Studiul unor factori care decid procesele vital — metabolice
de crestere si reproducere a bacteriilor acetice prezente
pe struguri, in must si vin
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Scopul lucrarii si obiectivele de cercetare

Bacteriile acetice sau acetobacteriile, agentii otetirii vinurilor sunt
microorganisme ce apartin genului Acetobacter, familiei Pseudomonadaceae. Ele
sunt foarte raspandite in natura si sunt intdlnite pe strugurii copti, indeosebi pe cei
mucegditi ori atacati de insecte; sunt de asemenea intalnite pe utilajele din crame si
pivnite si se cunoaste de mult timp rolul jucat de drosofile in raspandirea lor.

Existente in oricare vin, bacteriile acetice asteaptd conditii favorabile pentru a se
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inmulti. Acetobacteriile sunt singurele bacterii capabile sa oxideze etanolul in acid
acetic in conditii de mediu acid; unele (,,supraoxidante”) in aceleasi conditii,
oxideaza chiar mai departe acidul acetic pana la dioxidul de carbon si apa. Prezenta
bacteriilor acetice este usor decelabila datoritd multiplicarii sub forma de voal la
suprafata vinului. Inmultirea provoacd deprecierea calititii acestuia in asa masura
incat el devine impropriu consumului ca atare. Cand Louis Pasteur si-a publicat
studiile sale asupra vinului, otetirca era boala cea mai comund. Descoperirea
bacteriilor acetice si cunoasterea conditiilor lor de viata a permis prevenirea
eficientd a acestei alterdri, din pacate insd in procesul de producere a vinurilor din
Romania, datorita unor grave neglijente, interventia acestei alterari se mai resimte.

Tn literatura de specialitate din Romania nu sunt semnalate studii sistematice
in legdturd cu factorii care decid stimularea sau inhibarea activitatilor vital —
metabolice ale bacteriilor acetice specifice vinurilor,

Drept consecinta, ne-am propus ca in perioada 2005 — 2008, sa surprindem o
parte din factorii care decid procesele vital — metabolice de crestere si reproducere
ale bacteriilor acetice prevazute pe struguri, in must §i vin.

Programul de cercetare a fost materializat pe struguri, must si vin in cadrul
societatii comerciale ,,Domeniul Coroanei” Segarcea si in cadrul Laboratorului de

Microbiologie al Facultatii de Horticulturd din Craiova.
Obiectivele cercetarilor noastre s-au referit la :

1. Evidentierea conditiilor climatice a anilor viticoli in care s-au obtinut
strugurii materie prima pentru vin;

2. Evidentierea prezentei bacteriilor acetice pe struguri si in must;

3. Evidentierea bacteriilor acetice pe parcursul desfasurarii fermentatiei

alcoolice;

4. Evidentierea bacteriilor acetice pe parcursul fermentatiei malolactice;

191



5. Influenta concentratiei alcoolice si a pH - ului asupra proceselor vital -
metabolice ale bacteriilor acetice;

6. Influenta cantitatilor de oxigen asupra proceselor vital-metabolice ale
bacteriilor acetice,

7. Influenta numarului initial de celule ale bacteriilor acetice ramase la
suprafata vinului asupra vitezei lor de dezvoltare;

8. Influenta dozelor de anhidrida sulfuroasa (SO;) asupra proceselor vital —
metabolice ale bacteriilor acetice;

9. Influenta temperaturii asupra limitei de crestere a bacteriilor acetice si limita

de distrugere termica a acestor bacterii prezente in vin.

Rezultate obtinute

In urma studiilor intreprinse, in perioada 2005 — 2008, asupra unor factori
care decid procesele vital — metabolice de crestere si reproducere ale bacteriilor
acetice prezente pe struguri, in must si in vin se pot desprinde cateva concluzii si

recomandari atat sub aspect stiintific, dar mai ales practic.

1. Cuantumul prezentei bacteriilor acetice pe struguri si in must este dependent de
starea sanitard a strugurilor, care la randul ei este dependentd de excesul de
umiditate si de temperaturile din atmosferd din perioada de desavarsire a
procesului de coacere a strugurilor. Zestrea genetica a strugurilor joaca de
asemenea un rol important.

Este demonstrat ca strugurii soiurilor albe sunt atacati de putregaiul cenusiu in
proportii mult sporite fata de strugurii a caror boabe au culoarea neagra si pielita

mai groasa;
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2. Conditiile favorabile in care se desfasoara procesele vital — metabolice de

crestere si reproducere ale levurilor si bacteriilor acetice sunt diferite.

Primele pot sa-si asigure energia necesara desfasurarii acestor procese in conditii
de anaerobioza, iar bacteriile acetice numai in conditii de aerobioza.

Pe parcursul desfasurarii procesului fermentatiei alcoolice a mustului soiurilor
albe ( Sauvignon ) in faza de lag, prezenta bacteriilor acetice este relativ la acelasi
nivel cu cea inregistrata la obtinerea mustului. in faza exponentiald a fermentatiei
alcoolice prezenta bacteriilor acetice cunoaste o scddere, pentru ca la sfarsitul
procesului de fermentatie alcoolicd sd se inregistreze o sporire a numarului de
celule bacteriene.

La vinificarea in rosu, cand utilizam temperaturi relativ scazute, 18 — 20°C si nu
28 — 30°C, prezenta bacteriilor acetice inregistreaza aceeasi evolutie, numai ca
numadrul celulelor de bacterii este mai semnificativ ca la vinificatia in alb, ca

urmare a tehnologiei specifice;

3. Prezenta mai numeroasa a bacteriilor acetice in faza de lag si de la sfarsitul

fermentatiei alcoolice este legatd nemijlocit de prezenta oxigenului;

4. Prezenta intr-un numdr mai mare a bacteriilor acetice in cazul mustului ( la
vinificarea in alb ) si a mustuielii ( la vinificarea in rosu ), provenind de la strugurii
atacati de putregaiul cenusiu se explicd prin incdrcdtura mare initiald a strugurilor

cu bacterii acetice, uneori in detrimentul levurilor;

5. Tn cazul recoltelor de struguri cu atac de putregai cenusiu se impune in mod
obligatoriu operatiunea de limpezire severa a mustului inainte de fermentatia

alcoolica si utilizarea de levuri selectionate pentru catalizarea acestui proces;
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6. Pe parcursul desfasurarii fermentatier malolactice a vinurilor rosii, mediul vin
oferd conditii diferite desfasurarii proceselor metabolice ale bacteriilor acetice fata
de cele lactice. Cantitatile de oxigen sunt extrem de limitate pentru bacteriile
acetice, dar suficiente pentru bacteriile lactice.

Dozele de anhidrida sulfuroasa nu sunt deranjante pentru bacteriile lactice, dar

inhiba suficient de eficient procesele metabolice ale bacteriilor acetice.

7. Desi cantitatile de oxigen prezente in vin, pe parcursul fermentatiei malolactice

sunt mici, s-a constatat ca pot fi suficiente pentru supravietuirea bacteriilor acetice;

8. La sfarsitul fermentatiei malolactice, cand pe seama operatiunilor de transvazare
a vinului 1n vederea invechirii la vase de stejar de mici capacitati ( 220 — 250 litri )
sporeste proportia de oxigen in vin, drept consecintd se constatd o sporire a

numarului de bacterii acetice;

9. Studiul nostru demonstreaza faptul ca pentru desfasurarea fermentatiei
malolactice, atit de necesara pentru vinurile rosii de calitate superioara; oenologul
trebuie sa cunoascd si sa asigure toti factorii care decid desfasurarea acestei
fermentatii, dar sd nu neglijeze parghiile prin care poate impiedica activitatea
metabolica a bacteriilor acetice.

Neglijarea acestui din urma aspect, cu siguranta, procesul de elaborare al

vinurilor rosii de calitate este compromis;

10. Concentratia alcoolica a vinului coraborata cu valoarea pH—ului reprezinta doi
factori care influenteaza prezenta si activitatea bacteriilor acetice in vin. In cazul
prezentei initiale a bacteriilor acetice in acelasi numar, indiferent de concentratia
alcoolica a vinului, valorile pH-ului de 2,8 — 3,0 sunt cele care impiedica
desfasurarea unei activitati metabolice a bacteriilor acetice, abia la valori ale pH-

ului de 3,4 — 3,5 activitatea metabolica a acestora poate fi evidentiata.
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11. Concentratia alcoolicd ridicatd pare sa constituie o piedicd in calea desfasurarii

activitatii metabolice a bacteriilor acetice, chiar la valori ale pH-ului de 3,4 — 3,5;

12. Realizarea de vinuri cu aciditate fixa mai mare si deci cu un pH mai coborat
alaturi de o concentratie alcoolica mai ridicatd ( minimum 12,5% alcool ), poate
constitui pentru categoria vinurilor albe seci de calitate superioara, o speranta ca in
cazul unui numar initial restrans de celule ale bacteriilor acetice, aceste vinuri pot

fi mai ferite de otetire;

13. In cazul vinurilor rosii de calitate superioara, la care este de preferat o aciditate
fixd mai mica, ca la vinurile albe, pentru a le face mai placute la gust, este necesar
sd alaturdm si alte parghii prin care sa inldturam declansarea unei activititi

metabolice a bacteriilor acetice;

14. Singure, concentratia alcoolica si pH-ul coborat ( sub 3,0 ) nu pun la adapost,

oricare tip de vin, de o eventuala activitate metabolica a bacteriilor acetice;

15. Oxigenul poate fi considerat ca un factor principal de limitare a activitatii vital
— metabolice a bacteriilor acetice, acestea avand un metabolism strict aerob, Tn care
oxigenul este utilizat ca acceptor terminal de electroni, pe parcursul procesului de

respiratie. Oxigenul este deci indispensabil pentru multiplicarea bacteriilor acetice;

16. Cresterea numarului de celule viabile, ale bacteriilor acetice, si respectiv
acumularea de acid acetic Tn vin sunt mai mult dependente de volumul de oxigen

prezent in vin decét de concentratia in alcool a vinului;

17. Pentru oenolog este important de stiut ca pe durata pastrarii vinului; mai ales
in vase de lemn de stejar, aportul de oxigen trebuie sa fie extrem de limitat, deci
vasele trebuie tinute pe plin. Pentru vinurile albe, in perioada de depozitare pana la

conditionarea finala si imbuteliere este mai recomandabild utilizarea recipientelor
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din inox. La vinurile rosii trecute la invechire, in vase de stejar de mica capacitate (
225 — 250 litri ) trebuie sa evitam golurile ce se pot forma si prin intermediul
carora oxigenul pune in activitate metabolicd bacteriile acetice cu consecinte

nefaste;

18. Utilizarea unui inhibitor ( SO, ) al activitatii bacteriilor acetice in doze limitate

de lege, nu are efect;

19. Activitatea metabolica intensa a bacteriilor acetice, in cazul prezentei lor intr-
un mediu favorabil, este determinatd in primul rand de micimea celulelor, de
raportul mare ce se inregistreaza intre suprafata si greutatea celulei. Celula
bacteriana are de aceea o suprafatd de absorbtie proportional foarte mare, motiv
pentru care procesele de asimilare si sinteza, de crestere si reproducere se

desfasoara intr-un timp foarte scurt;

20. Numarul initial de celule ale bacteriilor acetice ramase la suprafata vinului
influenteaza pozitiv viteza lor de dezvoltare dar si acumuldrile de acid acetic in
vin.

Dublarea numarului de celule bacteriene ramase la suprafata vinului, face sa se
acumuleze cantitati duble de acid acetic in vin. Pentru acest motiv oenologul
trebuie sa intreprinda toate masurile ce se impun pentru a limita numarul de

bacterii acetice prezente la suprafata vinului sub 10 — 10° U.F.C/ ml;

21. Dupa aparitia voalului la suprafata vinului numarul bacteriilor acetice se
amplifica, putand ajunge la 10" — 10" U.F.C / ml vin, fiind create toate conditiile

ca procesul de otetire al vinului sa se intensifice;

22. Odata cu prezenta unui numar mare de bacterii acetice Tn voalul vinului

procesul de otetire a acestuia continua.
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Se constatd cd pe masurd ce in masa vinului se acumuleaza cantitati tot mai
mari de acid acetic, bacteriile acetice, desi in numar mare, is1 diminueaza procesele
metabolice, drept rezultat rata medie de formare a noilor cantitati de acid acetic
scade. Drept urmare deducem ca un vin poate ajunge ca prin proportiile ridicate de
acid acetic formate sa devina impropriu pentru consum, dar ca acelasi vin, chiar
daca procesul de otetire continud, el nu poate fi definitivat Tn asemenea conditii.
Pentru a se obtine otet trebuie asigurate cu totul alte conditii pentru ca bacteriile

acetice sa fie in stare de a oxida intreaga cantitate de alcool etilic la acid acetic.

23. Inhibitia bacteriilor acetice prin anhidridd sulfuroasd este deosebit de
pronuntatd. Acidul sulfuros provoacd o inhibitie a fermentatiei acetice si dupa un

timp de contact conduce la distrugerea bacteriilor acetice;

24. Efectul antiseptic al SO, asupra bacteriilor acetice ( ca si asupra altor
microorganisme din must si vin ) este datorat acidului sulfuros ( H,SO; ),

nedisociat ( SO, activ ) si nu ionilor si cu atat mai putin acidului sulfuros combinat;

25. Actiunea antisepticd a SO, variazd cu varsta celulei bacteriei, numarul
populatiei, temperatura, pH—ul si compozitia mediului ( indeosebi populatia

aldehidelor si alcoolului );

26. Dozele de SO, liber mai mici de 10 mg / 1, fard interventia altor mijloace
(filtrarea microbiologica) nu pun la adapost vinurile de efectul desfasurarii
proceselor vital — metabolice ale microorganismelor, in cazul nostru a bacteriilor

acetice;

27. Atat la vinurile albe, dar mai ales la cele rosii asigurarea unor doze de SO,
liber de cca 15 — 20 mg / 1 protejeaza vinurile indestulator. Doze de SO, liber mai

mari de 20 mg / 1, indeosebi la vinurile rosii desi oferd protectie antimicrobiana
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mai eficace, Tmpiedicd desfasurarea normala a celorlalte etape de desavarsire a

calitatii vinurilor;

28. Temperatura este un factor determinant; otetirea vinurilor progreseaza cu atat
mai repede cu cat temperatura este mai ridicatd; aciditatea volatila formata la
inceputul alterdrii este de doud ori mai mare la 28°C decét la 23°C si de doud ori

mai rapida la 23°C decét la 18°C;

29. Este foarte important de cunoscut, Tn practica oenologica, ca temperatura
optima de crestere pentru bacteriile acetice se giseste in intervalul 25 — 35°C. La
temperaturi mai joase bacteriile acetice pot fi inca active si la 10°C. Ca urmare este
dificil sa trasdm un interval strict de temperaturd in care aceste bacterii se pot
dezvolta, temperaturile utilizate pe parcursul procesului de elaborare a vinului par

sa nu afecteze cresterea bacteriilor acetice;

30. Limita cresterii bacteriilor acetice este influentatd de temperatura.
Temperaturile de 8 — 12°C mentinute pe durata pastrarii vinurilor albe, indiferent
de concentratia lor 1n alcool etilic, pot mentine pe loc procesele vital — metabolice
ale bacteriilor acetice. Temperaturile de peste 12°C si pana la 40 — 45°C stimuleazi
procesul de multiplicare a bacteriilor acetice si de intensificare a proceselor
metabolice, prin intermediul cdrora vinurile se imbogatesc in acid acetic, putand
ajunge la continuturi care le fac inacceptabile pentru consum.

In cazul vinurilor rosii, indiferent de concentratia lor in alcool etilic
temperaturile care limiteaza cresterea bacteriilor acetice sunt ceva mai mari, 12 —
17°C.

Peste aceasta temperaturd, cu atdt mai mult la vinurile slab alcoolice, si pana
la 40 — 45°C procesul de crestere al bacteriilor acetice nu este stanjenit, vinurile

acumuland cantitati nepermis de mari ale acidului acetic;
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31. Temperaturi de 30 — 55°C nu contribuie la distrugerea bacteriilor acetice, ci
dimpotriva contribuie la multiplicarea lor, atat in cazul vinurilor albe cat si a celor
rosii, indiferent de concentratia lor alcoolica. Se pare totusi ca vinurile cu un
continut in alcool, mai mare conduc la o limitd mai coboratd a temperaturii de
distrugere a bacteriilor acetice. La o durata de expunere de 5 — 10 minute la
temperatura de 55 — 60°C se constatd o diminuare a numarului celulelor bacteriene.

In toate situatiile, vinuri albe si rosii, indiferent de concentratia alcoolica,
mentinerea lor la temperatura de 60 — 65°C timp de 2 la 10 minute celulele

bacteriilor acetice sunt inactivate;

32. Din studiile efectuate reiese in evidenta faptul ca bacteriile acetice fac parte
integranta din microflora prezenta pe struguri, in must si vin.

Cunoagterea factorilor care decid procesele lor vital — metabolice, ne dau sansa
sd luam masuri eficiente pentru ca aceste procese sa nu se desfasoare, asigurand in
acest fel vinuri de calitate superioara, cu continuturi minime de acid acetic provenit
daca se poate numai ca urmare a desfasurarii fermentatiei alcoolice a zaharurilor

prezente Th must.
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