STUDIUL UNOR FACTORI CARE DECID PROCESELE VITAL - METABOLICE DE CREŞTERE ŞI REPRODUCERE ALE LEVURILOR

(REZUMAT)

· Lucrarea este prezentată pe parcursul a 156 pagini şi are următoarea structură:

· Introducere

· Cap. I – Repere privind studiile referitoare la ecologia levurilor şi aportul lor la elaborarea vinurilor de calitate;

· Cap. II – Stadiul actual al cercetărilor privind factorii importanţi în procesele vital – metabolice de creştere şi reproducere ale levurilor;

· Cap. III – Scopul lucrării. Obiectul de cercetare. Metoda de lucru şi materialul folosit;

· Cap. IV – Rezultate obţinute;

· Cap. V – Concluzii generale;

· Bibliografie – sunt citate 151 lucrări ştiinţifice, tratate şi monografii, publicate în ţară şi în lume care au abordat aspecte şi fenomene legate de factorii care decid procesele vital - metabolice, de creştere şi reproducere ale levurilor.

· Scopul cercetărilor şi obiectivele de cercetare:

     Buna desfăşurare a proceselor metabolice, de  creştere şi reproducere a microorganismelor este determinată în primul rând de existenţa unor condiţii generale favorabile ale mediului şi de disponibilităţile suficiente pentru satisfacerea nevoilor de nutriţie.

     Realizarea şi dirijarea desfăşurării proceselor vitale ale levurilor în sensul dorit, implică însă o cunoaştere a factorilor care stimulează sau inhibă activitatea acestor microorganisme.

     Dezvoltarea levurilor, ca a oricărui organism este de la început condiţionată de mediul în care trebuie să trăiască. În mod deosebit, levurile sunt sensibile la condiţiile de temperatură şi de aerare. Totuşi alţi factori care intervin, cum sunt lumina, proporţia de apă, pH-ul sau suprafaţa internă a substratului, au la rândul lor o mare importanţă. În condiţii de fermentare de tip oenologic, levurile se confruntă mai ales în timpul fazei staţionare cu un ansamblu de condiţii fizico – chimice cu totul defavorabile.

     Studierea acestor condiţii particulare a fost deseori studiată apelând la impactul fiecărui factor independent de alţii. Trebuie totuşi să reţinem că în condiţii reale de fermentare, aceşti factori în ansamblul lor, intervin cel mai adesea în mod sinergic, întărind astfel efectele lor toxice sau stimulative.

     În cadrul cercetărilor noastre ne-am propus să surprindem cum o parte din aceşti factori cum ar fi: temperatura mediului de fermentare, suprafaţa internă a mediului supus fermentării, concentraţia în acid acetic, concentraţia în zahăr a mustului de struguri şi conţinutul în oxigen al mustului de struguri, influenţează procesele vital – metabolice de creştere şi reproducere ale levurilor. Cunoaşterea unor fenomene intime ale acestui proces, pune la îndemâna oenologului pârghii ştiinţifice atât de necesare în luarea unor decizii corecte pentru conducerea procesului de fermentaţie alcoolică, cu realizarea unor bune randamente şi în final conducând la obţinerea unor vinuri de calitate care prin compoziţia lor chimică şi însuşirile lor organoleptice să exprime vocaţia pentru calitate a locului şi soiului de  struguri.

     Am considerat ca mai importante următoarele obiective de cercetare spre a fi abordate:

1. Modul în care temperatura de fermentare influenţează procesele vital - metabolice de creştere şi reproducere ale levurilor şi modul în care acestea catalizează procesul de metabolizare al zaharurilor;

2. Influenţa pe care o are suprafaţa internă a produsului de fermentat asupra proceselor vital – metabolice de creştere şi reproducere ale levurilor, reflectată prin viteza de fermentare a zaharurilor;

3. Influenţa concentraţiei acidului acetic asupra proceselor vital – metabolice de creştere şi reproducere ale levurilor;

4. Dependenţa desfăşurării proceselor vital metabolice de creştere şi reproducere ale levurilor de concentraţia în zaharuri a mustului de struguri; 

5. Influenţa ce o poate exercita doza de dioxid de sulf prezentă în mustul de struguri asupra metabolizării de către levuri a zaharurilor;

6. Necesitatea prezenţei  oxigenului în mustul de struguri supus fermentaţiei alcoolice, în vederea derulării proceselor vital - metabolice de creştere şi reproducere a levurilor.

· Concluziile ce s-au desprins în urma studiilor realizate în perioada 2005 – 2008 au fost:

1. De la concluziile fundamentale la care a ajuns Louis Pasteur, în urma unor îndelungate şi meticuloase experimentări, cu privire la fermentaţii, demonstrând că acestea nu sunt procese pur chimice ci biochimice şi până în zilele noastre s-au acumulat imense informaţii cu privire la ecologia levurilor şi a factorilor care decid procesele vital – metabolice ale acestora, încât astăzi nu mai poate fi conceput procesul de elaborare a vinurilor de calitate fără cunoaşterea de către oenolog a acestor fundamentale fenomene.

2. În toate marile centre viticole ale lumii au fost evaluate mediile naturale ale levurilor (solul viticol, bobul de strugure, mustul şi vinul), condiţiile care decid prezenţa levurilor în aceste medii şi s-au găsit mijloacele şi metodele prin care se pot izola şi identifica levurile, în vederea depistării de suşe cu performanţe conveniente fiziologo – biochimice şi tehnologice.

3. Astăzi avem la dispoziţie suşe de levuri selecţionate pentru oricare tip de vin ce-l dorim să-l realizăm (albe şi roşii seci, demiseci ori dulci, muscaturi, vinuri spumante, ş.a).

4. Cercetătorii din România şi-au adus o contribuţie deosebită, mai ales în ceea ce priveşte ecologia levurilor, utilizarea levurilor selecţionate şi chiar izolarea şi identificarea unor suşe de levuri cu însuşiri tehnologice performante (Gheorghe Bălţatu, Marcel Niţescu, Ernest Russ, Elena Moldovan, Georgeta Şeptilici, Vasile Lepădatu, Gorun Sandu Ville, Florin Dănoaie, Klein Angela, Felicia Dragomir, ş.a).

5. Toate studiile întreprinse de-a lungul timpului cu privire la factorii importanţi în procesele vital – metabolice de creştere şi reproducere a levurilor, au demonstrat că realizarea şi dirijarea proceselor vitale ale levurilor în sensul dorit, implică însă o cunoaştere a factorilor care stimulează sau inhibă activitatea acestor microorganisme.

6. Cercetările efectuate de către noi, în perioada 2005 – 2008 cu privire la influenţa pe care o au temperatura de fermentare, suprafaţa internă a produsului fermentat, concentraţia acidului acetic, concentraţia în zaharuri, dioxidul de sulf şi oxigenul, asupra proceselor vital - metabolice de creştere şi reproducere a levurilor, ne-au condus la următoarele concluzii:

7. Scara valorilor termice de-a lungul căreia, începând de la temperaturile minime şi până la cele maxime, levurile îşi pot desfăşura normal activitatea vitală, reprezintă zona temperaturilor de dezvoltare.

8. Temperatura optimă de multiplicare prin înmugurire la levuri este cuprinsă între 22 – 300C, în timp ce numărul cel mai mare de celule se acumulează în mediu la temperatura de 10 – 150C, deci nu la temperatură mai ridicată când multiplicarea se face cel mai rapid; aceasta datorită toxicităţii mai reduse a alcoolului la temperaturi mai moderate şi poate diferenţelor de temperatură optimă a activităţilor enzimatice implicate în procesul de multiplicare considerat în totalitatea lui.

9. În ceea ce priveşte influenţa temperaturii asupra vitezei de fermentare, ca regulă generală, între 15 – 350C, fermentaţia mustului este cu atât mai rapidă la început şi porneşte cu atât mai prompt cu cât temperatura este mai ridicată. Pentru fiecare grad de temperatură în plus, levurile transformă mai multe zaharuri în acelaşi timp. În ceea ce priveşte influenţa temperaturii asupra limitei de fermentare se constată că atunci când temperatura este mai ridicată, pornirea în fermentaţie este mai rapidă, dar cu atât mai curând ea se opreşte şi cu artât mai puţin este ridicat gradul alcoolic dobândit final.

10. Populaţia maximală de levuri este mai mică la temperaturi mai ridicate. De aici reiese că atunci când se doreşte un grad alcoolic ridicat este necesar să se menţină o temperatură de fermentare destul de joasă. În aceste condiţii levurile suportă rău alcoolul, asimilează mai puţin bine substanţele azotate, procesele de reproducere şi fermentare se opresc.

11. La temperaturile de fermentare joase, factorul limitativ cel mai important este temperatura, acţiunea frânantă a alcoolului format şi epuizarea mediului în principii nutritive joacă un rol secundar.

12. Influenţa stării de oxido – reducere a mediului este şi ea diferită în raport cu condiţiile termice de fermentare: levurile sunt cu atât mai jenate de insuficienţa oxigenului, cu cât fermentarea se desfăşoară la temperatură mai înaltă. Intervine o asfixie, ce decurge din lipsa acută de oxigen a celulelor şi micşorarea concomitentă a solubilităţii lui sub acţiunea temperaturii ridicate.

13. Este evident că efectul nefavorabil al temperaturilor ridicate se datorează şi unei intoxicaţii celulare provocată de acumularea exagerată a compuşilor toxici, a căror eliminare celula nu o mai poate asigura, în ritmul tot mai intens în care ei se formează, ca urmare a accelerării de către temperatura ridicată a reacţiilor metabolice.

14. În domeniul vinificaţiei, temperatura ideală pentru vinificaţia în roşu se situează între 25 – 350C, iar pentru vinificaţia în alb în jur de 200C. În acest domeniu are o importanţă deosebită noţiunea de temperatură critică de fermentare, peste care levurile nu se mai reproduc şi trec în faza de liză, provocând stoparea procesului fermentativ. Este greu de stabilit o limită precisă, este mai potrivit să fie luată în considerare o zonă periculoasă care poate varia cu aerarea, concentraţia în zaharuri a mustului, factorii nutritivi pentru levuri ş.a. 

15. Aprecierea activităţii fermentative a unei suşe de levuri este pusă în evidenţă de viteza şi randamentul de fermentare cu care poate să fermenteze substratul (mustul de struguri).

16. Temperatura de fermentare influenţează atât viteza de fermentare cât şi limita până la care zaharurile sunt metabolizate.

17. Metabolismul levurilor este inhibat de o serie de factori fizici, chimici, biologici. Unul dintre aceştia îl reprezintă acidul acetic, a cărui acţiune negativă se exercită mai ales asupra procesului de înmulţire a levurilor atât în condiţii de aerobioză cât şi în anaerobioză, toxicitatea lui creşte odată cu temperatura. Capacitatea levurilor de a produce acid acetic este unul din criteriile de selecţie a levurilor de interes oenologic. O posibilă aplicaţie practică a aptitudinii levurilor de a metaboliza acidul acetic ar putea fi scăderea prin refermentare a acidităţii volatile a unui vin oţetit.

18. Acidul acetic adăugat în mustul de struguri în doze ce depăşesc 1 g/l inhibă procesul de înmulţire al levurilor. Toxicitatea este cu atât mai mare cu cât temperatura de fermentare este mai mare. Acidul acetic inhibă puternic activitatea levurilor, acestea acţionează greu, transformarea zaharurilor în produşi finali ai fermentaţiei alcoolice este întârziată. Conţinuturi în acid acetic mai mari de 1 g/l, fac ca pentru fiecare gram în plus să apară întârzieri mari şi chiar stoparea procesului, când ajungem la conţinuturi de 3 g/l. Randamentul fermentării zaharurilor se dezechilibrează puternic odată cu creşterea cantităţii de acid acetic, observându-se şi efectul temperaturilor ridicate asupra toxicităţii acestuia.

19. Suprafaţa internă a mustului supus fermentării influenţează perioada de lag, durata procesului de fermentare şi randamentul de metabolizare a zaharurilor de către levuri. Cu cât suprafaţa internă a substratului (mustului de struguri) este mai mare perioada de timp pentru declanşarea procesului de fermentare este mai scurtă, drept consecinţă a condiţiilor favorabile pentru creşterea şi multiplicarea levurilor.

20. Concentraţia iniţială a mustului de struguri în zaharuri influenţează viteza şi durata fermentaţiei. Viteze mari şi durate scurte de fermentaţie se înregistrează la concentraţii ale zaharurilor cuprinse între 136 şi 180 g/l. Când concentraţia în zaharuri a musturilor depăşeşte 240 g/l levurile nu pot fermenta întreaga cantitate de zaharuri, fermentaţia fiind oprită la circa 14 vol% alcool iar pentru Saccharomyces oviformis la circa 15 – 16 vol% alcool. Ritmul de fermentare (grame zahăr fermentate în 24 ore) scade odată cu creşterea conţinutului în zahăr al mustului.

21. Ca să se dezvolte în medii încărcate cu cantităţi mari de zaharuri, levurile trebuie să realizeze o contrapresiune osmotică tot mai ridicată, prin care să prevină pierderea apei de către mediul extern tot mai avid, pierdere ce le expune la deshidratare şi deci la moartea prin plasmolizare. În aceste condiţii, alcoolul etilic şi celelalte produse secundare formate prin fermentare sunt tot mai greu suportate de celulă. Drept urmare, activitatea fermentativă se desfăşoară foarte lent şi încetează cu mult înainte ca tot zahărul să fie consumat.

22. Sensibilitatea relativă la acidul sulfuros a diferitelor microorganisme prezente în musturi şi vinuri, se înregistrează diferenţe foarte mari nu numai între bacterii şi levuri, dar şi între diferitele genuri şi chiar specii de levuri.

23. Limita maximă de rezistenţă a unor specii de levuri, stabilită de noi, pentru dioxidul de sulf este de 150 mg/l SO2 total pentru Kloeckera apiculata, 200 mg/l SO2 total pentr Saccharomyces ellipsoideus, 250 mg/l SO2 total pentru Saccharomyces oviformis, 400 mg/l SO2 total pentru Saccharomyces acidifaciens şi Saccharomyces elegans. Se constată deci că efectul antiseptic al acidului sulfuros este foarte selectiv, fiind mai slab faţă de levurile din genul Saccharomyces, decât faţă de genul Kloeckera extrem de răspândit în flora levuriană spontană.

24. Rezistenţa celulelor de levuri la diferite doze de SO2 este dependentă de concentraţia ionilor de hidrogen (pH), cu cât valoarea pH-ului este mai apropiată de 2,8 cu atât rezistenţa celulelor de levuri este mai mică. Valori ale ph-ului de peste 3,4 – 3,8 măresc rezistenţa celulelor de levuri.

25. Dozele de SO2utilizate pentru protecţia antioxidantă a musturilor influenţează populaţia levuriană în fazele de lag, exponenţială, staţionară maximală, şi declin.

26. Oxigenul are un rol hotărâtor pentru înmulţirea levurilor. Aminoacizii ce servesc la formarea substanţelor proteice iau naştere în interiorul celulei prin sinteză endogenă, având drept precursori acizii rezultaţi în procesul de degradare respiratorie a zaharurilor.

27. Cercetările întreprinse, referitoare la cantităţile de oxigen administrate mustului în fermentare (5 – 10 mg/l) au demonstrat că ele au un rol hotărâtor asupra populaţiei levuriene şi respectiv a duratei procesului de fermentare.

28. Administrarea unor doze mici de oxigen (1 – 5 mg/l) începând cu ziua a doua de fermentare şi până în ziua a noua de fermentare (doze din ce în ce mai mici) au asigurat o suficientă populaţie de levuri pe întreaga durată a fermentării cu influenţe benefice ale scurtării duratei de fermentare şi a metabolizării întregului conţinut de zahăr al mustului.

29. Sub influenţa dozelor controlate de oxigen, vinurile roşii capătă o coloraţie intensă, probabil din cauza oxidării progresive a antocianilor la care se adaugă probabil şi cea a taninurilor. Intensitatea colorantă creşte, tonalitatea este mult ameliorată şi se evită mirosurile sulfihidrice.

30. S-a constatat importanţa deosebită a oxigenului pentru multiplicarea levurilor se reflectă mai ales în faptul că pentru reproducţie ele nu pot fi private mult timp de oxigen, chiar cele cu caracterul fermentativ cel mai pronunţat nu pot continua înmulţirea în anaerobioză strictă, decât un timp limitat.

31. Prin cercetările noastre şi rezultatele pe care le-am obţinut referitoare la influenţa unor factori care stimulează sau inhibă procesele vital metabolice ale levurilor am adus o modestă contribuţie la cunoaşterea unor fenomene şi procese cu impact major asupra biotehnologiilor utilizate pentru obţinerea vinurilor în general, a celor de calitate superioară în special.
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