MD 4224 C1 2013.12.31

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali a1 4224 13 Cl
(51) Int.Cl: CI2N 1/16 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)
CI12G 1/00 (2006.01)
CI12G 1/022 (2006.01)
(12) BREVET DE INVENTIE
(21) Nr. depozit: a 2012 0068 (45) Data publicarii hotararii de
(22) Data depozit: 2012.04.06 acordare a brevetului:

2013.05.31, BOPI nr. 5/2013
(67)" Nr. si data transformarii cererii:
s 2012 0059, 2012.09.21

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD

(72) Inventatori: TARAN Nicolae, MD; SOLDATENCO Eugenia, MD; ADAJUC Victoria, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE
HORTICULTURA SI TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD

MD 4224 C1 2013.12.31

(54) Tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae pentru producerea vinurilor

albe seci aromate
(57) Rezumat:

1 2
Inventia se referd la biotehnologie si poate Rezultatul constd in selectionarea unei
fi utilizata in industria vinicola. > tulpini de levuri autohtone pentru producerea
Tulpina de levuri  Saccharomyces vinurilor albe seci de calitate inalta.
cerevisiae, depozitatd In Colectia Nationald de Revendicdri: 1

Microorganisme Nepatogene cu numdrul 10
CNMN-Y-22, poate fi utilizatd la producerea

vinurilor albe seci aromate.
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dry white wines
(57) Abstract:

The invention relatles to biotechnology and
can be used in the wine industry.

The strain of the yeast Saccharomyces
cerevisiae, deposited with the National
Collection of Nonpathogenic Microorganisms
under the number CNMN-Y-22, can be used in

the production of aromatic dry white wines.

(54)
ApOMATHYE€CKHUX CYXHX BHH
(57) Pedepar:

1
H300perente OTHOCHTCS K OHOTECXHOMOTHH
U MOXET OBITH HCIONH30BAHO B BHHOJCITB-
YECKOH MPOMBINTUTCHHOCTH.
Saccharomyces

I TamMm JPOAOKEH

cerevisiae, JICIOHUPOBaHHBIN B
Hamponampmoit Komnexkmuu HematoreHHnIx

Muxpoopraamsmos nojx HomMepom CNMN-Y-
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Strain of the yeast Saccharomyces cerevisiae for the production of aromatic

2

The result consists in the selection of a
local yeast strain for the production of

aromatic dry white wines of high quality.

Claims: 1

ITamm gpoxakeil Saccharomyces cerevisiae 1jisi IPOU3BOACTBA 0eabIX

2
22, MoXKer OBITh HCIIONB30BAH IIPH IIPOH3-

BOJCTBC OembIX APpOMATHYICCKUX CYXUX BHUH.
Pe3ym,TaT COCTOUT B CCICKITMOHUPOBAHNH

MECTHOro ImiraMma I[pO)K}KeI\/'I U4 IPpOU3-

BOJICTBA OeImbIX APpOMATHYCCKHUX CYXUX BHH

BBICOKOI'O Ka4eCTBaA.

I1. popmymsr: 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4224 C1 2013.12.31

3

Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie si poate fi utilizatd in industria vinicola.

Sunt cunoscute tulpinile de levuri, destinate producerii diferitor bauturi alcoolice
obtinute prin fermentare alcoolicd, in special la producerea Vinurilor cu Denumirea de
Origine (VDO) din Madrid, Spania din specia Saccharomyces cerevisiae, care au fost
evidentiate din microflora autohtona provenita din regiunea care cuprinde arealele Arganda,
Navalcameno si San Martin [1].

Mai sunt cunoscute tulpini de levuri genetic modificate din specia Saccharomyces, care
sunt obtinute pentru aplicarea in procesul de fermentare alcoolicd in scopul imbunatatirii
aromelor produselor finite, in special a bauturilor alcoolice (vin, cidru, bere) [2].

Utilizarea acestor tulpini de levuri genetic modificate duce la eliminarea tiolilor
aromatici volatili in procesul fermentarii, insd existd riscuri legate de utilizarea produselor
genetic modificate in alimentatia omului.

Este cunoscutd tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae, selectatd din sedimente
vinicole oferite de Institutul de Vinificatie al Republicii Moldova, actualmente Institutul
Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare, care sintetizeazd in cantitati
sporite 3-glucani [3].

Insa, pana la momentul actual, evidentierea si selectarea tulpinilor de levuri autohtone,
din diferite centre vinicole ale Republicii Moldova, destinate producerii vinurilor albe seci
aromate nu a fost efectuata.

Problema pe care o rezolvd inventia revendicatad constd In selectionarea unei tulpini de
levuri autohtone pentru producerea vinurilor albe seci aromate de calitate nalta.

Esenta inventiei constd In aceea cd se propune o tulpind de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-22, pentru utilizare in producerea vinurilor albe seci aromate.

Tulpina de levuri a fost izolatd din must de struguri de soiul Muscat la baza
experimentald viti-vinicold a Institutului Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii
Alimentare din orasul Chisinau prin metoda ,,Ansei epuizate” in a. 2007.

Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii: microorganismul este de tip eucariot, se
inmulteste pe cale vegetativd prin iInmugurire. Tulpina formeaza celule rotunde. Latimea
celulelor variaza intre 5,00...5,20 um cu lungimea de 6,20 pm, avand o suprafatd de 25,3
wm’. Celulele tinere sunt grupate cite doud, nu formeazi miceliu autentic. Pe mediu lichid
formeaza depozit granulat, tasat si nu formeaza peliculd sau inel. Pe mediu solid agarizat
formeaza colonii rotunde cu suprafata incretitd, lucioasd de culoare albd-maroniu.

Particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii: creste in intervalul de temperaturd
10...38°C; o dezvoltare optima se atinge in intervalul termic de 18...28°C; coloniile apar
peste 48...72 ore; pH optimal 2,8...3,4; nu elimind H,S, posedd competitivitate tehno-
logica.

Importanta practicd a tulpinii (domeniul de utilizare): tulpina propusé este recomandatd
pentru producerea vinurilor albe seci aromate.

Produsul sintetizat de tulpind: alcool etilic, aminoacizi, glicerind, 2, 3-butilenglicol,
esteri.

Parametrii productivi ai tulpinii: in mediul lichid natural (suc de struguri), dupa 72 ore
de cultivare, susa formeaza circa 100...150 min celule/ml.

Metode de determinare a activitatii tulpinii: metode stabilite de Organizatia
Internationald pentru Vie si Vin (OIV) pentru caracteristica tulpinilor de levuri.

Conditiile si componenta mediului de culturd: mediul de culturd din must de struguri se
obtine din must proaspat de struguri (glucide — 170...200 g/1), decantat si sterilizat la
temperatura de 125°C timp de o ord. Nu se folosesc temperaturi mai ridicate si intervale de
timp de lungd duratd, pentru a evita distrugerea compusilor de crestere si Inmultire.

Mediul de culturd agarizat se obtine din must de struguri steril, al carui pH este adus la
valoarea 6,0 prin adaos de solutie alcalind de NaOH/KOH (1N). in mustul astfel pregatit s
administreaza autolizat de drojdie cu concentratia de 5...10 g/1 si agar-agar 20...30 g/l.

in cazul cand se foloseste mediul lichid, in eprubete sterile din sticld cu volumul de 20
ml se toarnd cate 10 ml mediu de cultura, se sterilizeaza in autoclavd timp de 30 min la 0,5
atm. Susa se cultiva pe acest mediu lichid la temperatura de 28+1°C timp de 48...72 ore.

In cazul cand se foloseste mediul solid agarizat, mediul de cultura se sterilizeaza in
autoclava timp de 30 min la 0,5 atm; se toarnd 1n cutii Petri sterile; dupa solidificare, susa
se cultiva pe acest mediu la temperatura de 28+1°C timp de 48...72 ore.
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in cazul cind lipseste mediul natural, se foloseste mediul sintetic Hansen, glucozi sau
maltozd — 50 g; peptond — 10 g; KH,PO, — 3 g; MgSO,-7TH,O — 2,5 g; apd distilatd —
1000 ml.

Mediul sintetic se solidifica cu adaugarea de agar-agar in cantitate de 1...3%. Se
sterilizeaza la fel ca si mediul natural.

Particularitatile genetice ale tulpinii: formare de compusi aromatici.

Tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae este izolatd si depozitatd In Colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie
al ASM cu numérul CNMN-Y-22.

Rezultatul constd in selectionarea unei tulpini de levuri autohtone pentru producerea
vinurilor albe seci aromate de calitate naltd.

Exemplul 1

Mustuiala din struguri de soiul Muscat cu parametrii initiali: concentratia iIn masd a
zaharurilor — 200 g/, concentratia In masd a aciditatii titrabile — 7,5 g/l, pH — 3,2, a fost
sulfitatd pand la 100 mg/l, maceratd timp de 6 ore la temperatura de 16...18°C. Asamblarea
mustului a fost realizatd intre mustul ravac si fractiunea de la stutul I. Limpezirea a fost
efectuatd la rece (t=10°C), dupd scoaterea de pe sedimentul format, mustul a fost dirijat la
fermentarea alcoolicd. In calitate de levuri selectionate pure pentru efectuarea procesului
tehnologic de fermentare au fost utilizate levurile selectionate autohtone Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-22. Volumul solutiei levurilor utilizate la fermentarea alcoolicd a
mustului Muscat a constituit 1% de la volumul initial al mustului, iar procesul de
fermentare a fost efectuat la temperatura de 18...20°C. Procesul de fermentare alcoolicd a
mustului s-a caracterizat prin o fermentare linistita, fard formare intensd de spumd, care s-a
finalizat In decurs de 16 zile cu fermentarea completd a zaharurilor. Vinul alb sec aromat
obtinut are o culoare pai deschisd cu nuante verzui, aroma find cu nuante citrice, tipice de
Muscat, gust curat, armonios, bine echilibrat, cu nuante tipice de Muscat in postgust. Nota
organoleptici — 8,00 puncte. In asa fel, utilizarea tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-22 permite fabricarea vinului alb sec aromat de calitate inalta.

Exemplul 2

Mustuiala din struguri de soiul Muscat cu parametrii initiali: concentratia in masd a
zaharurilor — 200 g/l, concentratia In masd a aciditatii titrabile 7,5 g/1, pH — 3,2, a fost
sulfitati pani la 100 mg/dm’, maceratd timp de 6 ore la temperatura de 16...18°C.
Asamblarea mustului a fost realizata intre mustul ravac si fractiunca de la stutul I
Limpezirea a fost efectuatd la rece (t=10°C), dupd scoaterea de pe sedimentul format,
mustul a fost dirijat la fermentarea alcoolic. In calitate de levuri selectionate pure pentru
efectuarea procesului tehnologic de fermentare au fost utilizate levurile selectionate
autohtone Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-22. Volumul solutiei levurilor utilizate la
fermentarea alcoolicd a mustului Muscat a constituit 2% de la volumul initial al mustului,
iar procesul de fermentare a fost efectuat la temperatura de 18...20°C. Procesul de
fermentare alcoolicd a mustului s-a caracterizat prin o fermentare moderata, fara formare
intensa de spumd, care s-a finalizat in decurs de 14 zile cu fermentarea completd a
zaharurilor. Vinul alb sec aromat obtinut are o culoare pai deschisad cu nuante verzui, aroma
curatd, cu nuante pronuntate de Muscat, gust curat, armonios, bine echilibrat, cu nuante
citrice in postgust. Nota organoleptici — 8,1. In asa fel, utilizarea tulpinii de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-22 permite fabricarea vinului alb sec aromat de
calitate Tnalta.
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Exemplul 3

Mustuiala din struguri de soiul Muscat cu parametrii initiali: concentratia in masd a
zaharurilor — 200 g/1, concentratia In masa a aciditatii titrabile — 7,5 g/l, pH — 3,2, a fost
sulfitatd pand la 100 mg/l, macerata timp de 6 ore la temperatura de 16...18°C. Asamblarea
mustului a fost realizatd Intre mustul ravac §i fractiunea de la stutul 1. Limpezirea a fost
efectuatd la rece (t=10°C), dupd scoaterea de pe sedimentul format, mustul a fost dirijat la
fermentarea alcoolicd. In calitate de levuri selectionate pure pentru efectuarea procesului
tehnologic de fermentare au fost utilizate levurile selectionate autohtone Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-22. Volumul solutiei levurilor utilizate la fermentarea alcoolicd a
mustului Muscat a constituit 3% de la volumul initial al mustului, iar procesul de fermen-
tare a fost efectuat la temperatura de 18...20°C. Procesul de fermentare alcoolicd a mustului
s-a caracterizat prin o fermentare intensd, cu formarea abundentd a spumei, care s-a
finalizat In decurs de 12 zile cu fermentarea completd a zaharurilor. Vinul alb sec aromat
obtinut are o culoare pai deschisd, aroma curatd, cu nuante tipice de Muscat, gust curat,
armonios, bine echilibrat, cu nuante citrice in postgust. Nota organolepticd — 7,95. In asa
fel, utilizarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-22 permite fabricarea
vinului alb sec aromat de calitate inalta.
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