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Introducere

Oenologia a început să se dezvolte ca ştiinţă graţie progreselor înregistrate în microbiologie şi biochimie, progrese ce au permis cunoaşterea tuturor microorganismelor utile şi dăunătoare, care intervin în procesul de vinificaţie, precum şi a mecanismelor biochimice, pe care acestea le implică. 

Având la bază o tematică destul de generoasă, lucrarea de doctorat, se înscrie, pe aceeaşi „orbită a cunoaşterii” proceselor microbiologice şi biochimice, care au loc în vin. 

Cercetările ştiinţifice din ultimii ani întreprinse atât pe plan mondial, cât şi în ţara noastră, în domeniul biochimiei şi microbiologiei oenologice, au relevat faptul, că alături de factorii naturali, factorul biologic este cel care decide calitatea vinurilor. Astăzi, se impune mai mult decât oricând studierea şi monitorizarea proceselor biochimice şi microbiologice, care definesc fermentaţiile vinului, în vederea obţinerii unor vinuri de calitate superioară, care să satisfacă exigenţele consumatorilor. 

Capitolul I Stadiul actual al cercetărilor privind fermentaţia malolactică: microflora specifică, mecanisme biochimice, factori care o influenţează

În cadrul acestui capitol, s-a încercat să se aducă la zi, întreaga informaţie ştiinţifică, cu privire la principalele studii şi cercetări derulate în domeniul fermentaţiei malolactice. Problematica abordată în cadrul acestui capitol a fost destul de vastă, ea structurându-se totuşi pe trei direcţii diferite de cercetare: 

· microflora specifică implicată în iniţierea şi derularea fermentaţiei malolactice;

· mecanismele biochimice care descriu metabolismul bacteriilor malolactice;

· factorii fizico-chimici şi biologici, care influenţează creşterea şi dezvoltarea bacteriilor malolactice şi implicit desfăşurarea fermentaţiei malolactice.

 În descrierea microflorei specifice fermentaţiei malolactice, s-au făcut referiri punctuale, ce au vizat studiul următoarele aspecte: ecologia bacteriilor lactice, structura internă a celulelor de bacterii lactice, caractere morfologice şi fiziologice ale bacteriilor lactice, teste de identificare şi criterii de clasificare ale bacteriilor lactice. 
În ceea ce priveşte metabolismul bacteriilor lactice, au fost elucidate mecanismele biochimice care definesc metabolizarea glucidelor (hexoze şi pentoze), metabolizarea acizilor organici (cu referire la acidul malic, acidul tartric, acidul citric), metabolizarea substanţelor azotate (cu referire la arginină, histidină şi posibilitatea formarii unor compuşi cu potenţial toxicogen - e vorba de citrulină, uretan şi histamină).

Având la bază cercetări documentate de mai bine de 30 de ani, dar şi cu aportul ultimelor noutăţi din domeniu, am realizat o radiografie a principalilor factorii fizico-chimici şi biologici, care influenţează creşterea şi dezvoltarea bacteriilor malolactice. În cadrul factorilor fizico-chimici care influenţează creşterea şi dezvoltarea bacteriilor malolactice, am luat în discuţie temperatura, pH-ul, anhidrida sulfuroasă, aerarea, concentraţia alcoolică, anhidrida carbonică, condiţiile de nutriţie pe care le implică mediul de cultură, influenţa polifenolilor şi a lizoenzimelor. Din prisma evaluării factorilor biologici, creşterea şi activitatea metabolică a bacteriilor lactice pot fi influenţate de dezvoltarea ciupercilor parazite ale strugurilor, de bacteriile acetice, de levuri şi de bacteriofagi. De asemenea, factorii tehnologici nu trebuie neglijaţi atunci când vorbim de metabolizarea acidului malic din vinuri, prin fermentaţie malolactică. Astfel vinurile obţinute prin tehnologie clasică, termovinificaţie sau maceraţie carbonică au o evoluţie diferită în ceea ce priveşte fermentaţia malolactică.

Tot în cadrul acestui capitol, s-au evidenţiat câteva aspecte cu privire la reproducerea bacteriilor lactice şi evoluţia populaţiei de bacterii lactice în timpul vinificării. 
La finalul acestui capitol, s-a întocmit o listă cu principalele criterii de care trebuie să ţinem seama în aprecierea oenologică a bacteriilor lactice (utile sau dăunătoare), precum şi pericolele şi riscurile de devieri de la bunul mers al fermentaţiei malolactice, care pot interveni, în cazul utilizării bacteriilor lactice.
Capitolul II Aspecte privind arealul de desfăşurare al temei de cercetare
Cercetările efectuate în perioada 2004-2007 au vizat desfăşurarea fermentaţiei malolactice, la principalele vinuri roşii obţinute în podgoriile Miniş-Măderat (judeţul Arad) şi Recaş (judeţul Timiş). Fermentaţia malolactică s-a studiat în centrul viticol Miniş pentru vinurile roşii obţinute din soiurile Oporto, Merlot, Burgund mare, Cabernet Sauvignon, Pinot noir, Cadarcă şi Blauerzweigelt, iar în centrul viticol Recaş pentru vinurile roşii obţinute din soiurile Oporto, Merlot, Burgund mare, Cabernet Sauvignon şi Pinot noir.
II.1 Prezentarea generală a podgoriei Miniş-Măderat

Plantaţiile podgoriei Miniş sunt situate majoritar în zona de contact a munţiilor Zarandului cu Câmpia Aradului, urmată de zona piemontană de coline şi de câmpie din golful Depresiunii Crişului Alb (Zarandului). Climatul acestei podgorii este temperat, moderat continental, datorită deschiderii largi spre masele de aer atlantic mai umede şi mai răcoroase dinspre vest, relativului adăpost montan  faţă de masele continentale dinspre est şi influenţelor benefice mediteraneene, încă sesizabile aici, dinspre sud şi sud-vest. 

În podgoria Miniş un loc prioritar îl ocupă soiurile pentru vinuri. Dintre acestea se menţionează: Cadarcă, Cabernet Sauvignon, Burgund mare, Pinot noir, Merlot, Oporto şi Sangiovese din care se produc vinuri roşii. Pentru vinuri albe se impun soiurile: Mustoasă de Măderat, Riesling italian, Fetească regală, Sauvignon şi Muscat Ottonel. 
II.2 Prezentarea generală a podgoriei Banatului (centrul viticol Recaş)

Centrul viticol Recaş grupează plantaţiile viticole din perimetrele Giarmata, Izvin, Recaş, Herneacova, Bencecu, situate în partea sud-estică a Câmpiei înalte Vinga, în triunghiul format de Bega, afluentul ei Beregsău şi Dealurile Lipovei. Climatul este temperat, moderat continental cu nuanţă submediteraneană.

În centrul viticol Recaş un loc prioritar îl ocupă soiurile pentru vinuri. Dintre acestea se menţionează: Pinot noir, Merlot, Cabernet Sauvignon, Cadarcă, Burgund Mare şi Oporto din care se produc vinuri roşii. Pentru vinuri albe se impun soiurile: Sauvignon, Riesling italian, Fetească regală, Chardonnay, Creaţă, Majarcă, Steinschiller şi Muscat Ottonel. 

Capitolul III Obiectivele tezei de doctorat şi metodele de cercetare
III.1 Obiectivele specifice ale cercetărilor
Pentru realizarea cercetărilor, s-au formulat câteva obiective specifice, care constituie de fapt, obiectivele lucrării de doctorat şi care sunt prezentate, în cele ce urmează:

· O1 identificarea şi analiza principalilor factori care influenţează fermentaţia malolactică: efectul condiţiilor climatice, a factorilor fizico-chimici şi biologici asupra fermentaţiei malolactice;
· O2 monitorizarea interfazică a fermentaţiei malolactice, prin urmărirea biconversiei acid malic - acid lactic, la principalele vinuri roşii obţinute în podgoriile Miniş şi Recaş;
· O3 analiza biochimismului fermentaţiei malolactice, prin studiul metabolizării acidului malic şi al substanţelor azotate, în timpul fermentaţiei malolactice; 
· O4 cercetarea proceselor microbiologice, care definesc fermentaţia malolactică, prin monitorizarea evoluţiei bacteriilor lactice în timpul fermentaţiei malolactice şi decelarea acestora prin examene microscopice şi culturale;
· O5 experimentarea unor tehnici de inducere şi dirijare a fermentaţiei malolactice, cu ajutorul biomaselor bacteriene separate prin filtrare şi prin utilizarea de culturi starter de bacterii malolactice;
· O6 evaluarea, pe termen scurt, a impactului fermentaţiei malolactice asupra profilului senzorial al vinului, prin determinarea acetatului de etil şi a glicerolului din vinurile fermentate malolactic;
· O7 identificarea şi recomandarea unor „metode sigure” de monitorizare a fermentaţiei malolactice.
III.2 Metode de lucru utilizate pentru atingerea obiectivelor
În studiul fermentaţiei malolactice, este imperios necesar cunoaşterea concentraţiilor de acid malic şi acid lactic din vin, fapt pentru care determinările analitice calitative, dar mai ales cantitative ale acestor acizi organici, prezintă o importanţă majoră.

Determinările enzimatice, prezentate în cadrul acestui capitol, sunt mult mai exacte comparativ cu metoda Michaud (cromatografie pe hârtie), în care determinările cantitative au un caracter aproximativ. Aceste metode enzimatice permit urmărirea degradării acidului malic atât în timpul maturării strugurilor, cât şi în timpul desfăşurării fermentaţiei malolactice în vin, precum şi dinamica formării acidului lactic, ca produs principal al fermentaţiei malolactice. Pentru realizarea cercetărilor, s-au utilizat următoarele metode:

a) estimarea acidului malic prin cromatografie pe hârtie (metoda Michaud)

b) determinarea acidului L-malic din vin utilizând kituri enzimatice

c) determinarea acidului L-lactic din vin utilizând kituri enzimatice

d) determinarea acidului D-lactic şi L-lactic din vin utilizând kituri enzimatice
Determinările fizico-chimice, s-au orientat şi spre alţi parametri ai vinului: arginină, histidină, histamină, acetat de etil şi glicerol.

 Metodele de analiză microbiologică, s-au utilizat în vederea monitorizării evoluţiei bacteriilor lactice în timpul fermentaţiei malolactice şi pentru decelarea acestora prin examene microscopice şi culturale. 
III.3 Noutatea ştiinţifică a lucrãrii

În lucrarea de faţă pentru prima dată sunt prezentate rezultate sistematice privind biochimismul şi procesele microbiologice, care definesc fermentaţia malolactică, la vinurile roşii obţinute în podgoriile Miniş (judeţul Arad) şi Recaş (judeţul Timiş).

În urma investigaţiilor realizate, s-au adus contribuţii originale, în ceea ce priveşte studiul următoarelor aspecte: identificarea şi analiza principalilor factori care influenţează fermentaţia malolactică, monitorizarea interfazică a fermentaţiei malolactice, analiza biochimismului fermentaţiei malolactice, cercetarea proceselor microbiologice care definesc fermentaţia malolactică, experimentarea unor tehnici şi procedee noi de inducere şi dirijare a fermentaţiei malolactice, evaluarea impactului fermentaţiei malolactice asupra profilului senzorial al vinului. Toate aceste contribuţii sporesc nivelul de cunoştinţe în domeniul fermentaţiei malolactice în particular, şi contribuie la progresul oenologiei, în general.

Pentru prima dată, a fost utilizată (şi sper cât mai rapid standardizată) o metodă nouă de analiză: metoda enzimatică (utilizând kituri enzimatice furnizate de firma Diamedix Diagnostica) pentru determinarea exactă a concentraţiilor de acid malic şi acid lactic din musturi şi vinuri. De asemeni, metodele enzimatice, respectiv imunoenzimatice, de determinare a glicerolului şi a histaminei, din vinuri, sunt de mare noutate şi de stringentă actualitate. Tot pentru prima dată, s-a experimentat şi s-a reuşit cu rezultate foarte bune, dirijarea fermentaţiei malolactice la vinurile roşii, utilizând un preparat bacterian de bacterii malolactice (Inoflore R, furnizat de firma SC Enzymes&Derivates Romania SA).
III.4 Semnificaţia şi valoarea aplicativă a lucrării

Unul din obiectivele specifice ale tezei de doctorat, din care reiese şi valoarea aplicativă a lucrării, este acela de a identifica şi recomanda în practica oenologică, câteva „metode sigure” de monitorizare a fermentaţiei malolactice. Prin determinările concentraţiilor de acid malic şi acid lactic din vinuri este posibilă o evaluare mai atentă a bioconversiei acid malic – acid lactic. Determinările concentraţiilor de arginină, histidină şi histamină din vinuri, permit o monitorizare continuă a substanţelor indezirabile produse în timpul fermentaţiei malolactice, care manifestă potenţial toxicogen. Determinările concentraţiilor de acetat de etil şi a glicerolului din vinuri, permit o cunoaştere a profilului organoleptic al vinului. Aceste determinări sunt foarte importante, deoarece ele emit primele avertizări, cu privire la apariţia unor defecte de gust şi miros în vinuri. Prin dirijarea fermentaţiei malolactice, cu ajutorul preparatelor bacteriene de bacterii malolactice, este posibilă reducerea acidităţii vinului într-un timp scurt, controlul microorganismelor dăunătoare din vin (cu predispoziţie de a produce boli şi defecte), controlul substanţelor indezirabile din vin (amine biogene, diferiţi aminoacizi, compuşi volatili) şi în ansamblu o îmbunătăţire simţitoare a caracteristicilor organoleptice ale vinului.

Capitolul IV Rezultate ştiinţifice obţinute (contribuţii proprii)
IV.1 Dinamica maturării principalelor soiuri de struguri negri din podgoriile Banatului 

Condiţiile climatice şi dinamica acumulării de zaharuri şi acizi organici, în struguri, prezintă o importanţă deosebită pentru desfăşurarea fermentaţiei malolactice. 

Condiţiile climatice influenţează acumularea de acizi organici şi zaharuri în struguri, determinând caracteristicile fizico-chimice ale vinurilor (concentraţia în alcool, aciditatea totală, pH-ul, concentraţia de zahăr); caracteristicile fizico-chimice ale vinurilor influenţează mai departe derularea fermentaţiei malolactice, mai ales în condiţii “spontane” de lucru.

În condiţiile anului de recoltă 2004 (bilanţ termic real ridicat, cantitate moderată de precipitaţii în perioada de vegetaţie, număr ridicat de ore de insolaţie în perioada de vegetaţie), strugurii posedă la maturitate conţinuturi echilibrate în zaharuri şi aciditate. În aceste condiţii, se obţin vinuri cu conţinuturi echilibrate în alcool şi aciditate, creându-se premisele unei derulări fără dificultăţi a fermentaţiei malolactice spontane.

În condiţiile anului de recoltă 2005 (bilanţ termic real scăzut, cantitate mare de precipitaţii în perioada  de vegetaţie, număr mic de ore de insolaţie în perioada de vegetaţie), strugurii posedă la maturitate, conţinuturi scăzute în zaharuri şi ridicate în aciditate. În aceste condiţii, se obţin vinuri cu concentraţii mai mici în alcool, cu aciditate totală ridicată şi pH scăzut, influenţând negativ declanşarea şi derularea fermentaţiei malolactice spontane.

Pentru podgoria Miniş, la atingerea maturităţii depline, cel mai mare conţinut în zaharuri îl au strugurii din soiurile Oporto şi Pinot noir, iar cel mai mic conţinut în zaharuri îl posedă strugurii din soiul Cadarcă. În ceea ce priveşte aciditatea totală, cea mai ridicată valoare se înregistrează la strugurii din soiul Cabernet Sauvignon, iar cea mai scăzută valoare se înregistrează la strugurii din soiurile Oporto şi Pinot noir. 

Pentru podgoria Recaş, la atingerea maturităţii depline, cel mai mare conţinut în zahauri îl au strugurii din soiurile Cabernet Sauvignon, Merlot şi Pinot noir, iar cel mai mic conţinut în zaharuri îl posedă strugurii din soiul Burgund mare. În ceea ce priveşte aciditatea totală, cea mai ridicată valoare se înregistrează la strugurii din soiul Burgund mare, iar cea mai scăzută valoare se înregistrează la strugurii din soiul Oporto.
IV.2 Rezultate privind evoluţia acidului malic în strugurii şi vinurile din principalele podgorii din Banat 

Din experimentările întreprinse pentru urmărirea evoluţiei acidului malic în strugurii şi vinurile obţinute în podgoriile Miniş şi Recaş, se pot desprinde următoarele concluzii:

· condiţiile climatice influenţează acumularea acidului malic în struguri şi evoluţia lui în timpul maturării; în anii de recoltă 2005 şi 2006 (bogaţi în precipitaţii, cu bilanţ termic real relativ scăzut, număr mic de ore de insolaţie în perioada de vegetaţie), se acumulează o cantitate mai mare de acid malic, la toate soiurile studiate, comparativ cu anul de recoltă 2004;

· acumulare masivă de acid malic în struguri, în condiţiile unei acidităţi crescute şi ale unui pH scăzut, determină o blocare a degradării acidului malic, prin fermentaţie malolactică, pe perioada vinificării şi păstrării vinurilor; cantităţile nedegradate la timp, de acid malic, pot reprezenta factori de risc pentru stabilitatea vinului;

· există o corelaţie directă între soiul şi conţinutul în acid malic al strugurilor;  strugurii soiurilor Oporto şi Pinot noir, acumuleză la maturitate cantităţi reduse de acid malic, care pot fi degradate cu uşurinţă  în timpul fermentaţiei malolactice, în timp ce strugurii soiurilor Cabernet Sauvignon şi Burgund mare sunt “fruntaşe” în ceea ce priveşte conţinutul în acid malic al strugurilor la maturitate, reducerea de acid malic nefiind semnificativă nici măcar pe perioada păstrării vinurilor;

· cea mai importantă reducere a conţinutului de acid malic, are loc la sfârşitul lunii august în cazul maturării strugurilor şi la sfârşitul lunii octombrie în cazul în care fermentaţia malolactică a fost iniţiată în vinuri, imediat după fermentaţia alcoolică.

IV.3 Rezultate privind conţinutul în acid lactic al vinurilor fermentate malolactic. Stabilirea naturii acidului lactic format

Cercetarea configuraţiei optice a acidului lactic, ne dă indicaţii cu privire la speciile de bacterii lactice implicate în fermentaţia malolactică a vinurilor şi mecanismul biochimic de metabolizare a zaharurilor şi acidului malic. Rezultatele confirmă faptul că vinurile au evoluat normal în timpul fermentaţiei malolactice, o creştere brutală a concentraţiei de acid D-lactic la finalul fermentaţiei malolactice, indicând o înăcrire lactică a vinului.

În concluzie, bacteriile lactice posedă fie una sau alta din cele două lacticodehidrogenaze L sau D, fie pe cele două în acelaşi timp, iar proporţiile celor doi acizi lactici formaţi depind de specia bacteriană care realizează fermentaţia malolactică în vin, fără să se poată vorbi de un amestec racemic al celor două forme izomere. 

IV.4 Rezultate privind controlul interfazic al fermentaţiei malolactice la principalele vinuri roşii obţinute în podgoria Miniş-Măderat

Din monitorizările interfazice ale fermentaţiei malolactice, derulate în toamna anului 2004, rezultă că fermentaţia malolactică spontană s-a finalizat la probele de vin Merlot, Burgund, Pinot noir şi Cabernet Sauvignon în 60 zile de la demararea fermentaţiei alcoolice. Doar la proba de vin Oporto, fermentaţia malolactică s-a încheiat în 42 zile de la demararea fermentaţiei alcoolice. În final, trebuie remarcat că proba de vin Cadarcă nu a fermentat malolactic până la data de 15 noiembrie 2004, probabil din cauza unei acidităţi totale prea ridicate (5,97 g/l) şi a unui pH mult prea scăzut (2,89). 

Din monitorizările interfazice ale fermentaţiei malolactice, derulate în toamna anului 2005, rezultă că fermentaţia malolactică spontană s-a desăvârşit la vinurile Oporto şi Pinot noir în 14 zile de la demararea fermentaţiei alcoolice. Proba de vin Merlot, şi-a încheiat fermentaţia malolactică după 21 zile, în timp ce probele de vin Burgund şi Cadarcă nu şi-au terminat fermentaţia malolactică nici după 60 zile.

În contrast cu fermentaţia malolactică spontană, fermentaţia malolactică dirijată (prin utilizarea biomasei separată de la vinurile fermentate malolactic), s-a încheiat la toate probele de vin analizate (Oporto, Pinot noir, Merlot, Burgund şi Cadarcă) în 14 zile de la demararea fermentaţiei alcoolice, recomandând prin avantajele ei, aplicarea acestei tehnici de dirijare a fermentaţiei malolactice în practica vinificaţiei.

IV.5 Rezultate privind posibilităţile de dirijare a fermentaţiei malolactice 

Comparativ cu fermentaţia malolactică spontană, după desăvârşirea fermentaţiei malolactice dirijate - prin utilizarea de biomasă separată de la vinurile fermentate malolactic, caracteristicile fizico-chimice ale vinurilor sunt uşor modificate. Astfel, aciditatea totală a vinurilor este mai scăzută (reducerea acidităţii totale a vinurilor în cursul fermentaţiei malolactice dirijate este mai importantă), iar aciditatea volatilă este mai ridicată (se formează compuşi volatili). 

Durata fermentaţiei malolactice se scurtează cu peste 15 zile, atunci când fermentaţia este dirijată, faţă de cazul în care fermentaţia malolactică evoluează în mod spontan. În plus, insuficienţa sau excesivitatea factorilor care influenţează fermentaţia malolactică (temperatură, pH, concentraţia în anhidrida sulfuroasă) este mai greu resimţită în cazul fermentaţiei malolactice dirijate; pH-ul sub valoarea de 2,9 şi dozele de SO2 total de peste 40 mg/l, împiedică fermentaţia malolactică spontană, dar nu au influenţă majoră, în derularea fermentaţiei malolactice dirijate

Privitor la dirijarea fermentaţiei malolactice, prin utilizarea de culturi starter de bacterii malolactice, trebuie remarcat că structura fizico-chimică a vinului (concentraţia alcoolică, concentraţia în bioxid de sulf, aciditatea totală, pH-ul), modalitatea de preparare şi utilizare a culturilor bacteriene, precum şi momentul inoculării, influenţează demararea şi durata fermentaţiei malolactice.

Bacteriile lactice însămănţate în must, au dat rezultate promiţătoare (câştig de timp de aproximativ 7 zile, în raport cu însămânţarea vinului şi de aproximativ 30 zile în raport cu probele martor neînsămânţate) 

Acest studiu certifică faptul că fermentaţiile simultane alcoolică/malolactică, nu au un impact negativ asupra cineticii de fermentare şi nici asupra parametrilor finali ai vinului. În plus, rezultatele obţinute, sugerează chiar un avantaj microbiologic şi tehnic, de a aplica acest protocol de reactivare pe must.

IV.6 Studiul principalilor factori care influenţează fermentaţia malolactică

În condiţiile centrelor viticole Miniş şi Recaş, fermentaţia malolactică a vinurilor roşii, se produce diferit în funcţie de temperatura mediului, condiţiile climatice şi tehnologia de vinificaţie aplicată.

Factorii care favorizează fermentaţia malolactică sunt: temperatura vinului peste 18ºC, pH-ul peste valoarea 3,1, concentraţia alcoolică sub 13% vol., sulfitarea moderată (sub 50 mg/l SO2 total), densitatea bacteriană iniţială relativ mare (peste 5x106 celule/ml).

Insuficienţa sau excesivitatea factorilor care influenţează fermentaţia malolactică este mai greu resimţită în cazul fermentaţiei malolactice dirijate (prin utilizarea de bacterii malolactice selecţionate). Astfel pH-ul sub valoarea 3 şi dozele de SO2 total de peste 50 mg/l, împiedică fermentaţia malolactică spontană, dar au o influenţă minimalizată în derularea fermentaţiei malolactice dirijate.

Majoritatea vinurilor însămânţate cu bacterii malolactice selecţionate îşi definitivează fermentaţia malolactică în toamnă, însă destul de multe vinuri cu fermentaţie malolactică spontană, în prezenţa unor factori limitativi îşi finalizează procesul de metabolizare acidului malic, abia în primăvară. 

IV.7 Rezultate privind evoluţia populaţiei bacteriene în timpul fermentaţiei malolactice

Numărarea bacteriilor lactice din vin se poate realiza atât prin metoda culturală standard, cât şi prin metode directe de numărare, cum ar fi numărarea cu camera Thoma sau metoda Breed. Metodele de numărare directă se pot utiliza cu succes, atunci când vinurile au o densitate bacteriană mare (de peste 105 celule/ml). 

Rezultatele arată că vinurile, la terminarea fermentaţiei alcoolice, prezintă încărcături bacteriene cuprinse între 102 şi 104 celule/ml, urmând ca în faza de creştere exponenţială a bacteriilor lactice înregistrată la 5 zile după însămânţarea bacteriilor malolactice selecţionate, densitatea bacteriană a vinurilor să crească la 106 – 107 celule/ml, iar la finalizarea fermentaţiei malolactice, care coincide cu începutul fazei de declin a bacteriilor lactice, densitatea bacteriană a vinurilor să revină la 105 celule/ml.

Rezultatele obţinute atestă faptul că la vinurile care posedă o microfloră indigenă bogată în bacterii lactice, creşterea bacteriilor lactice în vin după însămânţare este mai moderată,  acest lucru demonstrând că bacteriile lactice din microflora spontană a vinurilor, stânjenesc creşterea şi dezvoltarea bacteriilor malolactice selecţionate inoculate în vin.

În ceea ce priveşte autoliza bacteriilor lactice în faza de declin (după finalizarea fermentaţiei malolactice), aceasta este mai accentuată la vinurile cu o microfloră indigenă săracă în bacterii lactice, care şi-au deşfăşurat fermentaţia malolactică pe baza bacteriilor malolactice selecţionate. Acest fapt prezintă o importanţă majoră, întrucât bacteriile lactice rezidente după finalizarea fermentaţiei malolactice, pot metaboliza alte substraturi, punând în pericol stabilitatea biologică a vinului. În acest context, fermentaţia malolactică dirijată, prin utilizarea culturilor starter de bacterii malolactice, permite obţinerea unor vinuri mai stabile din punct de vedere microbiologic, în etapa postfermentativă.

IV.8. Cercetarea substanţelor azotate din vinurile fermentate malolactic

Metabolizarea argininei şi histidinei a fost investigată în cazul derulării fermentaţiei malolactice spontane (cu microflora indigenă) şi a fermentaţiei malolactice dirijate (prin utilizarea preparatului INOFLORE R ce conţine specia Leuconostoc oenos). În ambele cazuri, bacteriile lactice au fost capabile să degradeze arginina şi histidina şi să secrete cantităţi importante de citrulină şi histamină. Cu toate acestea, există unele diferenţe în ceea ce priveşte valoarea minimă a pH-ului necesară, pentru a avea loc degradarea argininei şi histidinei. Astfel, specia Leuconostoc oenos este capabilă să degradeze complet arginina la pH 3,9, parţial la 3,6 şi deloc la 3,3, în timp ce histidina este degradată parţial la valorile de pH 3,6 şi 3,9. În contrast, prin fermentaţie malolactică spontană, are loc degradarea argininei şi histidinei la toate valorile de pH testate.

Din acest studiu, putem concluziona că prin dirijarea fermentaţiei malolactice, cu ajutorul preparatului bacterian INOFLORE R, degradarea argininei şi histidinei a fost întârziată comparativ cu degradarea acidului malic. În practica oenologică, acest fapt permite producătorilor de vin, să evite degradarea argininei şi histidinei, prin monitorizarea degradării acidului malic şi inhibarea bacteriilor malolactice, imediat ce fermentaţia malolactică s-a definitivat. Din rezultatele prezentate, tragem concluzia că este posibil să se reducă riscul formării citrulinei şi histaminei, prin dirijarea fermentaţiei malolactice cu preparate bacteriene, înlăturând posibilitatea apariţiei unor substanţe indezirabile.

Rezultatele acestui studiu arată că, creşterile conţinuturilor de histamină se petrec în timpul fermentaţiei malolactice, îndeosebi la probele de vin neinoculate cu bacterii malolactice selecţionate, la care fermentaţia  malolactică s-a desfăşurat spontan pe baza microflorei indigene.

Concentraţia de histamină din vinurile fermentate malolactic este influenţată în mod hotărâtor de microflora vinului (indigenă sau selecţionată), dar depinde şi de concentraţia de histidină a vinurilor după fermentaţia alcoolică.

IV.9. Influenţa fermentaţiei malolactice asupra caracteristicilor organoleptice ale vinurilor

Dozarea acetatului de etil din vinuri, reprezintă un studiu important atât din punct de vedere al determinării esterilor volatili, care influenţează în mod semnificativ buchetul vinului, cât şi din perspectiva prevenţiei pericolului de oţetire al vinurilor.

Rezultatele acestui studiu arată că, creşterile conţinuturilor de acetat de etil se petrec în timpul fermentaţiei malolactice, îndeosebi la probele de vin neinoculate cu bacterii malolactice, la care fermentaţia malolactică s-a desfăşurat spontan, pe baza microflorei indigene.

Concentraţia de acetat de etil din vinurile fermentate malolactic este influenţată în mod hotărâtor de microflora (indigenă sau selecţionată), dar depinde şi de valorile acidităţii totale şi acidităţii volatile, înregistrate la vinuri, după fermentaţie alcoolică.

În concluzie, merită menţionat că atât la probele de vin inoculate, cât şi la cele neinoculate, care au fermentat malolactic, concentraţia de acetat de etil se află în limite normale, îmbunătăţind astfel buchetul şi profilul senzorial al vinurilor.

Rezultatele cu privire la metabolizarea glicerolului de către bacteriile lactice arată că, degradarea glicerolului se petrece în timpul fermentaţiei malolactice cu precădere la probele de vin neinoculate cu bacterii malolactice, la care fermentaţia malolactică s-a desfăşurat spontan, pe baza microflorei indigene.

Concentraţia de glicerol din vinurile fermentate malolactic este influenţată în mod hotărâtor de microflora (indigenă sau selecţionată), dar depinde şi de valoarea pH-ului, respectiv de concentraţia de zaharuri fermentescibile din vin. 

Degradarea glicerolului în timpul fermentaţiei malolactice trebuie evitată întrucât dăunează calităţii vinului, pe de o parte din cauza diminuării conţinutului său în vin, iar pe de altă parte din cauza produşilor metabolici rezultaţi, care conduc la boala cunoscută sub numele de amăreala vinului. 

Această diferenţiere a conţinutului de glicerol dintre probele de vin inoculate şi neinoculate (martor) ne conduce la concluzia că bacteriile malolactice selecţionate au o capacitate mult mai redusă de degradare a glicerolului şi de formare a compuşilor indezirabili. 
IV.10 Recomandări practice în monitorizarea fementaţiei malolactice

Efectuarea unui set minim de analize chimice şi microbiologice, îl consider necesar şi obligatoriu a se implementa în practica oenologică, pentru controlul fermentaţiei malolactice la vinurile roşii. Determinările cantitative de acid malic şi acid lactic, ne dau indicaţii mult mai precise privitoare la stadiul fermentaţiei malolactice şi ritmul de metabolizare a acidului malic, comparativ cu metoda Michaud. Determinarea numărului de bacterii lactice, înainte de fermentaţie malolactică, ne dă informaţii cu privire la microflora indigenă, prezentă în vinurile supuse fermentaţiei malolactice. Vinurile cu deficit de bacterii lactice (mai puţin de 104 celule/ml la sfârşitul fermentaţiei alcoolice), trebuie însămânţate cu bacterii malolactice selecţionate, pentru finalizarea fermentaţiei malolactice în condiţii optime. În cadrul acestui subcapitol, s-a prezentat ca studiu de caz, aplicarea diferitelor metode chimice şi microbiologice, în procesul de monitorizare a fermentaţiei malolactice la vinurile roşii, obţinute în podgoria Miniş-Măderat.
Capitolul V Concluzii generale şi recomandări

Unul din obiectivele specifice ale tezei de doctorat, din care reiese şi valoarea aplicativă a lucrării, este acela de a identifica şi recomanda în practica oenologică, câteva „metode sigure” de monitorizare a fermentaţiei malolactice.

Pentru atingerea dezideratului de monitorizare a fermentaţiei malolactice, recomand producătorilor de vin respectarea următoarelor reguli în practica oenologică:

· urmărirea degradării acidului malic prin metoda enzimatică;
· dozarea enzimatică a acidului lactic, în timpul bioconversiei acid malic-acid lactic;
· stabilirea naturii acidului lactic format (decelarea formelor izomere D şi L ale acidului lactic);
· monitorizarea caracteristicilor vinului înainte şi după fermentaţia malolactică, obligatoriu: concentraţie alcoolică, pH, anhidridă sulfuroasă, zaharuri, aciditate totală şi volatilă şi facultativ: intensitate colorantă, tentă, conţinut în antociani şi polifenoli totali;
· monitorizarea strictă a unor parametri tehnologici (temperatură, pH, concentraţia alcoolică, concentraţia în dioxid de sulf);
· corelarea tipurilor de materiale oenologice utilizate; se va avea în vedere ca enzimele, drojdiile şi bacteriile selecţionate, să fie compatibile şi să se creeze o sinergie între drojdiile şi bacteriile folosite; 
· menţinerea stării de igienă în spaţiile de fermentare şi evitarea infectării cu bacteriofagi a vinului;
· utilizarea unor suşe rezistente la factorii de mediu (alcool, anhidridă sulfuroasă, pH);
· stabilirea momentului optim de inoculare a bacteriilor lactice (inocularea în must sau în vin);
· simplificarea protocolului de reactivare a biomasei bacteriene liofilizate, înaintea inoculării în vin, eventual utilizarea unor preparate bacteriene care pot fi inoculate direct în vin;
· urmărirea înmulţirii bacteriilor lactice prin metode microscopice sau prin metode culturale;
· urmărirea autolizei bacteriilor lactice, după finalizarea fermentaţiei malolactice.
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