chicago. Journal contribution.

179. Harbertson, J. F., Parpinello, G. P., Heymann, H., & Downey, M. O. (2012).
Impact of exogenous tannin additions on wine chemistry and wine sensory
character. Food Chemistry, 131, 999-1008.

180. Keulder, D. B. (2005). The influence of commercial tannin additions on wine
composition and quality. Thesis, Stellenbosch University.

200



181. Kahn, N., & Bertrand, A. (2005). Caractérisation des tannins de pépins de raisin:
une diversit¢ au sein des préparations commerciales. Revue Francaise
d’Oenologie, 211, 6-9.

182. Obreque-Slier, E., Pefia-Neira, A., Lopez-Solis, R., Ramirez-Escudero, C., &
Zamora-Marin, F. (2009). Phenolic characterization of commercial enological
tannins. European Food Research and Technology, 229, 859-866.

183. Boulton, R. (2001). The copigmentation of anthocyanins and its role in the color
of red wine: a critical review. American Journal of Enology and Viticulture, 52,
67-87.

184. Manfroi, V., Rizzon, L. A., Guerra, C. C., Fialho, F. B., Dall’Agnol, 1., Ferri, V.
C., & Rombaldi, C. V. (2010). Influence of different doses and distinct times of
application of enological tannins on the physicochemical characteristics of the
Cabernet Sauvignon wine. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 30, 127—-135.

185. Rinaldi, A., Gambuti, A., Moine-Ledoux, V., & Moio, L. (2010). Evaluation of
the astringency of commercial tannins by means of the SDS—-PAGE-based
method. Food Chemistry, 122, 951-956.

186. Callemien, D., & Collin, S. (2009). Structure, organoleptic properties,
quantification methods, and stability of phenolic compounds in beer — a review.
Food Reviews International, 26, 1-84.

187. Ayala, F., Echavarri, J., & Negueruela, A. (1997). A new simplified method for
measuring the color of wines. I. Red and rose wines. Am. J. Enol. Vitic., 48, 357—
363.

188. Martinez, J., Melgosa, M., Pérez, M., Hita, E., & Negueruela, A. (2001). Note.
Visual and instrumental color evaluation in red wines. Food Sci. Technol. Int.,
7, 439444,

189. Gambuti, A., Strollo, D., Erbaggio, A., Lecce, L., & Moio, L. (2007). Effect of
winemaking practices on color indexes and selected bioactive phenolics of
Aglianico wine. J. Food Sci., 72, S623—-S628.

190. Pelonnier-Magimel, E., Windholtz, S., Pomaréde, 1. M., & Barbe, J.-C. (2020).
Sensory characterisation of wines without added sulfites via specific and adapted
sensory profile. OENO One, 54, 671-685.

191. Cheynier, V., Duenas-Paton, M., Salas, E., Maury, C., Souquet, J.-M., Sarni-
Manchado, P., & Fulcrand, H. (2006). Structure and properties of wine pigments
and tannins. Am. J. Enol. Vitic., 57, 298-305.

192. Zhang, J., Barhomi, Y., & Serre, T. (2012). A New Biologically Inspired Color
Image Descriptor. European Conference on Computer Vision, pages 312-324.

193. Byers, J. A. (2006). Analysis of Insect and Plant Colors in Digital Images Using
Java Software on the Internet Analysis of Insect and Plant Colors in Digital
Images Using Java. Arthropod Biology, 366 99(5), 865—-874.

201



194. Phung, S. L., Bouzerdoum, A., Chai, D., & Member, S. (2005). Skin
Segmentation Using Color Pixel Classification: Analysis and Comparison. IEEE
Transactions on Pattern Analysis and Machine Intelligence, 27(1), 148—154.

195. Brand-Williams W., Cuvelier M.E., Berset C. (1995). Use of a free radical
method to evaluate antioxidant activity. LWT, 28:25-30.

196. [CRAN (2023). Linear-Plateau Model Tutorial. soiltestcorr: An R package for
Soil Test Data Visualisation and Soil Nutrient Correlation Analysis. Available
at:https://cran.r-project.org/web/  packages/soiltestcorr/  vignettes/ linear
plateau tutorial .html. Accessed on September 2023.]

197. Garaguso, 1., & Nardini, M. (2015). Polyphenols content, phenolics profile and
antioxidant activity of organic red wines produced without sulfur
dioxide/sulfites addition in comparison to conventional red wines. Food
Chemistry, 179, 336-342.

198. Paixao, N., Perestrelo, R., Marques, J.C., & Camara, J.S. (2007). Relationship
between antioxidant capacity and total phenolic content of red, rosé¢ and white
wines. Food Chemistry, 105, 204-214.

199. Fernandez-Pachén, M.S., Villafio, D., Garcia-Parrilla, M.C., & Troncoso, A.M.
(2004). Antioxidant activity of wines and relation with their polyphenolic
composition. Analytica Chimica Acta, 513, 113-118.

200. Gabriele, M., Gerardi, C., Lucejko, J.J., Longo, V., Pucci, L., & Domenici, V.
(2009). Effects of low sulfur dioxide concentrations on bioactive compounds and
antioxidant properties of Aglianico red wine. Food Chemistry, 115(1), 54-60.

201. Rivero-Pérez, M.D., Muiiiz, P., & Gonzalez-Sanjosé, M.L. (2007). Antioxidant
profile of red wines evaluated by total antioxidant activity, scavenger capacity,
and biomarkers of oxidative stress methodologies. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 55, 5476-5483.

202. Arnous, A., Makris, D.P., & Kefalas, P. (2002). Correlation of pigment and
flavanol content with antioxidant properties in selected aged regional wines from
Greece. Journal of Food Composition and Analysis, 15, 655-665.

203. Di Majo, D., La Guardia, M., Giammanco, S., La Neve, L., & Giammanco, M.
(2008). The antioxidant capacity of red wine in relationship with its polyphenolic
constituents. Food Chemistry, 111, 45-49.

204. Singleton, V.L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventos, R.M. (1999). Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-
Ciocalteu reagent. Methods in Enzymology, 299, 152-178.

205. Zhishen, J., Mengcheng, T., & Jianming, W. (1999). In Vitro Antibacterial
Activity of Flavonoid Extracts of Two Selected Libyan Algae against Multi-
Drug Resistant Bacteria Isolated from Food Products. Food Chemistry, 64, 555.

202


https://cran.r-project.org/web/%20packages/soiltestcorr/%20vignettes/%20linear_%20plateau%20%20tutorial%20.html.%20Accessed%20on%20September%202023
https://cran.r-project.org/web/%20packages/soiltestcorr/%20vignettes/%20linear_%20plateau%20%20tutorial%20.html.%20Accessed%20on%20September%202023

206. Tagliazucchi, D., Verzelloni, E., Bertolini, D., & Conte, A. (2010). In vitro bio-
accessibility and antioxidant activity of grape polyphenols. Food Chemistry,
120(2), 599.

207. Canuti, V., Piccioni, S., Giovani, G., Salmi, M., Rosi, 1., & Bertuccioli, M.
(2012). Effect of oenotannin addition on the composition of Sangiovese wines
from grapes with different characteristics. American Journal of Enology and
Viticulture, 63, 220-231.

208. Tinttunen, S., & Lehtonen, P. (2001). Distinguishing organic wines from normal
wines on the basis of concentrations of phenolic compounds and spectral data.
European Food Research and Technology, 212, 390-394.

209. Monagas, M., Bartolomé, B., & Godémez-Cordovés, C. (2005). Updated
knowledge about the presence of phenolic compounds in wine. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, 45(2), 85-118.

210. Gomez-Alonso, S., Garcia-Romero, E., & Hermosin-Gutierrez, 1. (2007). HPLC
analysis of diverse grape and wine phenolics using direct injection and
multidetection by DAD and fluorescence. Journal of Food Composition and
Analysis, 20, 618-626.

211. Pérez-Magarifio, S., & Gonzalez-San José, M.L. (2006). Polyphenols and colour
variability of red wines made from grapes harvested at different ripeness grade.
Food Chemistry, 96, 197-208.

212. Boulton, R. (2001). The copigmentation of anthocyanins and its role in the color
of red wine: A critical review. American Journal of Enology and Viticulture, 52,
67-87.

213. Rastija, V., Sre¢nik, G., & Medié¢-Sari¢, M. (2009). Polyphenolic composition of
Croatian wines with different geographical origins. Food Chemistry, 115, 54-60.

214.Bai, B., He, F., Yang, L., Chen, F., Reeves, M.J., & Li, J. (2013). Comparative
study of phenolic compounds in Cabernet Sauvignon wines made in traditional
and Ganimede fermenters. Food Chemistry, 141, 3984-3992.

215. lonete, R.E., Stegarus, D.I., Geana, E.I., Botoran, O.R., Sandru, C., & Miricioiu,
M.G. (2019). Characterization and classification of Romanian wines by origin.
Revista de Chimie, 70(11), 3761-3768.

216. Rivero-Pérez MD, Muiiiz P, Gonzalez-Sanjosé ML (2007). Antioxidant profile
of red wines evaluated by total antioxidant activity, scavenger capacity, and
biomarkers of oxidative stress methodologies. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55:5476-5483.

217.Raposo R., Chinnici F., Ruiz-Moreno M.J., Puertas B., Cuevas F.J., Carbu M.,
Guerrero R.F., Ortiz-Somovilla V., Moreno-Rojas J.M., Cantos-Villar E. (2018),
Sulfur free red wines through the use of grapevine shoots: Impact on the wine
quality. Food Chemistry, 243:453—-460.

203



218. Grbin, P., Costello, P., Herderich, M., Markides, A., Henschke, P., & Lee, T.
(1996). Developments in the sensory, chemical and microbiological basis of
mousy taint in wine. https:// digital. library.adelaide. edu.au/dspace /handle/
2440/ 40834.

219. Ochando, T., Mouret, J.-R., Humbert-Goffard, A., Aguera, E., Sablayrolles, J.-
M., & Farines, V. (2020). Comprehensive Study of the Dynamic Interaction
between SO2 and Acetaldehyde during Alcoholic Fermentation. Food Research
International, 136, 109607.

220. Van Dijken, J.P., & Scheffers, W.A. (1986). Redox Balances in the Metabolism
of Sugars by Yeasts. FEMS Microbiology Reviews, 1, 199-224.

221.Li, E., & Mira de Orduiia, R. (2011). Evaluation of the Acetaldehyde Production
and Degradation Potential of 26 Enological Saccharomyces and Non-
Saccharomyces Yeast Strains in a Resting Cell Model System. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology, 38, 1391-1398.

222.Bosso, A., & Guaita, M. (2008). Study of Some Factors Involved in Ethanal
Production during Alcoholic Fermentation. European Food Research and
Technology, 227, 911-917.

223. Gomez Garcia-Carpintero, E., Sanchez-Palomo, E., & Gonz " alez Vi " nas, M. A.
(2014). Volatile composition of Bobal red wines subjected to
alcoholic/malolactic fermentation with oak chips. LWT-Food Science and
Technology, 55, 586—594.

224. Julien, A., Roustan, J.L., Dulau, L., & Sablayrolles, J.M. (2000). Comparison of
nitrogen and oxygen demands of enological yeasts: Technological
consequences. American Journal of Enology and Viticulture, 51, 215-222.

225. Lasanta, C., Roldan, A., Caro, 1., P " erez, L., & Palacios, V.C. (2010). Use of
lysozyme for the prevention and treatment of heterolactic fermentation in the
biological aging of Sherry wines. Food Control, 21, 1442—-1447.

226. Vashakidze, P., & Bezhuashvili, M. (2020). Higher alcohols of wine-
transformation regulation of intermediate products in alcoholic fermentation.
International Journal of Agriculture Innovations and Research, 8(5), 455—461.

227.0Oliveira, C. M., Ferreira, A. C. S., De Freitas, V., Silva, A. M. S. (2011).
Oxidation mechanisms occurring in wines. Food Research International,
44(5):1115-1126.

228. Clemente-Jimenez, J.M.A.; Mingorance-Cazorla, L.; Martinez-Rodriguez, S.;
Rodriguez-Vico, F. (2004). Molecular characterization and oenological
properties of wine yeasts isolated during spontaneous fermentation of six
varieties of grape must. Food Microbiology, 21, 149-155.

229. Romano, P.; Fiore, C.; Paraggio, M.; Caruso, M.; Capece, A. (2003). Function
of yeast species and strains in wine flavour. International Journal of Food
Microbiology, 86, 169—180.

204



230. Horvat, 1.; Radeka, S.; Plavsa, T.; Luki'c, I. (2019). Bentonite fining during
fermentation reduces the dosage required and exhibits significant side effects on
phenols, free and bound aromas, and sensory quality of white wine. Food
Chemistry, 285, 305-315.

231. Parker, M.; Capone, D.L.; Francis, L.L.; Herderich, M.J. (2018). Aroma
Precursors in Grapes and Wine: Flavor Release during Wine Production and
Consumption. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66, 2281-2286.

232. Mylona, A.E.; Fresno, J.M.D.; Palomero, F.; Loira, I.; Bafiuelos, M.A.; Morata,
A.; Calderon, F.; Benito, S.; Suérez-Lepe, J.A. (2016). Use of
Schizosaccharomyces strains for Wine Fermentation—Effect on the Wine
Composition and Food Safety. International Journal of Food Microbiology, 232,
63-72.

233. Claus, H. , Mojsov, K. (2018). Enzymes for Wine Fermentation: Current and
Perspective Applications, Fermentation, 4(3), 52;

234. Lasik-Kurdys, M., Majcher, M., Nowak, J. (2018). Effects of Different
Techniques of Malolactic Fermentation Induction on Diacetyl Metabolism and
Biosynthesis of Selected Aromatic Esters in Cool Climate Grape Wines,
Molecules, 23, 2549.

235. Benito, A., Palomero, F., Calderén, F., Benito, S. (2015). Quality and
Composition of Airen Wines Fermented by Sequential Inoculation of Lachancea
thermotolerans and Saccharomyces cerevisiae. Food Technology and
Biotechnology, 542, 135-144.

236. Martinez-Pérez, M.P., Bautista-Ortin, A.B., Pérez-Porras, P., Jurado, R., Gomez-
Plaza, E. (2020). A new approach to the reduction of alcohol content in red
wines: the use of high-power ultrasounds. Foods, 9(6), 726-743

237.Sims, C. A., Lee, C. Y., & Morris, E. R. (1988). Extraction and characterization
of pectic substances from the pulp of grape berries. Carbohydrate Research,
182(1), 63-78.

238. Zhang, S.; Petersen, M.A.; Liu, J.; Toldam-Andersen, T.B.; Ebeler, S.E.; Hopfer,
H. (2015). Influence of pre-fermentation treatments on wine volatile and sensory
profile of the new disease tolerant cultivar solaris. Molecules, 20, 21609-21625

239. Hernandez Orte, P., Cacho, J., & Ferreira, V. (2002). Relationship between
varietal amino acid profile of grapes and wine aromatic composition.
Experiments with model solutions and chemometric study. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50, 2891-2899.

240. Blateyron, L., & Sablayrolles, J. M. (2001). Stuck and slow fermentations in
enology: Statistical study of causes and effectiveness of combined additions of
oxygen and diammonium phosphate. Journal of Bioscience and Bioengineering,
91, 184-189.

205



241.Padilla, B., Gil, J.V., Manzanares, P. (2016). Past and future of non-
Saccharomyces yeasts: From spoilage microorganisms to biotechnological tools
for improving wine aroma complexity. Frontiers in Microbiology, 7, 411.

242. Yajie Yin, Xinglin Han, Yifan Lu, Jinshan Li, Zongjie Zhang, Xian Xia, Shumiao
Zhao, Yunxiang Liang, Baoguo Sun, and Yuanliang Hu. (2021). Control of N-
Propanol Production in Simulated Liquid State Fermentation of Chinese Baijiu
by Response Surface Methodology. Fermentation, 7(2), 85.

243. Lin, J., Massonnet, M., Cantu, D. (2019). The genetic basis of grape and wine
aroma. Horticulture Research, 6, 1-24.

244. Ozturk, B., Anli, E. (2014). Different techniques for reducing alcohol levels in
wine: A review. BIO Web Conference, 3, 02012.

245. Hernandez Orte, P., Cacho, J., & Ferreira, V. (2002). Relationship between
varietal amino acid profile of grapes and wine aromatic composition.
Experiments with model solutions and chemometric study. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50, 2891-2899.

246. Blateyron, L., & Sablayrolles, J. M. (2001). Stuck and slow fermentations in
enology: Statistical study of causes and effectiveness of combined additions of
oxygen and diammonium phosphate. Journal of Bioscience and Bioengineering,
91, 184-189.

247.Padilla, B., Gil, J.V.,, Manzanares, P. (2016). Past and future of non-
Saccharomyces yeasts: From spoilage microorganisms to biotechnological tools
for improving wine aroma complexity. Frontiers in Microbiology, 7, 411.

248.Yin, Y., Han, X, Lu, Y., Li, J., Zhang, Z., Xia, X., Zhao, S., Liang, Y., Sun, B.,
& Hu, Y. (2021). Control of N-Propanol Production in Simulated Liquid State
Fermentation of Chinese Baijiu by Response Surface Methodology.
Fermentation, 7(2), 85.

249. Martinez-Garcia, R., Garcia-Martinez, T., Puig-Pujol, A., Carlos, J., & Moreno,
J. (2017). Changes in sparkling wine aroma during the second fermentation
under CO2 pressure in sealed bottle. Food Chemistry, 237, 1030—1040.

250. Lin, J., Massonnet, M., & Cantu, D. (2019). The genetic basis of grape and wine
aroma. Horticulture Research, 6, 1-24.

251. Ozturk, B., & Anli, E. (2014). Different techniques for reducing alcohol levels
in wine: A review. BIO Web Conference, 3, 02012.

252. Uysal, S., Cvetanovié¢, A., Zengin, G., Purovi¢, S., & Aktumsek, A. (2017).
Optimization of the extraction process of antioxidants from loquat leaves using
response surface methodology. Journal of Food Process and Preservation, 41,
el3185.

253. Chen, K., Han, S.Y., Li, M., Sheng, W.J. (2016). Use of lysozyme and oligomeric
proanthocyanidin to reduce sulfur dioxide and the evolution of volatile

206



compounds in italian riesling ice wine during aging process. Journal of Food
Processing and Preservation, 41(1), 1-13.

254.Sonni, F., Bastante, M.J.C., Chinnici, F., Natali, N., Riponi, C. (2009).
Replacement of sulfur dioxide by lysozyme and oenological tannins during
fermentation: Influence on volatile composition of white wines. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 89, 688—696.

255.Li, L., Li, Z., Wei, Z., Yud, W., Cui, Y. (2020). Effect of tannin addition on
chromatic characteristics, sensory qualities and antioxidant activities of red
wines. RSC Advances, 10, 7108.

256. Ferreira, A.C.S., De Pinho, P.G., Rodrigues, P., Hogg, T. (2002). Kinetics of
oxidative degradation of white wines and how they are affected by selected
technological parameters. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50 (21),
5919-5924.

257. Ruiz-Perez, P., Izquierdo Canas, P.M., Sesena Prieto, S., Garcia Romero, E.,
Palop Herreros, M.L.L. (2012). Malolactic fermentation and secondary metabolite
production by Oenococcus oeni strains in low pH wines. Journal of Food
Science, 77, 579-585.

258. Lloret, A., Boido, E., Lorenzo, D., Medina, K., Carrau, F., Dellacassa, E. (2002).
Aroma variation in Tannat wines: Effect of malolactic fermentation on ethyl
lactate level and its enantiomeric distribution. Italian Journal of Food Science,
14, 175-180.

259. Sanchez-Palomo, E., Alonso-Villegas, R., Gonzalez-Viiias, M.A. (2015).
Characterisation of free and glycosidically bound aroma compounds of la
Mancha Verdejo white wines. Food Chemistry, 173, 1195-120

207



Figura 2.1.

Figura 5.2.

Figura 5.3.

Figura 5.4.

Figura 6.1.
Figura 7.1.

Figura 7.2.

Figura 7.3.

Figura 7.4.

Figura 7.5.

Figura 8.1.

LISTAFIGURILOR
LIST OF FIGURES

Diagrama principalelor procese metabolice in conditii de fermentatie la
P KIUYVETL. ot 51
Schemele tehnologice pentru vinurile Feteascd regald frizzante a)
Feteasca regald frizzante farda adaos de dioxid de sulf (FRFO); b)
Feteasca regala Frizzante cu adaos de dioxid de sulf (FRF1). ............ 81
Schemele tehnologice pentru vinurile Cabernet Sauvignon roze a)
Cabernet Sauvignon roze fara adaos de dioxid de sulf (CSRO); b)
Cabernet Sauvignon roze cu adaos de dioxid de sulf (CSR1). ............ 82
Schemele tehnologice pentru vinurile Cabernet Sauvignon: a) Cabernet
Sauvignon fara adaos de dioxid de sulf (CS0); b) Cabernet Sauvignon
cu adaos de dioxid de Sulf (CS1)....ccocvvviiiiiiiiiiiie e 83
Evolutia parametrilor fizico-chimici pe perioada fermentatiei

alcoolice/MalolactiCe. .......ccueeieiiiie e 92
Solutie standard 20 mg/L (distributia aminelor biogene si a amino-
acizilor in cadrul metodei de determinare). ............cooovvvervreeierennnns 103

Coeficientii de corelatie pentru multiple evaluari ale evolutiei continue
a concentratiilor de amine biogene (BAs) In raport cu aminoacizii
corespunzatori (AAs). (a) CS, Pres: -SO2 GLU:SPD: r=-0.99; p <0.05;
(b) FRF, Pres: +SO, ARG:SPD: r = 0.98; p < 0.05; (c) CSR, Pres: -SO»
PUT:GLU: r=-0.95; p <0.05; (d) CSR, Pres: -SO, PUT:SPD: r =-0.96;

P 005 e 108
Raportul concentratiilor (mg/L) pentru AA in vinurile brute (RW) si in
vinurile stabilizate (RS)........cccoovviiiiiiiiee 109

Analiza componentelor principale. (a) Corelatia dintre variabile si
componentele principale (PC) PC1 (26,1%) vs. PC2 (17,1%). (b) Biplot
al distributiei esantioanelor pe harta factorilor de variatie. ............... 111
Mecanismul propus de decarboxilare si dezaminare pentru a converti
aminoacizii 1N amine bIOZENE. ........vvverrerieieeiiree e 113
Distributia antocianilor in cadrul metodei de determinare
cromatografica utilizand detectia la lungimea de unda de 515 nm (a) —
Cy3gl (T;=2.261); (b) — Dp (T;=2.714), (¢) — Po3gl (T;=3.321), Mv3gl
(T:=3.739); (d) — Pt (T, = 4.260); (e) — Pg (T:= 4.640); (f) — Mv (T;=

Figura 8.2. a) Evolutia concentratiilor de antociani pe perioada de monitorizare (2018

—2021) pentru Cabernet Sauvignon Roze..........ccccoccvvviiiviiininennnn. 127

Figura 8.2. b) Evolutia concentratiilor de antociani pe perioada de monitorizare (2018

—2021) pentru Cabernet SAUVIZNON. ......ccverveerieereereenieaeeenieeseee e 127

208



Figura 8.3. (a) Distributia analizei discriminante conform LD1 (98.02%) si LD2

Figura 9.1.

Figura 9.2.

Figura 9.3.

Figura 9.4.

Figura 9.5.
Figura 9.6.

Figura 10.1.

Figura 10.3.
Figura 10.4.
Figura 10.5.

Figura 10.6.

(1.77%) (b) Distributie conform LD2 (1.77%) si LD3 (0.2%) si
respective (c) LD2 (1.77%) si LD3 (0.2%) prezentate pentru categoriile
de vinuri realizate prin diferite tehnologii de vinificatie, respectiv
utilizdnd amestecuri de antioXidanfi. ........ccocvrrvrvereninienineenenenns 133
Distributia valorilor CIELab pentru vinurile incluse in studiu a)
parametri categoriali (tehnologia aplicatd +SO,/-S0O,); b) Varietate vin;
) perioadd de MALUTATE. .......cuvveivveerieeiiee e e e sieeesaeesree e sebe e nreeeseae e 136
Variatia pentru cromaticitate a* In cazul probelor studiate pe parcursul
intervalului de maturare. a) monitorizare CS si CSR; b) monitorizare FR
STFRF. Lo e 137
Evaluari diferentelor de culoare in cazul probelor CS, CSR, FR si FRF
vinificate pe baza celor doua tehnologii de vinificatie +SO,/-SO, precum
si pe baza perioadei de MONItOTIZATE. .........ceevveerverrirriireeeeee e 141
Determinarea raspunsului liniar probe CS018 . Proba CS018-1
corespunde dilutiei raport 1/250, CS018-2 dilutie 1/100 si respectiv
CS018-3 corespunde dilutiei 1/50. CS018 — dependenta liniara a
valorilor determinate pentru model raspuns liniar — platou in functie de
IIUBIC. c. s 145
Liniaritate probe (+)-catechind (Lg/mL). ....ccccccooviiiiiiiiiiiiiieiieee 152
Matricea de corelatie pentru relatia interdependenta dintre continuturile
de compusi fenolici (IFC), flavone, taninuri si activitate anti-radicalica,
in raport cu perioada de stabilitate a probelor, dozele de antioxidanti, pe
fiecare veritate de vin si pe fiecare tip conform metodei de vinificatie.

Cromatograma pentru FRF118 (S4) (Tr (minute) — Timp de retentie)
(ACTAL (acetaldehida) — (Tr — 3.86); ETA (acetat de etil)— (Tr — 7.35);
MEOH (metanol)— (Tr—7.87); IPROH (n-propanol) — (Tr — 14.24); 2M-
1PROH (isobutanol) — (Tr — 17.45); ISA (acetat de isoamil)— (Tr—
18.71); 1BTOH (n-butanol) — (Tr — 20.36); ETL (lactat de etil) — (Tr —

3327 ) 162
Distributia concentratiilor de acetaldehida (ACTAL) in functie de
perioada de maturare a VINUIIlOT. .........cceciviieininec e 167
Variatiile corelate pentru acetat de etil (ETA), lactat de etil (ETL) si
acetat de izoamil (ISA) In functie de variatia de pH. ..........cccoceeee 172
Variatiile corelate pentru 1- propanol (1PROH) in functie de variatiile
concentratiilor de 1-treoning. ..........ccccveiieniiiiiii s 175

Analiza componentelor principale pentru evaluarea variatiilor multe in
functie de contributia factorilor principali si complementari de grupare.



Figura 11.1. Graficele hartilor radar corespunzitoare rezultatelor analizelor
senzoriale pentru vinurile incluse Tn studiu. .........coccoviiiiiiicnicnnnne 181

210



Tabel 1.1

Tabel 1.2.
Tabel 1.3.
Tabel 1.4.
Tabel 1.5.

Tabel 1.6.

Tabel 2.1.
Tabel 2.2.
Tabel 5.1.
Figura 5.1.
Tabel 6.1.

Tabel 6.2.

Tabel 6.3.

LISTATABELELOR

LIST OF TABLES
Proportiile dintre continutul de SO, liber si bisulfit HSOs™ la diverse valori
e PH. oo 30
Valori pentru constanta pK; pentru SO, in functie de téria alcoolica si
1950010 S) 1111 2 TP RR PRSI 30
Concentratii ale SO, liber necesare in vinuri pentru a mentine activitatea
antiseptica egald cu 2 mg/L SO2 aCtiV. ..cvviviiiiiiienierie e 34
Protectia culorii vinului rosu vinificat din struguri botirizati prin sulfitare
(Sudraud, 1985).....cciiiiiiiie s 37
Reglementari OIV si ale Uniunii Europene pentru limite pentru SO, in
VINUIT CONVENTIONALL. ......eiviiiiiiieieiicsee e 40

Compusi de alterare a vinului ca urmare a metabolismului bacterian in
timpul vinificatiei (*LAB, bacterii lactice; include specii din

Lactobacillus, Oenococcus si Pediococcus).........oovvveriiveiciinecnennen. 42
Contributia extractelor de plante naturale la calitatea vinurilor
conventionale si activitdile lor antimicrobiene si antioxidante. ............. 47
Principalii compusi de aroma influentati de P. kluyveri, descriptorul
aromatic si pragul de Perceplie. .........ovrvvrrrierierieree e 55
Codificarea probelor incluse In StUdit .....ooceeveeieeiiiiie i 79
Schemele tehnologice pentru vinurile Feteasca regala linistit a) Feteasca

regala fard adaos de dioxid de sulf (FRO); b) Feteasca regald cu adaos de
dioxid de Sulf (FR1). ...oouiiiiiiieie e 80
Parametrii de calibrare pentru sistemul de analiza parametri de calitate
A8 11 11 U TRV RTURTOPROPRTRN 85
Parametrii de calitate pentru varietatea Feteasca regald (Act. — denumire
activitate la care s-a efectuat evaluarea parametrilor fizico-chimici: Al —
zdrobire — deburbare - flotatie must; A2-1 — Fermentatie alcoolica /
malolactica; A2-2 — interventie pe perioada de fermentatie; A3 — tratament
dupa fermentatie (antioxidant, corectie de aciditate, stabilizare tartrica) A4
— filtrare Tmbuteliere; zile — numarul de zile inregistrate intre etapele
esentiale specificate; TA —tarie alcoolica (vol%); AT - aciditate totala (g/L
(acid tartric)); AV — aciditate volatila (g/L (acid acetic)); ZR — zaharuri
reducatoare (g/L); D - densitate specifica (g/mL); ES - Extract sec
NETEAUCALOT (Z/1). 1veivierieiiieie e 93
Parametrii de calitate pentru varietatea Feteasca regald frizzante (Act. —
denumire activitate la care s-a efectuat evaluarea parametrilor fizico-
chimici: Al — zdrobire — deburbare - flotatie must; A2-1 — Fermentatie
alcoolica / malolacticd; A2-2 — finalizare etapd de fermentatie; A3 —

211



tratament dupa fermentatie (antioxidant, corectie de aciditate, stabilizare
tartrica) A4 — transfer pentru fermentatie secundard; zile — numarul de zile
inregistrate intre etapele esentiale specificate; TA — tarie alcoolica (vol%);
AT - aciditate totald (g/L (acid tartric)); AV — aciditate volatila (g/L (acid
acetic)); ZR — zaharuri reducitoare (g/L); D - densitate specifica (g/mL);
ES - Extract sec nereducator (/). .....ccccovvvieiiiiiiiienicieeeeee 94

Tabel 6.4. Parametrii de calitate pentru varietatea Cabernet Sauvignon roze (Act. —

Tabel 6.5.

Tabel 7.1.

Tabel 7.2.

Tabel 7.3.

Tabel 7.4.

denumire activitate la care s-a efectuat evaluarea parametrilor fizico-
chimici: A1 — zdrobire — deburbare - flotatie must; A2-1 — Fermentatie
alcoolicd / malolacticd; A2-2 — finalizare etapa de fermentatie; A3 —
tratament dupd fermentatie (antioxidant, corectie de aciditate, stabilizare
tartrica) A4 — filtrare imbuteliere; zile — numarul de zile inregistrate intre
etapele esentiale specificate; TA — tarie alcoolicad (vol%); AT - aciditate
totalad (g/L (acid tartric)); AV — aciditate volatila (g/L (acid acetic)); ZR —
zaharuri reducatoare (g/L); D - densitate specificd (g/mL); ES - Extract
$€C NEredUCAtOr (Z/1). «oovvveiiieiiii e 95
Parametrii de calitate pentru varietatea Cabernet Sauvignon (Act. —
denumire activitate la care s-a efectuat evaluarea parametrilor fizico-
chimici: A1 — zdrobire - initiere etapd de maceratie; A2-1 — Fermentatie
alcoolica / malolactica; A2-2 — transfer in altid cisternd dupa presare;
finalizare etapd de fermentatie; A3 — tratament dupd fermentatie
(antioxidant, corectie de aciditate, stabilizare tartricd) A4 — filtrare
imbuteliere; zile — numarul de zile inregistrate intre etapele esentiale
specificate; TA — tarie alcoolicd (vol%); AT - aciditate totald (g/L (acid
tartric)); AV — aciditate volatila (g/L (acid acetic)); ZR — zaharuri
reducatoare (g/L); D - densitate specifica (g/mL); ES - Extract sec
NETEAUCALOT (Z/1). 1vvvvieieeie e 96
Conditii de spectrometrie de masa pentru determinarea aminoacizilor si
aminelor biogene. Ion molecular [M+H]" (m/z), [M-N]" fragment
caracteristic (m/z), energia de coliziune optimizatd CE (V) in Q2. ..... 100
Distributia aminelor biogene si a aminoacizilor pe durata cromatogramei
in conditiile de elutie (compus, calibrare- curba de calibrare si coeficient
de corelatie, continut regasit in probe fortificate; DIFF-eroare procentuald;
TR- tiMP de TELENTIE). ..c.veevverieiiiieeiieie ettt 101
Distributia aminelor biogenice si aminoacizilor in functie de tip de vin
(CS,CSR, FR si FRF) in functie de tratament cu dioxid de sulf (T — tip
de fermentatie; V — varietate de Vin)........cccovevrieeneenieenee e 104
Valorile medii pentru aminele biogene si aminoacizii in functie de variatia
in timpul perioadei de maturare a Vinului. ........cccoeeveereiniiiieiieeneee 106

212



Tabel 7.5.

Tabel 7.6.

Tabel. 8.1.

Tabel 8.2.

Tabel 8.3.

Tabel 8.4.

Tabel. 8.5.

Tabel 8.6.

Tabel 8.7.

Tabel 9.1.

Valorile medii pentru aminele biogene si aminoacizii in functie de variatia
in timpul perioadei de invechire a vinului (* p <0.05)....ccccccevvvenenn. 107
Valori medii pentru AT - aciditate totald (g acid tartric/L), TA — continut
de alcool (g/L), VA — aciditate volatild (g acid acetic/L), SO, liber —
continut de dioxid de sulf liber (mg /L); SO, total - continut de dioxid de

sulf total (mg/L); RS — zahar rezidual (g/L). .....ccoovviviiiiiiiiiiics 110
Parametri metoda cromatograficd pentru determinarea antocianilor la
Tungimea de 515 M. c..ooiiiiiiiiii e 119

Parametrii de validare partald ai metodei de determinare. L1 —
concentratia maxima din domeniul de liniaritate (mg/L); L2 - Concentratie
minima (mg/L), L3 — panta curbei de calibrare; L4 — Interceptul curbelor
de calibrare; L5 — coeficient de corelatie pentru variatia liniara; L6 - grad
de recuperare (%); L7 — deviatia standard relativa pentru probele in
triplicat efectuate la exactitatea metodei; L8 — Eroarea standard a pantei;
L9 - Limita minimd de cuantificare (mg/L); L10 - limita minima de
cuantificare (mmol); L11 — limita minima de identificare (mg/L); L12 -
limita minima de identificare (MMOI). ........cocoeeiiriiiinine e 120
Nivele de antociani pentru probele Cabernet Sauvignon (CS) (#1° —
CS018,#2°—CS019, #3°— CS020, #4°— CS021, #5°— CS118, #6’— CS119,
#7° — CS120, #8* — CS121; Av — average value, St- standard deviation).

Nivele de antociani pentru probele Cabernet Sauvignon roze CSR (#1 —
CSRO18, #2 — CSR0O19, #3 — CSR020, #4— CSR021, #5 — CSR118, #6 —
CSR119, #7 — CSR120, #8 — CSR121; Av (CSRO and CSR1)- valoare
medie, St- deviatie standard)...........c.coeveririiniinn s 124
Tipuri de taninuri i concentratii utilizate Tn metodele de vinificatie pentru
vinurile Cabernet Sauvignon CS1-CS0O si Cabernet Sauvignon Roze
CSRI-CSRO. .t 128
Valorile coeficientilor de corelatie stabiliti Intre variabilele continui in
cadrul fiecdrui grup Varietate CSR (superior) si Varietate CS (inferior)
Corelatiile marcate sunt semnificative pentru p < 0.05...........cccccvenees 129
Contributia fiecdrui compus de tip antocian la diferentierea claselor
incluse in analiza diSCriminanta. ............cccoceeriiiiiiene e 131
Valori ale analizelor spectrofotometrice pentru vinuri experimentale cu si
fara SO, (evaluare pentru CS §1 CSR). ..occoeviiiiiiiiiiinee e 139

Tabel 9.1(cont). Valori ale analizelor spectrofotometrice pentru vinuri experimentale

Tabel 9.2.

cu si fard SO2 (evaluare pentru FR si FRF). ..o, 140
Valori CSTV — (valoare critica de testare) este reprezentatd de momentul
de timp cand concentratiile DPPH au fost considerate constante pe baza

213



valorilor pantelor Ox de tip 0x si a coeficientilor de corelatie (R?). Evaluare
PENLIU CST ST CS0. ittt 147
Tabel 9.3. Valorile IC50 pentru probele incluse in studiu (X — valoare medie, SD —
deviatie standard, X — valoare mediand, CI(95%) — interval de confidenta
(95%0). et 148
Tabel 9.4. Testul Tukey HSD; variabila IC50 Probabilitati Aproximative pentru
Testele Post Hoc Eroare: Intre MS = 2980.4, df = 88.000. .................. 150
Tabel 9.5 Liniaritate metoda de analiza pentru testarea flavonelor prin derivatizare
cu clorurd de aluminiu. .......ccooovvieiiiiiic s 152
Tabel 9.6. Valorile Indicelui Folin Ciocalteu (EAG mg/L), Flavonelor (ECA mg/L)
si respectiv Taninuri (mg/L) pentru fiecare tip de vin, in functie de
varietate (CS, CSR, FR, FRF) si metoda de vinificatie (-SO»/ +SO5)
(valori medii / deviatii standard). .........cccccevvrieriniiniinene s 153
Tabel 9.7. Valorile medii ale compusilor fenolici (mg EAG/L) , flavone (mg EQ/L),
taninuri (mg ECA/L), valori medii ale dozelor de antioxidanti (g/hL).156
Tabel 10.1.Nivele compusi volatili Cabernet Sauvignon, varianta +SO; (CS1) si
varianta —SO» (CSO0) si Cabernet Sauvignon roze, variantele +SO, (CSR1)
si respectiv —SO2 (CSRO). ....ccveiiiiiiieiire e 169
Tabel 10.2.Nivele compusi volatili Feteasca regala, FR linistit (FR1(+SO2)/FRO(-
S0O2)) si Feteasca regala Frizzante (FRF1 (+SO2)/FRF0(-SO2))........ 171
Tabel 11.1.Codificarea probelor incluse in studiul de testare a pofilelor senzoriale.

............................................................................................................. 180
Tabel 11.2. Evaluarea parametrilor senzoriali pentru CSR (Cabernet Sauvignon
Roze) si (CS) Cabernet SAUVIZNON ........cccvvvieeriieiieeiie e e 182
* diferentd statistica semnificativa (P<0.05) .......ccccovviriiriiiiienien e 183

Tabel 11.3. Evaluarea parametrilor senzoriali pentru FRF (Feteasca regald Frizzante)
1 (FR) Feteasca regald..........ccoooeeiiiiiiiiiiiicie e 183

214



LISTA LUCRARILOR
LIST OF PUBLICATIONS

Lucrari BDI

Focea, M. C., Niculaua, M., Macoviciuc, S., Colibaba, L. C., Hamburda, S. B., &
Cotea, V. V. (2015). Junimea vinului Iasi — A local group of oenological initiative
and promotion. Lucrari stiintifice Seria Horticultura, 58(2).

Macoviciuc, S., Nechita, C. B., Cioroiu, I. B., Cotea, V., & Niculaua, M. (2022).
Effect of added sulphur dioxide levels on the aroma characteristics of wines from
Panciu wine region. Stiinfa agricola, 1, 73-77.

Lucrari ISI

Macoviciue, S., Cioroiu, B.-I., Niculaua, M., Nechita, C.-B., & Cotea, V. V. (2023).
Anthocyanins levels modification on wines without sulfur dioxide: New perspective.
Scientific Papers. Series B. Horticulture, 67(2), 249-254.

Macoviciuc, S., Niculaua, M., Nechita, C.-B., Cioroiu, B.-1., & Cotea, V. V. (2024).
The correlation between amino acids and biogenic amines in wines without added
sulfur dioxide. Fermentation, 10(6), 302-322.

215



	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page

		secr_did@uaiasi.ro
	2024-10-01T14:05:44+0300
	Carmencita Vintu




