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MICROBIOLOGICAL AND BIOTECHNOLOGICAL STUDY OF YEAST STRAINS ISOLATED DURING SPONTA-

NEOUS FERMENTATION OF BLACK GRAPE VARIETY "CODRINSCHII”

Summary. An important task in the field of wine microbiology is obtaining local yeast strains that can easily adapt
to the specific environmental conditions, ferment the carbohydrates in the must, and produce natural wines with high
organoleptic qualities. This work presents the results of microbiological research related to the isolation and selection of
local yeast strains for the production of dry red wines. The isolated yeast strains were tested to identify those that could
be used to produce wines with typical characteristics. Based on the assessment of biochemical and technological indi-
ces of 15 yeast strains isolated from the must of the "Codrinschii" variety, 9 yeast strains were selected for the production
of dry red wines.

Keywords: grape must, isolation, selection, local strains, technological indices, red wines.

Rezumat. O sarcind importanta in domeniul microbiologiei vinului este obtinerea levurilor locale care sa se adap-
teze usor la conditiile mediului dat, sa fermenteze glucidele din must si sa contribuie la obtinerea vinurilor naturale cu
un sir de calitati organoleptice inalte. In lucrare sunt prezentate rezultatele cercetarilor microbiologice privind izolarea
si selectarea tulpinilor de levuri locale destinate producerii vinurilor rosii seci. Tulpinile de levuri izolate au fost testate in
scopul identificarii tulpinilor care ar putea fi utilizate pentru obtinerea vinurilor cu insusiri de tipicitate. In baza aprecierii
indicilor biochimici si tehnologici a 15 tulpini de levuri, izolate din mustul soiului,Codrinschii’, au fost selectate 9 tulpini
de levuri de perspectiva pentru producerea vinurilor rosii seci.

Cuvinte-cheie: must de struguri, izolare, selectare, tulpini locale, indici tehnologici, vinuri rosii.

INTRODUCERE nologice. Studiile efectuate au aratat ca tulpinile locale
de levuri prezinta o activitate enzimatica si o capacitate
fermentativd mai mare decat cele comerciale, ceea ce le
face atractive pentru utilizare in diverse domenii. Meto-
dele de izolare a tulpinilor locale de levuri se bazeaza pe
colectarea probelor din mediul natural, insémantarea
probelor pe medii nutritive specifice, izolarea in cultura
pura a tulpinilor de levuri si caracterizarea fiziologo-bi-
ochimici a tulpinilor izolate. Selectarea tulpinilor locale
de levuri se realizeaza in urma analizei performantelor
acestora in conditii specifice, precum si a analizei carac-
teristicilor lor biochimice si genetice [3-6].

Izolarea si selectarea tulpinilor de levuri locale
constituie un subiect de mare interes in biotehnologie,
unul esential pentru obtinerea de produse alimentare
de calitate superioara. Precizam ca tulpinile locale de
levuri sunt cele care se gdsesc in mod natural intr-o
anumitd regiune sau loc, fiind adaptate la conditiile
specifice de mediu si la substraturile de crestere [1; 2].

In ultimii ani, cercetitorii din toatd lumea acordi
o atentie sporita izoldrii si selectarii tulpinilor locale
de levuri pentru a le folosi in diferite procese bioteh-
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Tulpinile locale de levuri selectate pot fi utilizate
la producerea alcoolului, vinurilor, acidului lactic si/
sau a enzimelor. Studiile efectuate in acest domeniu
au demonstrat ca utilizarea tulpinilor locale de levuri
contribuie la imbunatatirea calitétii si valorii produse-
lor obtinute [7-10].

MATERIALE SI METODE

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Laborato-
rului ,,Biotehnologii si Microbiologia Vinului” al IP
Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehno-
logii Alimentare.

Probele de struguri au fost prelevate in zona de sud
al Moldovei, din satul Pleseni, raionul Cantemir, cen-
trul vitivinicol ,,Tigheci’, in luna octombrie 2022. Din
plantatiile de struguri de soiul cu boabe negre ,,Codrin-
schii” au fost prelevati struguri si obtinut must cu urma-
torii indici initiali: concentratia in masa a zaharurilor -
244 g/dm’, acizii titrabili - 7,1 g/ dm?, pH=3,24. Fer-
mentarea spontand a mustului a decurs in conditii de
laborator in vase cu volum de 0,3 L, incepand cu a 3-a
zi dupa prelucrarea strugurilor. Concentratia in masa
a zaharurilor in must a fost determinatd prin metoda
densimetrica, conform GOST 13192-73. Concentra-
tia in masa a aciditatii titrabile s-a stabilit prin meto-
da aprobatd de OIV. La determinarea indicelui pH s-a
utilizat metoda potentiometrica la pH-metrul Metler
Toledo. Studiul mic-robiologic s-a efectuat conform in-
structiunii privind controlul microbiologic al producti-
ei vinicole in vigoare (IC MD 67-42582515-:2010) si a
surselor bibliografice microbiologice existente in indus-
tria vinicola [11; 12].

REZULTATE SI DISCUTII

Izolarea tulpinilor de levuri locale a fost realizata
incepand de la o singura celuld, prin metoda dilutiilor
succesive, insamantarea pe medii nutritive specifice fi-
ind efectuatd prin tehnica epuizarii ansei si izolarea in
cultura pura (figura 1).

Figura 1. Insimantarea levurilor prin tehnica
ansei epuizate pentru obfinerea culturilor pure.
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In urma cercetarilor, din must au fost izolate 15
tulpini de levuri si, pentru a le stabili gradul de purita-
te, s-a efectuat microscopia culturilor cercetate.

La determinarea caracteristicilor morfologice si
fiziologice ale levurilor izolate si identificarea indici-
lor taxonomici cheie este necesar de a respecta un sir
de conditii de examinare, care permit o caracterizare
ampld a tulpinilor si determinarea exactd a categori-
ilor sistematice (gen, specie) ale tulpinilor de levuri
studiate.

In scopul stabilirii dimensiunilor celulelor levuri-
lor izolate, a fost efectuatd microscopia culturilor cer-
cetate. Tulpinile de levuri au fost incubate preventiv
timp de trei zile pe mediu nutritiv (must de struguri)
la o temperatura de 28 °C. In continuare s-au calculat
dimensiunile a 100 de celule din fiecare tulpina de le-
vuri. Este cunoscut faptul, cd dimensiunile tulpinilor
de levuri variaza de la 1,5 pana la 25 pm, ceea ce este
specific pentru aceste microorganisme [11].

Analiza microscopicé a levurilor ofera date despre
puritatea tulpinilor, uniformitatea, omogenitatea si
modul de inmugurire a celulelor. In urma cercetarilor
microscopice s-a constatat ca celulele tulpinilor studi-
ate diferd dupa forma si dimensiuni, iar dimensiunile
variazd de la 3,5 pana la 8 um (figura 2).

De asemenea, s-a stabilit ca celulele tulpinilor
studiate sunt de tip eucariot si se afld in stare de in-
mugurire. Testele de identificare conform Kudreavtev
[11] au aratat cd toate 15 tulpini izolate apartin genului
Saccharomyces.

Din literatura de specialitate se cunoaste ci levu-
rile din genul Saccharomyces au forma celulei rotunda
sau elipsoidala, celulele levurilor din genul Torulopsis
au forma sfericd, iar forma de limaie sau cilindrica
este caracteristici pentru celulele genurilor Hanse-
niaspora, Kloeckera. S-a stabilit cd levurile studiate nu
formeazd micelii reale, toate se inmultesc pe cale ve-
getativa prin inmugurire multilaterala si sexuat prin
spori, ceea ce confirma faptul ci aceste tulpini apartin
genului Saccharomyces. In urma evaludrii proprietati-
lor morfologice, fiziologice si de reproducere s-a con-
statat ca culturile de levuri noi izolate din microflora

Figura 2. Imaginea microscopica a tulpinilor de levuri
din genul Saccharomyces cu forma distincta rotunda
sau sfericd.
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indigenad se caracterizeaza prin celule de levuri unifor-
me si sunt microbiologic viabile.

Pentru identificarea speciilor tulpinilor de levuri
care apartin genului Saccharomyces este necesar de a
stabili proprietatile fiziologice de baza, si anume me-
tabolismul culturilor noi izolate, prin metoda de stu-
diere a fermentarii si asimilarii selective a glucidelor.
Conform taxonomiei Kudreavtev, in calitate de mediu
nutritiv a fost utilizat autolizatul de levuri (1:10) cu
addugare a cate 2 % din fiecare dintre glucidele stu-
diate (lactoza, rafinozd, zaharoza, galactozd, maltoza,
glucoza, xilozd, arabinozd). Aceasta testare constituie
cheia identificdrii celor mai frecvente specii de levuri
Saccharomyces.

Studiul fermentarii §i asimildrii selective a gluci-
delor a determinat cd au fost izolate si identificate 15
tulpini cerevisiae. Tulpinile de levuri izolate au fost tes-
tate in scopul identificarii tulpinilor care pot contribui
la obtinerea vinurilor cu insusiri de tipicitate.

In testul preliminar, pentru selectarea tulpinilor
de levuri au fost evaluati asa parametri tehnologici ca:

rezistenta la alcool, rezistenta la SO,, rezistenta la Cu,
rezistenta la frig, abilitatea de a forma spuma, activi-
tatea B-glucozidazici, factorul Killer. In consecintd au
fost selectate 9 tulpini de levuri locale din centrul viti-
vinicol ,Tigheci”

In testul de evaluare a caracteristicelor calitative,
efectuat in laborator, cu utilizarea mediilor nutritive se-
lective, a fost cercetatd capacitatea tulpinilor de levuri
selectate de a produce hidrogen sulfurat, acid acetic si
apreciata activitatea B-glucozidazica. Rezultatele test-
rilor de laborator a tulpinilor de levuri izolate din cen-
trul vitivinicol ,Tigheci” sunt prezentate in tabelul 1.
Constatam astfel cd majoritatea tulpinilor de levuri
izolate sunt rezistente la alcool (de la 10 % vol. pana
la 14 % vol.), exceptia constituind circa 27 % dintre
levuri care nu se dezvolta la atingerea concentratiei al-
coolului de 14 % vol. Rezistentd la concentratii inalte
de SO, a fost depistatd la 100 % de levuri studiate.

Rezistenta tulpinilor de levuri izolate la concen-
tratii inalte de cupru a aratat cd prezenta acestuia nu
influenteaza negativ asupra activitdtii fermentative

Tabelul 1

Indicii biochimici si tehnologici ai tulpinilor de levuri izolate

in centrul vitivinicol ,,Tigheci” (anul 2022)

Caracteristici tehnologice Caracteristici calitative
. . Rezistenta 2
Tulpina . Rezistenta ’ s | % s S s 5| §.x
Rezistenta la alcool ’ la Cu, @ S | B = o 9 Bol<
de laSO,, mg/L E| S| &g 8. | 53| 588
a ,mg I = Q e o =1 S QO
. 2 pmol/L | = | §| 28 |[2&| 24| €5 | ¥ 3§
levuri 3| & g |2l s | EZ2| 228
=) =] ) N S ) =] = oo
T & ~ |2 = 22| 24
10% | 12% | 14% | 100 150 200 | 300 iz A 'g
Tulpini de levuri izolate din mustul ,,Codrinschii”
1 + + - + + + + + | ++ N + ++ - +
2 + + + + + + + + | ++ N + - = =F
3 + + 4 + + + + = | A N + = = +
4 + + + + + 3 + - + N A = = aF
5 + + + + + + + + | ++ N + +/- - +
6 + + - + + + + + + N - +/- + +
7 + + + + + + + + + S 3 +/- - +
8 A + + + + A + + | ++ S + = = F
9 + + + + + + + + | ++ N A = = aF
10 + + + + + + + + + N + +/- - i
11 + + + + + + + + | ++ N - - + +
12 + + - + + + + + + S - - - +
13 + + + + + + + + [+++| N + +/- - +
14 A + + + i + + || A N A = = iF
15 + + - + + + + -+ S + - - +

*Notd: Spumare: + (fara spumare), ++ (spumare medie), +++ (spumare sporitd); Fenotip: S (sensibil), N (neutru);
producerea H,S: + (se produce), - (nu se produce); +/- (nesemnificativ).
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a tulpinilor studiate. De asemenea, a fost stabilit cd
93 % dintre tulpinile cercetate au format foarte pu-
tind spumd in primele 24-48 de ore de fermentare,
5 tulpini fiind chiar incluse in categoria de levuri
Hfard spuma’”.

Cercetirile efectuate si rezultatele obtinute in baza
acestui studiu au demonstrat ca 73 % dintre tulpinile
de levuri izolate din centrul vitivinicol ,, Tigheci” sunt
de fenotip Neutru, adica nu pier in prezenta tulpinilor
de fenotip Killer si nu suprima activitatea tulpinilor de
fenotip Sensibil. Este cunoscut cé factorul Killer con-
stituie un indice foarte important pentru levuri, deoa-
rece el este activ in diferite conditii de pH.

Evaluarea caracteristicilor tehnologice aratd ca
100 % de levuri au activitatea f3-glucozidazica, dar
aceasta activitatea scade cu aproximativ 33 % la indi-
cele pH intre 2,8-3,5.

Studiile realizate au stabilit ca 86 % dintre levu-
rile izolate produc concentratiile scazute de acid ace-
tic. Acest parametru poate varia in functie de tulpina,
concentratia zaharurilor din must, temperatura de
fermentare. Selectarea levurilor cu capacitate scazuta
de formare a acestui acid este foarte importanta pen-
tru caracteristicile organoleptice ale vinului.

Formarea sau nu a H.,S este legata in mare masura
de prezenta sau absenta in must a aminoacizilor
cu sulf. Rezultatele obtinute au demonstrat ca circa
40 % dintre levurile izolate produc H.S. Astfel, in baza
rezultatelor obtinute si a aprecierii comparative a diferi-
tor indici au fost selectate ca fiind de perspectiva pentru
vinificatie tulpinile de levuri izolate din mustul ,,Codrin-
schii™:nr. 2, 3,4,5,7,8,9,10 si 14.

CONCLUZII

Din mustul soiului cu boabe negre ,,Codrinschii”
au fost selectate si izolate in cultura purd 15 tulpini de
levuri, determinate conform testelor de identificare
taxonomica dupa Kudreavtev ca fiind din genul Sac-
charomyces cerevisiae.

In baza aprecierii indicilor biochimici si
tehnologici a 15 tulpini de levuri, izolate din mustul
soiului ,,Codrinschii’, au fost selectate 9 tulpini de le-
vuri de perspectiva pentru producerea vinurilor rosii
seci.
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NOTA. Cercetirile au fost efectuate in cadrul
Programului de stat, proiectul 20.80009.5107.05 Valorifica-
rea la scara industriald a potentialului oenologic al soiurilor
si clonelor de struguri asanate de selectie noud si locale pentru
fabricarea productiei vinicole competitive pe piefele interna-
tionale.



