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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la o metoda de apreciere a capacitatii de
fermentare secundard a tulpinii de levuri pentru
producerea vinului spumant rosu.

Metoda, conform inventiei, prevede
addugarea tulpinii de levuri, in cantitate de
3 min. cel/em® in vin cu un continut de
zaharuri de 22 g/dm’ i substante fenolice de
1000...2500 mg/dm’, mentinerea vinului pentru
fermentare in decurs de 5 zile la temperatura
de 20°C intr-o eprubetd cu diametrul de 2 cm

2
si ndltimea de 15 cm, in care este amplasat cu
gatul spre fundul eprubetei un tub sudat la un
capat, gradat cu scara de 0,071 cm’, cu
diametrul de 0,3 cm si indltimea de 10 cm, din
care este evacuat aerul, si determinarca
volumului de gaz acumulat in tub la
fermentare. Cu cat volumul gazului acumulat
este mai mare, cu atat capacitatea de
fermentare secundard a tulpinii este mai mare.
Revendiciri: 1



(54) Method for assessing the capacity of secondary fermentation of the yeast
strain for the production of red sparkling wine

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
namely to a method for assessing the capacity
of secondary fermentation of the yeast strain
for the production of red sparkling wine.

The method, according to the invention,
comprises addition of the yeast strain in an
amount of 3 mln cells/cm’ in wine with a sugar
content of 22 g/dm’ and phenolic substances of
1000...2500 mg/dm’, maintenance of wine for
fermentation for 5 days at a temperature of
20°C in a vial with a diameter of 2 cm and a

2

height of 15 cm, in which is placed with the
neck towards the bottom of the vial a tube
welded at one end, graduated with the scale of
0.071 em®, of a diameter of 0.3 cm and a
height of 10 cm, from which the air is
removed, and determination of the gas volume
accumulated in the tube during fermentation.
The greater the accumulated gas volume, the
greater the capacity of secondary fermentation
of the strain.

Claims: 1

(54) MeToa OLEHKH COCOOHOCTH LITAMMA APOXKAKEH K BTOPHYHOMY OPOKEHHIO
JJIsI IPOU3BOJACTBAa KPACHOI'0 HTPUCTOr0 BHHA

(57) Pegepar:
1
Hzobperenue OTHOCHTCS K
OHOTEXHOIOTHH, 8 HMEHHO K METOY OIICHKH
CITOCOOHOCTH nITaMMa JIPOMOKETH K

BTOPHUHOMY OpOXCHHUIO I IPOU3BOICTBA
KPacHOT'O UTPUCTOrO BUHA.

Meron, COTJIACHO H300pETCHUIO,
[IpeLycMaTpUBaeT Jo0aBIeHUe IITaMMa
JIPOACKEH B KOJIMYECTBE 3 MITH KICTOK/CM° B
BHHO C COJICPIKAHHEM caxapoB 22 F/HM3 u
(¢eronpEEIX  BemrectB  1000...2500 Mr/ﬂM3,
BBICP)KKY BHHA IS OpOXKCHUS B TEUCHUE 5
jqued mpu temueparype 20°C B mpoOHpKE ¢

2
JIHAaMETPOM 2 ¢M U BBICOTOH 15 ¢M, B KOTOpOM
PACHONOKEHA, TOPJBIIIKOM B CTOPOHY JHA
IPOOUPKH, 3alasgHHAS C OHOTO KOHITA TPYOKa,
rpaJlynpoBaHHas ¢ IeHoi jenenus 0,071 oM,
jquamerpom 0,3 cm u BbeIcOTOH 10 CcM, u3
KOTOPOH yJalieH BO3JYyX, K OIPECICICHUE
00béMa HAKONHBINETOCA Tras3a B TPYOKe IIpH
OpOXKCHHUT. Uem OonbIe 00BEM
HaKOIIUBIIIETOCA rasa, TeM (feuisii]
CIIOCOOHOCTh ~ IMTaMMa K  BTOPHYHOMY
OPOXKCHHUIO.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la 0 metoda de apreciere a capacitétii de fermentare
secundard a tulpinii de levuri pentru producerea vinului spumant rosu.

Este cunoscutd metoda de determinare a capacitatii de fermentare a glucidelor si alcoolilor in
mediu lichid prin utilizarea mediului model de bazéd cu urméatoarele componente (g/dm?): peptond —
5,0; K.HPO, — 1,0. Glucidele si alcoolii se pregatesc aparte ca hidrosolutii de 10%, solutia de
glucide se supune autoclavizarii la presiunea de 0,5 atm, iar cele de alcool se filtreazd. Solutiile
sterile se adauga la fonul de baza in asa proportii, ca concentratia lor in mediu sé fie cuprinsd intre
10...20 g/dm?. Soluia de baza se toarna in eprubete de 8...10 cm?, se scufundd in fiecare eprubetd
céte un tub intors cu fundul spre suprafatd si se sterilizeaza la presiunea de 1 atm [1].

Mediul model dupa sterilizare se Insamanteazd cu microorganismele studiate i se incubeazd
timp de 1...10 zile, cresterea §i dezvoltarea microorganismelor se determind dupd tulburarea
mediului, formarea peliculei sau a sedimentului. Acumularea de acizi se depisteaza dupd
modificarea pH-ului, iar formarea gazelor dupd aparitia camerei de gaz in tub.

Neajunsurile metodei constau in complicatia utilizarii ei In medii reale, In special pentru vinuri
rosii, sterilizarea la temperaturi Inalte duce la distrugerea unor componenti ai complexului fenolic si
la modificari nedorite In vin. Tubul pentru gaz nu are volum interior suficient pentru a face o
diferentiere comparativad intre microorganismele testate, iar datoritd dimensiunilor relativ mici exista
posibilitatea deteriorarii lui in timpul sterilizarii.

De asemenea este cunoscutd o metodd, unde scurgerea bulelor de aer se realizeazd prin
inversarea eprubetei cu amestecul fermentativ inchis etans ce contine tubul interior imersat in lichid
cu gatul intors spre baza eprubetei. Aceasta accelereaza propagarea analizei avand toatd constructia
asamblati din timp §i elimind riscul deteriorarii tubului interior in timpul sterilizérii datoritd fixarii
acestuia [2].

Neajunsurile metodei constau in necesitatea utilizarii mediului model ce nu intotdeauna creeaza
conditiile necesare, in special pentru vinurile rosii, sterilizareca la temperaturi inalte duce la
distrugerea unor componenti ai complexului fenolic si la modificari nedorite in vin. Prin urmare, nu
poate fi efectuatd o selectare coerentd a capacitatii de fermentare secundard a tulpinilor de levuri in
conditiile specifice de producere a vinurilor spumante rosii.

De asemenea se cunoaste metoda de testare a activitatii microbiene, care permite captarea bulelor
de gaz, ce se formeazad In urma activitatii microorganismelor. Specificul acestei metode de testare
este ca tubul interior a fost modificat cu posibilitatea de a elimina camera de aer fard tratarea termica
si fard inversarea tubului, sterilizarea este inlocuitd prin proba martor de analizd. Aceastd metoda
prevede si testarea in camp, totodatad nu necesitd o pregétire minutioasa [3].

Neajunsurile metodei constau in faptul cd nu este posibild selectarea tulpinilor de levuri dupa
dinamica acumuldrii de CO, in tubul interior In medii cu continut inalt de substante fenolice si
alcool. Inlocuirea sterilizarii cu proba martor de analizi nu asigura o siguranta suficienti la utilizarea
mediilor, precum vinul materie prima rosu.

Problema pe care o rezolva inventia solicitata constd in elaborarea unei metode de determinare a
capacitatii de fermentare secundara a tulpinilor de levuri destinate producerii vinurilor spumante
TOSIi.

Esenta inventiei constd 1n aceea cd metoda de apreciere a capacitétii de fermentare secundard a
tulpinii de levuri pentru producerea vinului spumant rosu prevede adaugarea tulpinii de levuri, in
cantitate de 3 min. cel./cm? in vin cu un continut de zaharuri de 22 g/dm?* si substante fenolice de
1000...2500 mg/dm?, mentinerea vinului pentru fermentare in decurs de 5 zile la temperatura de
20°C intr-o eprubetd cu diametrul de 2 cm si indltimea de 15 cm, in care este amplasat cu gatul
orientat spre fundul eprubetei un tub sudat la un capat, gradat cu scard de 0,071 cm?, cu diametrul de
0,3 c¢m si Indltimea de 10 cm, din care este evacuat aerul, si determinarea volumului de gaz acumulat
in tub la fermentare, totodatd dacd volumul gazului acumulat este mai mic de 0,063 cm? se
considerd cd tulpina de levuri nu are capacitate de fermentare secundard, dacd volumul gazului
acumulat este de 0,064...0,254 cm® se considerd cd tulpina de levuri are capacitate scizutd de
fermentare secundara, dacad volumul gazului acumulat este de 0,255...0,510 cm® se considera ca
tulpina de levuri are capacitate medie de fermentare secundard si dacd volumul gazului acumulat
este mai mare de 0,510 cm? se considera ca tulpina are capacitate sporitd de fermentare secundara.

In eprubeti se toarna vin rosu filtrat prin filtre cu membrana cu d=0,6 pm, continutul de zaharuri
in vin este de 22 g/dm?, iar maiaua de levuri cortine 3 mln. cel./cm®. Vinul se toarnd in eprubetd
pana cand iniltimea lichidului depdseste indltimea tubului interior cu 1 cm. In acelasi mod se
pregateste proba de control cu excluderea insamantarii vinului cu tulpina de levuri.
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Evacuarea bulelor de aer din tubul interior se realizeaza prin inversarea eprubetei ermetic
inchise, cu amestecul fermentativ si tubul interior imersat in lichid cu gatul intors spre baza
eprubetei. Operatiunea se repetd de cateva ori pentru a evacua bulele de aer pana cand tubul interior
este plin cu lichid. Apoi eprubeta se astupa cu un dop steril din vatd si se introduce in termostat la o
temperatura constanta de 20°C. Procesul de fermentare secundard se studiaza timp de 5 zile, din care
24 de ore este perioada de acomodare, iar masurarile se efectucaza din ziua a 2-a. In calitate de
obiect de control serveste volumul de gaz (CO,) format in procesul fermentarii secundare.

Aprecierea capacitdtii de fermentare secundard a tulpinii de levuri se efectueaza dupd volumul
gazului acumulat in tubul de fermentare in decurs de 5 zile.

Metoda elaboratd permite de a selecta tulpinile in dependentd de capacitatea de fermentare
secundard a glucidelor in conditiile aseméndtoare cu cele de la fermentarea secundara la producerea
vinurilor spumante rosii, evidentiind pe cele mai rezistente datoritd tubului interior gradat, in
dependentd de dinamica acumularii de gaz (CO,) format in urma fermentatiei secundare. Excluderea
sterilizarii la temperaturi ridicate permite utilizarea constructiei extinse a tubului interior, fard
necesitatea fixdrii lui in interiorul eprubetei, totodatd simplifica efectuarea analizei.

Exemplul 1

Vinul materie primd rosu pentru spumante, in volum de minim 50 cm?, cu parametrii fizico-
chimici: continutul de alcool etilic — 11,0 % vol., aciditatea titrabila — 5,7 g/, pH - 3,2, continutul de
substante fenolice — 1100 mg/dm?, cortinutul de zaharuri — 22 g/dm?, a fost filtrat prin filtrul cu
membrani cu diametrul porilor de 0,6 pm. In vinul filtrat s-a administrat maiaua de levuri (tulpina
de levuri CNMN-Y-R-91) din calculul 3 min. cel./cm?, apoi amestecul fermentativ a fost turnat in
eprubeta in care s-a introdus tubul gradat cu gatul orientat in jos. Evacuarea bulelor de aer din tub s-
a realizat prin inversarea eprubetei cu amestecul fermentativ Inchis ermetic si tubul interior imersat
in lichid cu gatul intors spre baza eprubetei. Procesul s-a repetat de cateva ori, pand tubul interior s-a
umplut cu lichid. Eprubeta a fost introdusa in termostat la temperatura de 20°C si monitorizata timp
de 5 zile, determinand volumul de CO, acumulat.

Dupa 48 h in tub s-au acumulat 0,26 cm? de CO,, dupd 72 h s-au format 0,45 cm? CQ,, iar dupa
96 h volumul de dioxid de carbon a atins valoarea de 0,51 cm? de CO,, Prin urmare, tulpina de
levuri poseda capacitatile necesare pentru realizarea fermentatiei secundare a vinurilor materie prima
rosii la un continut moderat de substante cu caracter fenolic.

Exemplul 2

Vinul materie primd rosu pentru spumante, in volum de minim 50 cm?, cu parametrii fizico-
chimici: continutul de alcool etilic — 11,0 % vol., aciditatea titrabild — 5,7 g/l, pH — 3,2, continutul
de substante fenolice — 2000 mg/dm?, continutul de zaharuri — 22 g/dm?, a fost filtrat prin filtrul cu
membrani cu diametrul porilor de 0,6 pm. In vinul studiat s-a administrat maiaua de levuri (tulpina
de levuri CNMNY R-91) din calculul 3 min. cel./cm?, apoi amestecul fermentativ a fost turnat in
eprubeta in care s-a introdus tubul gradat cu gatul orientat in jos. Evacuarea bulelor de aer din tub s-
a realizat prin inversarea eprubetei cu amestecul fermentativ inchis ermetic si tubul interior imersat
in lichid cu gatul intors spre baza eprubetei. Procesul s-a repetat de cateva ori, pand tubul interior s-a
umplut cu lichid. Eprubeta a fost introdusa in termostat la temperatura de 20°C si monitorizata timp
de 5 zile, determinand volumul de CO, acumulat.

Dupi 48 h in tub s-au acumulat 0,163 cm? de CO,, dupa 72 h s-au format 0,29 cm? de CO;, iar
dupd 96 h volumul de dioxid de carbon atinge valoarea de 0,537 cm?. Prin urmare, tulpina de levuri
posedd capacitatile necesare pentru realizarea fermentatiei secundare a vinurilor materie prima rosii
la un continut 1nalt de substante cu caracter fenolic.

Exemplul 3

Vinul materie primd rogu pentru spumante, in volum de minim 50 cm?, cu parametrii fizico
chimici: continutul de alcool etilic — 11,0 % vol., aciditatea titrabild — 5,7 g/, pH - 3,2, continutul de
substante fenolice — 2400 mg/dm?, continutul de zaharuri — 22 g/dm?, a fost filtrat prin filtrul cu
membrani cu diametrul porilor de 0,6 pm. In vinul filtrat s-a administrat maiaua de levuri (tulpina
de levuri CNMN-Y-28) din calculul 3 mIn. cel./cm?, apoi amestecul fermentativ a fost turnat in
eprubeta in care s-a introdus tubul gradat cu gatul orientat in jos. Evacuarea bulelor de aer din tub s-
a realizat prin inversarea eprubetei, cu amestecul fermentativ inchis ermetic §i tubul interior imersat
in lichid cu gatul intors spre baza eprubetei. Procesul s-a repetat de cateva ori, pand tubul interior s-a
umplut cu lichid. Eprubeta a fost introdusa in termostat la temperatura de 20°C si monitorizata timp
de 5 zile, determinand volumul de CO, acumulat.

Dupd 48 h in tub s-au format 0,021 cm? de CO,, dupa 72 h s-au acumulat 0,063 cm? de CO,, insd
in continuare volumul a ramas constant fiind de 0,063 cm® CO,. Prin urmare, tulpina de levuri
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CNMN-Y-28 nu poate asigura fermentarea secundard a glucidelor in vinul materie prima rosu cu
concentratia sporitd de substante fenolice.

Exemplul 4

Vinul materie primd rosu pentru spumante, in volum de minim 150 c¢cm?, cu indicii fizico
chimici: continutul de alcool etilic — 11,1 % vol., aciditatea titrabild — 5,5 g/l, pH — 3,2, continutul
de substante fenolice — 2000 mg/dm?, continutul de zaharuri — 22 g/dm?, a fost filtrat prin filtrul cu
membrani cu diametrul porilor de 0,6 pm. In vinul studiat s-au administrat diferite tulpini de levuri
(tulpini de levuri din Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene din Industria Oenologica
(CNMNIO): CNMNIO Nr. 4, CNMNIO Nr. 81, CNMNIO Nr. 91 reiesind din calculul 3 min.
cel./cm?, apoi amestecul fermentativ a fost turnat in eprubete, in care s-a introdus tubul gradat cu
gatul orientat in jos. Evacuarea bulelor de aer din tub s-a realizat prin inversarea eprubetei, cu
amestecul fermentativ inchis ermetic si tubul interior imersat in lichid cu gatul intors spre baza
eprubetei. Procesul s-a repetat de cateva ori pand tubul interior s-a umplut cu lichid. Eprubetele au
fost introduse in termostat la temperatura de 20°C si monitorizate timp de 4 zile determinand
volumul de CO, acumulat.

In eprubeta insimantati cu tulpina de levuri CNMNIO Nr. 4 nu s-a inregistrat acumularea
gazului 1n tubul interior, prin urmare nu a avut loc fermentarea secundard si tulpina de levuri nu
poate fi utilizatd la fermentarea secundard a vinurilor spumante rosii. In eprubeta insamantati cu
tulpina de levuri CNMNIO Nr. 81 s-a inregistrat acumularea gazului in tubul interior, Insd cu o
dinamica lentd, in a 5-a zi ajungand la doar 0,254 cm? de CQy. Prin urmare, tulpina CNMNIO Nr. 81
are o capacitate redusa de fermentare secundara la concentratii inalte de substante fenolice.

Pentru tulpina de levuri CNMNIO Nr. 91 dupéd 96 h volumul de dioxid de carbon acumulat a
atins valoarea de 0,537 cm? Prin urmare, aceastd tulpind de levuri are capacitate sporitd de
fermentare secundard a vinurilor materie prima rosii cu un continut inalt de substante fenolice.
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(57) Revendicari:

Metoda de apreciere a capacitatii de fermentare secundard a tulpinii de levuri pentru producerea
vinului spumant rosu, care prevede addugarea tulpinii de levuri, in cantitate de 3 mln. cel./cm’ in vin
cu un continut de zaharuri de 22 g/dm’ si substante fenolice de 1000...2500 mg/dm’, mentinerea
vinului pentru fermentare in decurs de 5 zile la temperatura de 20°C intr-o eprubetd cu diametrul de 2
cm §i inaltimea de 15 cm, in care este amplasat cu gatul spre fundul eprubetei un tub sudat la un capit,
gradat cu scara de 0,071 cm’, cu diametrul de 0,3 ¢cm si indltimea de 10 cm, din care este evacuat
aerul, si determinarea volumului de gaz acumulat in tub la fermentare, totodatd dacd volumul gazului
acumulat este mai mic de 0,063 cm’ se considerd ci tulpina de levuri nu are capacitate de fermentare
secundard, dacd volumul gazului acumulat este de 0,064...0,254 cm’ se considerd ¢ tulpina de levuri
are capacitate scazutd de fermentare secundard, daca volumul gazului acumulat este de 0,255...0,510
em’ se considerd ci tulpina de levuri are capacitate medie de fermentare secundard si daci volumul
gazului acumulat este mai mare de 0,510 cm’ se considerd ci tulpina are capacitate sporiti de
fermentare secundara.
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