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ADNOTARE
Boistean Alina: ”Optimizarea tehnologiei si caracterizarea calititii otetului de vin
autohton”, teza de doctor in stiinte ingineresti, Chisiniu, 2022.

Teza consta din introducere, 5 capitole, concluzii si recomandari, bibliografie (204 titluri)
inserate in 110 pagini continut de baza, inclusiv 43 figuri, 39 tabele (cu exceptia celor indicate in
anexe), 13 anexe. Rezultatele au fost reflectate in 14 lucrari stiintifice si 2 brevete.

Cuvinte-cheie: otet, bacterii acetice, fermentare alcoolicd, fermentare acetica, substrat, vin.

Scopul lucrarii: consta in optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului din vin cu utilizarea
tulpinii de bacterii acetice izolate din produsele vitivinicole autohtone, inoculate pe substrat din
materii prime locale si valorificarea acestuia pentru obtinerea bauturilor nealcoolice.

Obiectivele cercetarii: izolarea culturilor pure de bacterii acetice din produsele vitivinicole
autohtone si identificarea lor dupa caracteristicile morfologice, culturale, fiziologice, biochimice
si moleculare; studiul privind producatorii existenti si sortimentul de oteturi in RM; evaluarea
influentei diferitor factori asupra fermentarii acetice; optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului
din vin; valorificarea otetului din vin pentru obtinerea unor bauturi nealcoolice.

Noutatea si originalitatea stiintifici. Pentru prima data a fost efectuata izolarea si
identificarea unei tulpini autohtone de bacterii acetice Acetobacter aceti CNMN-AcB-01
provenite din otet artizanal din vin alb obtinut din soiul de vita-de-vie Noah. Au fost stabilite
dozele-limita de dioxid sulf si de cultura starter pentru asigurarea derularii eficiente a fermentarii
acetice. In premiera a fost utilizati coaja de nuci grecesti si alune in calitate de substrat pentru
bacteriile acetice, astfel micsorand perioada de fermentare si sporind calitatile organoleptice a
otetului obtinut. A fost examinatd evolutia glicemiei dupa consumarea bauturilor nealcoolice
elaborate si s-a constatat ca bauturile se clasificd in grupa produselor cu indice glicemic scazut si
pot fi recomandate ca alternativa sanatoasa bauturilor din comert.

Problema stiintificd solutionati: dezvoltarea si fundamentarea stiintificd a regimurilor
biotehnologice de obtinere a otetului din vin prin fermentarea naturala cu utilizarea tulpinii de
bacterii acetice izolate din materii prime autotone, dezvoltata pe substrat natural.

Semnificatia teoreticd. Aplicarea tehnicilor de biologie moleculara pentru izolarea si
identificarea tulpinii studiate prin utilizarea metodei real-time PCR. A fost demonstrata
posibilitatea ameliorarii parametrilor cromatici ai otetului din vin alb prin utilizarea cojii de nuci
ca substrat pentru dezvoltarea bacteriilor acetice, marind suprafata de contact cu produsul, astfel
eficientizand procesul de fabricare a otetului.

Valoarea aplicativi: constd in stabilirea conditiilor optime de fermentare acetica a vinului
autohton si elaborarea instructiunilor tehnice pentru obtinerea otetului din vin. Procedeele
tehnologice recomandate in baza studiului pot fi aplicate la intreprinderile de profil, iar utilizarea
cojii de nuci solutioneaza problema deseurilor agroalimentare. Au fost obtinute 2 brevete de inventie.

Implementarea rezultatelor stiintifice. A fost elaboratd instructiunea tehnologica IT MD
67-41184408-01:2021 privind fabricarea otetului din vin si efectuate testari a tulpinii de bacterii
acetice Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 in cadrul intreprinderii SRL V.DEVELOP. Rezultatele
obtinute au fost reflectate in rapoartele proiectului nr. 18.80015.5007.222T si in 2 brevete de
inventie. Brevetul de inventie de scurta durata cu nr. MD 1517 Y a fost solicitat de catre SRL
FERMENTED FRUTS care a inchiat contract de licenta neexclusivd de folosire a acestuia, n
scopul comercializarii produsului obtinut in urma aplicarii procedeului descris.
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AHHOTALIUA
Boumrsan Anuna: ,,OnTuMu3anus TEXHOJIOTMH U XaPAKTEPUCTHKH Ka4ecTBa
MECTHOT0 BUHHOI0 YKcyca”, TUCCepTaIisl HA COMCKAHUE YUEHOI CTeneHu I0KTopa
TeXHHYeCcKHX HayK, Kummunes, 2022.

Huccepranuss COCTOMT W3 BBEICHMS, 5 TIJ1aB, 3aKJIIOYEHUNW W PEKOMEHAALMN, CIHCKA
auteparypsl (204 HCTOYHHMKOB), OCHOBHO# TekcT comep:kut 110 crpanuiel, B ToM umcie 43
pucyHkoB U 39 Tabnu1l (06e3 ydyera npuBeIeHHBIX B MPUIIOKEeHUAX ), 13 npunoxenuit. [lomydennsie
pe3yJIbTaThl OTpaXKeHbI B 14 Hay4HBIX paboTax v B 2 MaTeHTaXx.

KiroueBble cj10Ba: YKCYC, YKCYCHOKHCIbIC OaKTepWH, aJKOTOJbHAs (epMEeHTaIus,
yKCyCHOKHCTas pepMeHTalus, cyocTpaT, BUHO.

Heap padoThl: 3aKIIOYACTCS B ONTUMM3ALMK TEXHOJIOTMM TONYYEHHUS YKCyca M3 BHHA C
UCTIOJIb30BAHUEM LITaMMa YKCYCHOKHUCIIBIX OaKTepHii, BBIACICHHOTO M3 MECTHON BHHOJIEILYECKON
NPOJYKIMY, MHOKYJHMPOBAHHOTO HAa CyOCTpaT W3 MECTHOTO CBHIPbS M €ro HCIOJIb30BAaHHUE IS
MOJTy4eHHsI 0€3aIKOTOJIbHBIX HATUTKOB.

3agauu padoOThHI. BBIICICHUE YUCTBIX KYJIBTYP YKCYCHOKHCIBIX OAaKTEpUH M3 MECTHBIX
BHUHO/IETTbYECKUX MPOAYKTOB M UX HJEHTHU(HUKAIUSA MO MOP(]OIOrHUECKUM, KYJIbTYypajJbHBIM,
(U3HOIOTHYECKUM, OMOXMMHYECKUM M MOJICKYJISIPHBIM MPU3HAKAM; M3YUYCHHE CYIICCTBYIONIUX
MIPOU3BOJUTENIEH M acCOPTUMEHTa YKCycoB B PM; oreHKa BIMSHHS pa3INMYHbIX (PaKTOPOB Ha
YKCYCHOKHCIIO€ OpO’K€HHE, ONTHUMH3AIMS TEXHOJIOTUH TOJYYCHHS BHHHOTO YKCYyCa;
MCIOJIb30BaHNE BUHHOTO YKCycCa JUIS MOIy4YeHHs 0€3a]IKOTOJIbHBIX HATUTKOB.

Hay4yHasi HOBU3HA M OPUTHHAJIBHOCTH. BriepBbIe TPOBEICHO BBIICIICHUE U HICHTH(DHUKAIINS
MECTHOTO IITaMMa YKCYCHOKHCIIbIX OakTepuii Acetobacter aceti CNMN-ACB-01 u3 ceiporo 6eoro
BUHHOTO YKCycCa, MOJyYeHHOro u3 BuHOrpama copra Noah. YcraHoBiieHBI HpenelbHbIC J103bI
TUOKCHIa cepbl M 3aKBACOYHOW KyNbTyphl, oOecrneuuBaromme 3GGEeKTUBHOE MPOTEKaHHE
YKCYCHOKHCIIOTO OposkeHHs1. BriepBrie B kadecTBe cyOcTpara Uil yKCyCHOKUCIBIX OaKTepuii Oblia
UCIIONIb30BaHa CKOPITYIIa TPELKOro opexa U (pyHAyKa, YTO MO3BOJIHIIO COKPATUTh TIEPHO/T OPOKEHHUS
¥ TIOBBICUTH OPTaHOJIENTUYECKHE Ka4eCTBA MOyYEHHOT0 YKCyca. bpiio n3ydeHo u3MEeHeHHe ypOBHS
TIIIOKO3bl B KPOBH TOCTI€ YHOTpeOJeHUs pa3pabOTaHHBIX O€3aJIKOTONBHBIX HAMUTKOB, M OBLIO
YCTAHOBJICHO, YTO HAIMUTKU OTHOCSITCS K TPYIITIE MTPOTYKTOB C HU3KUM TJIMKEMUYIESCKAM HHICKCOM H
MOTYT OBITh PEKOMEH/IOBAHBI B KAYECTBE 3/I0POBOM albTePHATHBBI KOMMEPUECKHUM HAIUTKAaM.

Hayunasi npodJiema: 3aximodaercs B pa3paboTKe U HAyYHOM OOOCHOBAHMH OMOTEXHOJIOTMUECKIX
PEXMMOB TOJyYeHHsI YKCyca W3 BHUHA ITyT€M E€CTECTBEHHOIO OpOXKEHHUs C HCIHOJB30BAHHMEM ILTaMMa
YKCYCHOKHMCITBIX OAKTEPHA, BBIIETICHHBIX U3 MECTHOT'O ChIPBSI, 3aKPETUICHHOT0 Ha HaTypaJIbHOM CyOCTpare.

Teoperudeckasi 3HauMMoOCTh. [IpuMeHeHre METOOB MOJIEKYISPHOM OHONOTHM TSl BBIENICHUS U
UJICHTH(HKAIH HCCIIETyeMOro Iirramma ¢ ioMornsio metoza [P B peansrom Bpemenn. [ IpogemoctprpoBana
BO3MOKHOCTB YJTy4IIIEHUS] XPOMATHICEKHIX TTapaMeTpOB OETI0ro BAHHOTO YKCYyca 3a CUET UCTIONTb30BaHUS
CKOPJIYTIbI TPELIKOTo Opexa B KauecTBe CyOcTpara JUlsl pa3BUTHS YKCYCHOKUCIBIX OAaKTepHii, yBeIYeHne
MOBEPXHOCTH KOHTAKTA C TIPOYKTOM, UTO JI€IaeT MPOIECC MPOU3BOJICTBA YKCyca Oosee 3P PeKTHBHBIM.

IIpakTHyeckasi LEHHOCTh PadOThHI: 3aKIFOYACTCS B YCTAHOBICHWH ONTUMATBHBIX YCIOBHI
YKCYCHOKHCIIOTO OpOKEHHsI MECTHOTO BHHA M Pa3pabOTKe TEXHUIECKUX WHCTPYKIIMH 10 TTOTYYSHHUFO
BUHHOTO yKcyca. TexHomornueckue mporecchl, peKOMEH/I0BaHHbIE HA OCHOBE MCCIIEIOBAHUS, MOTYT
OBITh TIPUMEHEHBI Ha CHCIUATM3UPOBAHHBIX MPEANPUATHSIX, a HCIOIB30BaHHE CKOPIYITBI TPEIKOTO
opexa permT npodIeMy arporpoI0BOIbCTBEHHBIX 0TX010B. [TomydeHo 2 mareHTa Ha H300pEeTEeHHSI.

BHenapenne HayuHbIX pe3yJbTaToB. Pazpaborana TexHonmormdeckas uHCTpykims IT MD 67-
41184408-01:2021 1o TPOM3BOACTBY BHHHOIO YKCyCca W TIPOBEIEHBI HCIBITAHUS —ILITaMMa
ykcycHoKHCbIX Oaktepuii Acetobacter aceti CNMN-ACB-01 wa npeanpustin SRL V.DEVELOP.
[TomyueHHbIe pe3ynbpTarhl OB OTpaKeHBI B oTyeTax mpoekra Ne. 18.80015.5007.222T u B 2 mareHTax.
Kparkocpounsiii mareHT Ha m3o0pererre No. MD 1517 Y 6w 3anpomier SRL FERMENTED FRUTS,
KOTOpasi 3aKITIOYIIa HEMCKIIFOUUTENBHBIN JIMIIEH3UOHHBIM JI0TOBOP HA €r0 HCHOJBb30BAHUE C IIENIBIO
MapKeTHHTa TIPOJTYKTa, MTOTYyYEHHOTO B pe3yiIbTaTe MPUMEHEHHUS ONIMCAHHOTO TPOIIECCa.
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ABSTRACT
Boistean Alina: ""Optimizing the technology and quality characteristics of local wine
vinegar"'', doctoral thesis in engineering sciences. Chisinau, 2022,

The thesis consists of introduction, 5 chapters, general conclusion and recommendations,
references (204 bibliographic sources), the basic text contains 110 pages, including 43 figures and
39 tables (except those indicated in the annexes), 13 annexes. The results are reflected in 14
scientific papers and 2 patents.

Keywords: vinegar, acetic bacteria, alcoholic fermentation, acetic fermentation, substratum, wine.

Purpose: consists in optimizing the technology for obtaining vinegar from wine using a
strain of acetic acid bacteria isolated from local wine products, inoculated on a substrate from local
raw materials and using it to produce soft drinks.

Objectives: isolation of pure cultures of acetic acid bacteria from local wine products and
their identification by morphological, cultural, physiological, biochemical and molecular features;
study of existing producers and range of vinegars in the Republic of Moldova; assessment of the
influence of various factors on acetic acid fermentation; optimization of wine vinegar production
technology; using wine vinegar to produce soft drinks.

Scientific novelty and originality. For the first time, a local strain of acetic acid bacteria
Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 was isolated and identified from raw white wine vinegar obtained from
Noah grapes. The limiting doses of sulfur dioxide and starter culture have been established, which ensure
the effective flow of acetic acid fermentation. For the first time, walnut and hazelnut shells were used as
a substrate for acetic acid bacteria, which made it possible to shorten the fermentation period and increase
the organoleptic qualities of the resulting vinegar. The change in blood glucose levels after consumption
of developed soft drinks was studied, and it was found that the drinks belong to the group of products
with a low glycemic index and can be recommended as a healthy alternative to commercial drinks.

Solved scientific problem: consists in the development and scientific substantiation of
biotechnological regimes for obtaining vinegar from wine by natural fermentation using a strain
of acetic acid bacteria isolated from local raw materials, fixed on a natural substrate.

Theoretical significance. Application of molecular biology methods for the isolation and
identification of the studied strain using the real-time PCR method. The possibility of improving
the chromatic parameters of white wine vinegar by using walnut shell as a substrate for the
development of acetic acid bacteria, increasing the contact surface with the product, which makes
the vinegar production process more efficient, has been demonstrated.

Applicative value: consists in establishing the optimal conditions for the acetic fermentation of
local wine and developing technical instructions for obtaining vinegar from wine. The technological
procedures recommended on the basis of the study can be applied in specialized enterprises, and the
use of walnut shells will solve the problem of agri-food waste. Received 2 patents for inventions.

Implementation of scientific results. The IT MD 67-41184408-01:2021 technological
instruction on the manufacture of wine vinegar was developed and testing of the acetic bacteria
strain Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 was carried out within the company SRL V.DEVELOP.
The results obtained were reflected in the project reports no. 18.80015.5007.222T and in 2 patents.
Short-term invention patent with no. MD 1517 Y was requested by SRL FERMENTED FRUTS,
which concluded a non-exclusive license contract for its use, for the purpose of marketing the
product obtained following the application of the described process.
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LISTA ABREVIERILOR

ADH  alcool dehidrogenaza
ADN  acid dezoxiribonucleic
ALDH aldehida dehidrogenaza
ANOVA analiza variantei (eng. ANalysis Of VAriance)
AT aciditatea totala
a* componenta rosu/verde
b* componenta galben/albastru
C* Cromaticitate
CIELab spatiu tridimensional de reprezentare a culorilor
DO densitate optica
EN standard european
GOST  standard interstatal
GYC  mediu microbiologic din glucoza, extract de drojdie, carbonat de calciu (eng.
Medium glucose, yeast extract, calcium carbonate)
H° unghi de nuanta
HG Hotararea Guvernului
HORECA o abreviere Hotel, Restaurant, Catering / Cafenea

Ic intensitatea culorii
ICS intreprindere cu capital strain
IG indice glicemic

IMC indicele masei corporale
ISO standard al Organizatiei Internationale de Standardizare
L* Luminozitate
Nc nuanta culorii
OIV  Organizatia Internationala a Viei si Vinului (eng. International Organisation of
Vine and Wine)
PCR  reactia de polimerizare in lant (eng. Polymerase Chain Reaction)
pH potential de hidrogen
RAE  mediu microbiologic intarit cu acid acetic si etanol (eng. Medium reinforced with
acid acetic and ethanol)
RM Republica Moldova
SA societate pe actiuni
SRL societate cu raspundere limitata
SM standard moldovean
SPSS  pachetul statistic pentru stiintele sociale (eng. Statistical Package for the Social Sciences)
SR standard roméan
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SuU substanta uscata
SUA  Statele Unite ale Americii
T temperatura, °C
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UTM  Universitatea Tehnica a Moldovei
viv volum/volum (eng. volume/volume)
AE* diferenta globald de culoare
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate

Viticultura constituie unul dintre sectoarele-cheie ale economiei Republicii Moldova (RM).
in conformitate cu datele oferite de Organizatia Internationald a Viei si Vinului, suprafata podgoriilor
constituie 140 mii ha din teritoriul RM, reprezentand 1,9% din suprafata totald a plantatiilor viticole
din Intreaga lume. Ponderea cea mai mare a plantatiilor o detin soiurile tehnice destinate producerii
vinului si sucului. RM a contribuit la producerea vinului in lume in anul 2018 cu 2 milioane de
hectolitri [1]. Soiurile cultivate in tara au un potential genetic determinat de o productivitate inalta.
Realizarea acestui potential este influentatd negativ de urmatorii factori: monocultura si stresurile
periodice climaterice [2]. O alta problema tine de relatiile politice dintre tari, care stopeaza
comercializarea vinurilor.

Pandemia COVID-19 a afectat industria mondiala inclusiv cea vitivinicold - ramura
prioritara si strategica pentru RM. Conform statisticilor, exporturile de produse vinicole din Moldova
au scazut cu 9% in martie 2020 fata de aceeasi perioada a anului 2019. Principalele motive ale
declinului includ constrangerile logistice datoritd masurilor de carantind, reducerea cererii pe pietele
traditionale si amanarea sau anularea actiunilor de promovare a vinului [3, 4].

Una dintre sarcinile principale ale politicii RM 1n domeniul alimentatiei sdnatoase este
extinderea gamei si Imbunatitirea calitatii produselor prin utilizarea mai deplind a materiilor prime
locale si imbunatatirea tehnologiilor de procesare [5]. Prelucrarea rationald a materiilor prime
locale, inclusiv productia de otet natural solicitat de consumatori la intreprinderile HORECA si
de industria alimentard, este de o importantd majord pentru asigurarea cu produse de inalta
calitate. Cel mai des este utilizat otetul sintetic diluat, iar otetul natural de calitate superioara
este propus in retelele comerciale intr-un sortiment restrans.

In RM, otetul se obtine prin diluarea alcoolului etilic si fermentarea acestuia. Produsul
obtinut este lipsit de macro- si micronutrimente, de valoare nutritiva si poate fi recomandat doar
pentru utilizare industriala.

In prezent, produsele naturale sunt din ce in ce mai solicitate in randul populatiei. Otetul
natural, datoritd proceselor metabolice cauzate de bacteriile acetice, este bogat in minerale,
oligoelemente, acizi organici, o serie de enzime si aminoacizi, o cantitate mica de esteri, aldehide
si alti compusi organici, care 1i conferd un gust deosebit si 0 aroma placuta. Otetul sintetic pentru
uz alimentar este produs, de reguld, cu adaugarea unei varietati de arome (identice cu cele naturale
si sintetice). In unele tiri (SUA, Franta, Bulgaria) productia de otet in scop alimentar din acid

acetic sintetic este interzisa [6].
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E de mentionat ca o buna parte din oteturile oferite pe piata RM provin din import. Volumul
redus al productiei autohtone de otet este determinat de unele impedimente, cum ar fi instructiunile
tehnice, unele acte normative invechite si lipsa de culturd starter bazatd pe bacterii acetice
autohtone. Problemele legate de optimizarea unor etape tehnologice, largirea sortimentului si
imbunatatirea calititii otetului sunt elucidate in lucrdrile savantilor nationali si internationali,
inclusiv: B. Gaina [7], D. Beceanu [8], M. Begea [9], J. Horiuchi [10], C. Vegas [11] si al.

Utilizarea traditionala si integrarea oteturilor in cultura consumului poate fi urmarita din
timpuri stravechi. Mostenirea culturala din fiecare civilizatie include obtinerea oteturilor prin
“acrire”, ceea ce ulterior a fost demonstrat de actiunea microorganismelor implicate in fermentarea
alcoolica si acetica [12].

In ultimii ani, vectorul cercetirilor in producerea oteturilor naturale este indreptat spre
urmatoarele:

- largirea sortimentului de materie prima utilizata la producerea oteturilor din fructe
si pomusoare;

- identificarea tulpinilor de bacterii acetice utilizate pentru fermentarea controlata
cu un randament inalt;

- utilizarea nutrimentelor pentru sporirea procesului de fermentare;

- aplicarea noilor substante adjuvante pentru tratarea materiei prime (vinurile);

- trecerea la metode de fermentare in flux continuu;

- mdrirea sortimentului otetului prin valorificarea combinatiilor de materii prime,
plantelor aromatice, ierburilor spontane si altele [13].

In prezent, pe teritoriul RM functioneazi un numar limitat de intreprinderi specializate in
producerea otetului cum ar fi: STA ”Interterm” SRL cu marca comerciala BELMAR, “Haruz-
Grup” SRL cu marca comerciala NORA, “Triodor” SRL cu marca comerciald MOS ION,
ADORYS si ROCCO, “Liada-Nord” SRL cu marca comerciala LIADA, cantititi neesentiale de
oteturi mai sunt produse periodic de alte companii, de exemplu Natur Bravo SA ICS [14].

In acest sens, s-au efectuat cercetiri stiintifice in ceea ce priveste optimizarea unor
parametri tehnologici de obtinere a otetului pe cale fermentativa naturala, utilizand suc concentrat
din struguri albi si vin alb, materii prime accesibile in tara noastra.

Una dintre problemele cu care se confruntd multi producatori autohtoni este procurarea
culturilor de bacterii acetice de import si adaptarea acestora la materiile prime locale. Din punct
de vedere economic, utilizarea acestor culturi nu este eficientd, deoarece acestea afecteaza direct

costul produselor finite [15]. Prezenta tulpinilor de bacterii acetice izolate din materii prime locale
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cu productivitate sporitd izolate din produsele folosite la fabricarea otetului permite producatorilor
sa obtina un produs mai calitativ intr-un timp mai scurt.

O altd problema este sulfitarea vinurilor, tehnicd necesarda pentru producerea vinului.
Dioxidul de sulf se introduce in suc, must sau vin, chiar si in vinurile organice, dar in doze mai
mici. Multi producatori refuza utilizarea vinului industrial la producerea otetului, deoarece
anhidrida sulfuroasa inhiba activitatea bacteriilor acetice, iar cantitatea maxima admisibila pentru
realizarea fermentarii prin diferite metode nu este cunoscuta [16].

Prezenta dioxidului de sulf nu este singurul obstacol in calea bacteriilor acetice. Implicarea lor
in procesul de fermentare aceticd este influentata de valoarea populatiei initiale, temperatura, pH,
continutul de alcool, oligoelemente, compusii fenolici, continutul de zaharuri reducatoare, glicerol
etc. [17]. Sunt cunoscute si alte cerintele privind factorii de crestere a bacteriilor acetice din lucrarile
lui Prescott si Dunn [18]. Majoritatea speciilor au nevoie in special de acid pantotenic, nicotinamida,
acid para-aminobenzoic si mai rar tiamind. Pe de altd parte, reproducerea bacteriana necesita
prezenta urmatorilor aminoacizi: valind, izoleucina, alanina, cisteind, histidina, prolina [19].

Se cunoaste ca pentru obtinerea otetului se utilizeaza diferite substraturi cum ar fi: aschii sau
rumegus de lemn, stiuleti de porumb, tulpina trestiei de zahar si altele [20]. In premiers, la
fermentarea acetica s-au utilizat in calitate de substrat materii prime autohtone: coaja de nuca
(Juglans regia L.) si de alune (Corylus L.). Aproximativ 49-50% din masa nucului reprezinta coaja,
care nu este valorificata la justa valoare, doar uneori fiind folosita la fabricarea brichetelor sau ca
ingrasaminte.

In baza celor mentionate, este evidenti actualitatea elaborarii si aplicarii tehnologiei noi,
optimizate si ameliorarea calitatii otetului din vin prin valorificarea materiei prime autohtone cu
implicarea bacteriilor acetice locale.

Scopul cercetirii expuse in prezenta lucrare consta in optimizarea tehnologiei de obtinere
a otetului din vin cu utilizarea tulpinii de bacterii acetice izolate din produsele vitivinicole
autohtone, inoculate pe substrat din materii prime locale si valorificarea acestuia pentru obtinerea
bauturilor nealcoolice.

Pentru atingerea scopului propus au fost stabilite urmatoarele obiective ale cercetarii:

1. Izolarea culturilor pure de bacterii acetice din produsele vitivinicole autohtone si
identificarea lor dupd caracteristicile morfologice, culturale, fiziologice, biochimice si
moleculare

Obiective specifice in cadrul obiectivului 1:

o studiul microflorei produselor vitivinicole autohtone;
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o selectarea tulpinilor de bacterii acetice izolate din materii prime autohtone;
o identificarea bacteriilor izolate prin teste biochimice si prin metoda moleculara
real-time PCR (RT-PCR).
2. Studiul privind producatorii existenti si sortimentul de oteturi in RM
Obiective specifice in cadrul obiectivului 2:
o analiza sortimentului de oteturi din comert;
o identificarea producatorilor autohtoni si celor din import;
o analiza opiniei respondentilor cu privire la sortimentul de otet.
3. Evaluarea influentei diferitor factori asupra fermentarii acetice
Obiective specifice in cadrul obiectivului 3:
o caracteristica organolepticd si fizico-chimica a vinului si otetului;
o stabilirea dozei-limita de dioxid de sulf asupra fermentarii acetice;
o stabilirea dozei optime de bacterii acetice asupra fermentarii acetice;
o evaluarea impactului utilizarii substratului asupra fermentarii acetice.
4. Optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului din vin
Obiective specifice in cadrul obiectivului 4:
o folosirea tulpinilor izolate din materii prime autohtone in tehnologia de
obtinere a otetului;
o obtinerea otetului din suc concentrat de struguri;
o evaluarea impactului adadugarii nutrimentelor asupra procesului de
fermentare;
o limpezirea otetului cu diferiti agenti.
5. Valorificarea otetului din vin pentru obtinerea unor bauturi nealcoolice
Obiective specifice in cadrul obiectivului 5:
o elaborarea schemei tehnologice si identificarea parametrilor optimi de
fabricare a unor bauturi nealcoolice;
o evaluarea indicilor calitatii bauturilor nealcoolice prin metode organoleptice,
fizico-chimice si microbiologice;
o influenta consumului bauturilor nealcoolice asupra indicelui glicemic.
Ipotezele de cercetare rezulta din analiza situatiei in domeniu si constau in urmatoarele:
1.  Eficienta tehnologiilor de fabricare a otetului din vin poate fi sporitd prin utilizarea
tulpinilor de bacterii acetice autohtone cu proprietdti tehnologice avansate, adaptate la

calitatea materiei prime si conditiile specifice de producere.
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2. Valorificarea vinului de calitate inferioara, a culturilor acetice izolate si a substraturilor
ecologice de provenientd autohtond in procesul de fabricare a otetului din vin prin

asigurarea unui efect pozitiv dublu - tehnologic si igienic.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru
realizarea lucrarii au fost utilizate metode clasice si de inaltd performantd. Pentru izolarea si
identificarea tulpinii bacteriilor acetice din materii prime autohtone au fost utilizate: analiza
morfologicd, fiziologica si biochimica a culturii; confirmarea apartenentei bacteriilor izolate la
genul Acetobacter prin compararea ADN al bacteriilor, folosind metoda RT-PCR. Pentru controlul
si confirmarea calitatii procesului de fermentare au fost aplicate metode microbiologice si fizico-
chimice. Efectul substratului asupra indicilor cromatici a fost evaluat prin spectroscopia UV/Vis
si prin sistemul CIELab. Au fost utilizate metode de determinare a calitatii alimentelor elaborate
(senzoriale, fizico-chimice si microbiologice), precum si indicele glicemic al acestora.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd a fost efectuatd izolarea si
identificarea unei tulpini autohtone de bacterii acetice Acetobacter aceti CNMN-AcB-01
provenite din otet artizanal din vin alb obtinut din soiul de vita-de-vie Noah. Au fost stabilite
dozele-limita de dioxid de sulf si de culturd starter pentru asigurarea derularii eficiente a
fermentarii acetice. In premiera a fost utilizata coaja de nuci grecesti si alune in calitate de substrat
pentru bacteriile acetice, astfel micsorand perioada de fermentare si sporind calitatile organoleptice
ale otetului obtinut. A fost examinatd evolutia glicemiei dupa consumarea bauturilor nealcoolice
elaborate 1n bazd fructelor, pomusoarelor, plantelor aromatice, otetului din vin alb etc.,
constatandu-se ca bauturile se clasificd in grupa produselor cu indice glicemic scazut si pot fi
recomandate ca alternativa sandatoasd bauturilor din comert.

Semnificatia teoretici. Aplicarea tehnicilor de biologie moleculara pentru izolarea si
identificarea tulpinii studiate prin utilizarea metodei real-time PCR. A fost demonstrata
posibilitatea ameliorarii parametrilor cromatici ai otetului din vin alb prin utilizarea cojii de nuci
ca substrat pentru dezvoltarea bacteriilor acetice, marind suprafata de contact cu produsul, astfel
eficientizand procesul de fabricare a otetului.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza consta din introducere, 5 capitole, concluzii si recomandari, bibliografie (204 titluri)
inserate n 110 pagini continut de baza, inclusiv 43 figuri, 39 tabele (cu exceptia celor indicate in

anexe), 13 anexe. Rezultatele au fost reflectate in 14 lucrari stiintifice si 2 brevete.
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Introducerea cuprinde argumentarea actualitatii temei abordate, noutatea stiintifica a
lucrarii, valoarea teoretica si aplicativa a rezultatelor obtinute; formularea obiectivelor si
problemelor de cercetare.

In capitolul I, ,, Aspecte fizico-chimice si microbiologice ale obtinerii otetului din vin”, este
prezentatd definitia, descrisd compozitia chimicd si clasificarea oteturilor, aspectele
microbiologice, procesele tehnologice de obtinere a acestuia, precum si parametrii fizico-chimici
de calitate. Capitolul finalizeaza cu concluzii si formularea obiectivelor de cercetare.

Capitolul 11, ,,Materiale si metode de cercetare”, contine descrierea obiectelor de cercetare,
metodele si tehnicile utilizate pe parcursul investigatiilor stiintifice; metodologia folositd care
intruneste totalitatea metodelor standardizate si moderne, metodele de determinare a indicilor
organoleptici, fizico-chimici, microbiologici si metodologia prelucrarii statistice a datelor
experimentale.

In capitolul I11, , Selectarea tulpinilor de bacterii acetice din materii prime autohtone”, sunt
reflectate rezultatele procesului de izolare a bacteriilor acetice din produsele vitivinicole
autohtone, caracteristicile morfologice si fizico-chimice ale tulpinilor selectate, detectarea
bacteriilor acetice prin diferite teste si prin metoda RT-PCR.

In capitolul 1V, ,,Optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului din vin”, sunt expuse
rezultatele procesului obtinerii otetului din concentrat de struguri cu/si fard utilizarea
nutrimentelor, rezultatele fermentarii acetice cu ajutorul substratului din coaja de nuca si alune,
ale determinarii influentei factorilor tehnologici si de calitate ai otetului obtinut, influenta diferitor
agenti de limpezire asupra parametrilor fizico-chimici ai otetului. Capitolul finalizeazd cu
concluzii si recomandari tehnologice.

In capitolul V, ,Aplicarea otetului din vin in tehnologia de fabricare a bduturilor
nealcoolice”, este prezentatd schema tehnologica de obtinere a bauturilor nealcoolice pe baza de
otet din vin: din prune cu levantica, din piersici cu scortisoara, din mere cu vanilie, din zmeurd cu
mentd, din capsuna cu busuioc. Sunt prezentati indicii organoleptici, fizico-chimici,
microbiologici si valoarea energetica a acestor bauturi, precum si impactul consumului bauturilor
elaborate asupra indicelui glicemic.

Teza se incheie cu concluzii finale si recomandari.

Valoarea aplicativa: consta in stabilirea conditiilor optime de fermentare acetica a vinului
autohton si elaborarea instructiunilor tehnice pentru obtinerea otetului din vin. Procedeele
tehnologice recomandate in baza studiului pot fi aplicate la Intreprinderile de profil, iar utilizarea

cojii de nuci solutioneaza problema deseurilor agroalimentare. Au fost obtinute 2 brevete de inventie.
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Aprobarea rezultatelor. Rezultatele principale ale tezei au fost comunicate si discutate la
un sir de conferinte si simpozioane stiintifice nationale si internationale: Simpozionul International
»Buro-Aliment”, Galati, 2019; Conferinta Internationala ,,Zilele Academiei de Stiinte Tehnice din
Romania”, 2019, editia a XIV-a cu tematica ,,Creativitatea in dezvoltarea Societatii Cunoasterii”
organizatd de Academia de Stiinte Tehnice din Roménia si din Chisindu impreund cu Universitatea
Tehnica a Moldovei la 17-18 octombrie 2019; Conferinta Tehnico-Stiintifica a Colaboratorilor,
Doctoranzilor si Studentilor, UTM, Chisindu, 2020; Conferinta internationald pentru studenti,
masteranzi si doctoranzi ,,Student in Bucovina”, 18 decembrie 2020; Conferinta stiintifico-practica
nationala ,,Inovatia: factor al dezvoltarii social-economice”, editia a V-a, Cahul, 17 decembrie
2020; Simpozionul stiintific national cu participare internationald: Biotehnologii moderne - solutii
pentru provocarile lumii contemporane, Chisinau, 2021, 20-21 mai; a 16-a Conferinta
internationald de proiectare constructiva si optimizare tehnologica in domeniul constructiei de
masini, Bacadu, 25-27 mai 2021; Conferinta Internationald de Cercetare Inovatoare
EUROINVENT, 20-21 mai 2021, lasi, Romania; Conferinta stiintifica a scolii de doctorat, SCDS-
UDJG a 9-a editie, Galati, 10-11 iunie 2021; EURO-ALIMENT 2021, the 10th International
Symposium, 7-8 October, Galati, Romania; Salonul Cercetarii Stiintifice, Inovarii si Inventicii
PROINVENT, editia a XIX-a, 20-22 octombrie 2021, Cluj-Napoca, Romania; Expozitia
Internationala Specializata INFOINVENT, editia a XVII-a din 17-20 noiembrie 2021;
Simpozionul Stiintific International ,,Sectorul Agroalimentar - Realizéri si Perspective” 19-20
noiembrie 2021, Chisinau, Moldova.

Publicatii la tema tezei. Continutul de baza al tezei de doctor este expus intr-un capitol
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1. ASPECTE FIZICO-CHIMICE SI MICROBIOLOGICE ALE OBTINERII
OTETULUI DIN VIN

Compartimentul dat contine analiza comparativa succinta a situatiei existente n domeniu, a
materialelor stiintifice referitoare la procesul de fermentare acetica si la procedeele biotehnologice
lente si rapide de obtinere a acidului acetic. In continuare, este prezentata o scurta caracteristici a

compozitiei chimice, calitatii si conditiilor de admisibilitate a oteturilor si a cailor de alterare a lor.

1.1. Microbiologia fermentirii acetice

Acidul acetic, sub forma de otet, este produs cu ajutorul bacteriilor acetice. Din punct de
vedere taxonomic, bacteriile acetice fac parte din familia Pseudomonodoceae, genul Acetobacter
si genul Gluconobacter. Ele sunt frecvent intalnite in natura pe materii prime vegetale [21].

Bacteriile acetice se identifica prin forma lor de bastonase. Fiind Gr ~ ele pot fi grupate in
perechi sau lanturi, avand dimensiuni fluctuante. Bacteriile acetice se dezvolta sub forma unui voal
fragil, inoculate pe medii lichide, cresterea carora in dimensiuni are loc in ascensiune pe peretii
vasului (A.ascendee, A.acetic), iar alte specii (A.Xylinium, A.Xilivoidec) sunt capabile sa produca o
pelicula gelatinoasa de natura -gluconica atat in vin, cat si in otet [22].

Bacteriile acetice se refera la mezofile (temperatura optima 30°C) si pot declansa procesul de
fermentare acetica intr-un interval de temperatura de la 0 pana la 35°C. Totodata, aceste bacterii au
termorezistenta joasa in mediul lichid (inactivarea la temperatura 60°C, timp de 1 min.) si in suporturi
solide, ca de exemplu doagele de lemn, in care termorezistenta lor este mai ridicata (inactivarea la
temperatura 100°C) [23].

Bacteriile acetice fac parte din grupa bacteriilor acido-tolerante care se dezvolta la pH optim
5,5. Aceasta se justificd prin faptul ca membrana acestor bacterii are un continut ridicat in acizi
grasi saturati si este impermeabila pentru acidul acetic [21].

In calitate de surse de carbon, bacteriile folosesc glucidele si alcoolul etilic. Ca rezultat, alcoolul
etilic se oxideazi in acid acetic, iar glucoza trece in acid gluconic. In calitate de surse de azot, bacteriile
utilizeaza sarurile de amoniu, aminoacizii si peptidele. Totodatd, bacteriile acetice au capacitatea de a
se dezvolta si in mediul mineral, dar numai in conditiile in care se adauga extract de drojdie [24].

Speciile genului Acetobacter implicate in procesul de acescenta in otetul din vin sunt in principal
A. aceti, A. cerevisiae, A. estunensis, A. malorum, A. oeni, A. pasteurianus, A. pomorum, G. oxydans,
Ga. entanii, Ga. europaeus, Ga. hansenii, Ga. intermedius, Ga. liquefaciens, Ga. oboediens, Ga.
Xylinus [25]. A. pasteurianus, de obicei, domina in productia de oteturi cu un continut scazut de acid

acetic (4-7% g/v), in timp ce speciile Gluconacetobacter (Ga. xylinus, Ga. Europaeus, Ga. Intermedius
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si Ga. Oboediens) se gasesc in oteturile industriale cu aciditate ridicata (pana la 15-20% g/v) [26].
Trcek si colaboratorii au demonstrat ca Ga. europaeus se adapteaza la concentratii ridicate de acid
acetic datorita modificarii continutului de fosfolipide in membrana citoplasmatica [27].

Pentru otetul cu aciditate medie, cum ar fi otetul balsamic traditional, speciile predominante
sunt A. pasteurianus, Ga. europaeus si Ga. Xylinus. Astfel, diferite specii de bacterii acetice pot fi
asociate in timpul productiei de otet pentru a optimiza proprietatile fiecarei specii. Acetobacter
spp. este un producdtor bun de acizi, dar poate oxida complet acidul acetic pana la CO2 si H20, in
timp ce Gluconobacter nu oxideaza acidul acetic. Toleranta mai mare a Gluconacetobacter la
acidul acetic ar putea explica contributia acestuia la sfarsitul proceselor in care continutul de acid
acetic este mai mare. in functie de tulpinile utilizate, fermentare secundare asociate cu fermentarea
acidului acetic adesea conduc la formarea unor arome si gusturi tipice ale otetului [28]. Unele
tulpini de Ga. Europaeus folosite pentru productia de otet de orez sunt cunoscute ca producatoare
de acetone, care afecteaza calitatea organolepticd a otetului. O modificare genetica a bacteriilor
acetice poate reduce productia de acetona prin utilizarea tulpinii Ga. europaeus [29].

Referitor la bacteriile acetice implicate in producerea otetul din vin, predominant pe tot parcursul
procesului de fermentare sunt bacteriile A. pasteurianus [30, 31]. Cu toate acestea, 0 alta specie, Ga.
Europaeus, se dezvolta cand concentratia de acid acetic este mai mare de 6% (masa/volum). Prin
urmare, diferitele tulpini de bacterii acetice se dezvoltd consecutiv in functie de concentratia de acid
acetic, fapt care urmeazd a fi luat in consideratie la utilizarea culturii starter pentru a imbunatati
controlul procesului de obtinere a otetului si calitatile senzoriale ale acestuia [31].

Viteza de trecere a alcoolului etilic in acid acetic depinde atat de natura microorganismelor,
cat si de tipul substratului, gradul de aerare, de temperatura care este invers proportionala si care
scade odata cu cresterea concentratiei acidului acetic prezent in mediu [32].

In desfasurarea procesului de fermentarea aceticd este important numéarul microorganismelor
la inceputul alterdrii. Viteza de dezvoltare a bacteriilor in acest proces depinde de numarul
celulelor care se gasesc la suprafata, fiind retinute de fortele capilare ce intrd in contact cu peretii
vasului si cu lichidul. Dupa formarea voalului, cantitatile de acid acetic obtinute devin foarte

apropiate, indiferent de cantitatea initiala a populatiei de bacterii acetice [33].

1.2. Aspecte fizico-chimice ale fermentarii acetice
Procesul de otetire se desfasoara cu atat mai repede, cu cat temperatura este mai inalta. S-a
demonstrat ca la temperatura de 28°C aciditatea volatila formata la inceputul alterarii a fost de patru
ori mai mare de cat la temperatura de 18°C [34]. In procesul de multiplicare a bacteriilor acetice,

oxigenul este catalizatorul de baza. In aceste conditii, bacteriile acetice au nevoie de mult aer pentru
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a se multiplica si a initia fermentarea acetica. S-a constatat ca in timpul fermentarii bacteriile acetice
au nevoie de oxigen in volum de 2 litri pentru obtinerea unui gram de acid acetic din alcool. Holt si
coleg. au determinat pH limita pentru dezvoltarea bacteriilor acetice in vinurile cu 8% alc. In cazul
vinurilor cu pH>3,0, s-a format voalul cu levurile micodermice la suprafata [35].

Pentru dezvoltarea bacteriilor acetice nivelul de alcool este un factor decisiv. In practica
oenologica este cunoscut faptul cd in vinurile cu grad alcoolic mai ridicat otetirea apare mai rar.
Totodata, este greu de stabilit concentratia alcoolica la care vinul devine incapabil de a crea conditii
pentru multiplicarea bacteriilor acetice. Se atesta ca procesul de otetire a vinurilor cu un continut mai
mare de 12% alc. este specific regiunilor vitivinicole nordice, iar pentru cele sudice -15% alc. [36].

Substantele tanante din vinuri nu favorizeaza dezvoltarea bacteriilor acetice, dimpotriva, 0
diminueaza esential, mai ales, in concentratii sporite. Cercetatorul Zancanaro a demostrat ca procesul
de otetire la vinurile roze au decurs mai rapid in comparatie cu cele rosii. S-a constatat ca consistenta
voalului a crescut odata cu micsorarea continutului de taninuri in vinuri [37].

In activitatea de multiplicare a bacteriilor acetice pot interveni si alti factori cum ar fi sarurile
minerale din vin. Literatura de specialitate atesta ca, de obicei, continutul de saruri minerale este
suficient pentru dezvoltarea bacteriilor acetice. Robert si colab. au confirmat ipoteza ca continutul mare
de citocromi din celulele bacteriilor acetice necesitd cantitati sporite de fier. Reducerea cantitatii de fier
sub un miligram la litru din vin, prin tratarea cu ferocianura de potasiu sau fitat de calciu, nu conduce
la incetinirea dezvoltarii bacteriilor acetice [38].

In practica industrial, in procesul de acidifiere uneori sunt utilizate preparate pe bazi de fosfati
ce favorizeaza fermentarea acetica. Totodata, Fe, Mn, Fe2Os coloidal si sarurile de uraniu catalizeaza
dezvoltarea bacteriilor acetice. Dezvoltarea acestor bacterii necesita prezenta aminoacizilor: histidina,
alanina, valind, leucind, cisteind si prolind. De asemenea, azotul amoniacal contribuie la diferentierea
unor specii de bacterii acetice. Majoritatea speciilor de bacterii au nevoie de vitamine ca PP, Bs, B1o
etc. Fermentarea spontand, ce decurge 1n absenta anhidridei sulfuroase a mustului din strugurii alterati,
duce deseori la dezvoltarea bacteriilor acetice prin simbiozd cu unele levuri, astfel formandu-se

proportii mai mari de acizi volatili. Acest proces se intensifica mai ales la temperaturi ridicate [36].

1.3. Procedee biotehnologice de fabricare a otetului
Procesele biotehnologice, indiferent de tehnologia aplicatd, sunt bazate pe fermentarea
aceticd a unor componenti alcoolici. Tehnologia de fabricare a otetului consta in urmatoarele etape
de baza: prepararea substratului hidroalcoolic, fermentarea acetica si operatia de maturare care

poate fi aplicata selectiv, in functie de tipul fermentarii.
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La fabricarea otetului se utilizeaza diverse materii prime, inclusiv vin, cidru, alcool etilic si
alte solutii alcoolice obtinute dupa fermentarea alcoolica. In cazul fermentirii acetice, in calitate de
materie prima de baza pot servi sucurile de fructe, mierea, mustul de malt etc. Principala conditie de
obtinere a otetului din aceste materii prime este prezenta alcoolului etilic. Materia primd mentionata
anterior poate fi folosita separat sau in amestec, cu/sau fara adaos de apa. Concentratia solutiilor
hidroalcoolice obtinute din materia prima poate sa varieze de la 4% pana la 16% (v/v). De
concentratia alcoolica in materia prima depinde taria aceticd si randamentul de conversie
corespunzator tehnologiei aplicate [36].

In scopul desfasurarii fermentrii acetice in conditii favorabile, pe langa prezenta alcoolului
etilic sunt necesare nutrimente secundare si factori de crestere. in calitate de materie prima se
utilizeaza vinul sau lichidele alcoolice provenite din fermentarea sucurilor de fructe si a mustului
de malt. In aceste conditii aditia nutrimentelor secundare nu este necesara. Totodatd, pana la o
anumita limita, fermentarea acetica poate fi dirijatd in conditii relativ acceptabile, indiferent de
folosirea amestecurilor din materiile prime descrise mai sus, precum apa si alcool etilic. In situatia
in care fractia de vin, must de malt si suc de fructe fermentat este mai mica de 50-60%, este
necesara aditionarea suplimentara a elementelor nutritive. Substantele nutritive utilizate au efect
pozitiv, inclusiv asupra substraturilor formate exclusiv din vin. Cantitatea si proportia dintre aceste
nutrimente depinde de natura substratului. De regula, sunt utilizate saruri de amoniu - (NH4)2SOg,
(NH4)3POg; saruri de fosfor - KoSOa, KsPOys; saruri de potasiu si extracte de malt conditionate sub
diverse forme [39].

Martin si colab. mentioneaza ca otetul colectat se pastreaza minimum o luna in vase pentru
desfasurarea maturdrii si limpezirii, urmatd de o corectia compozitiei, filtrare, imbuteliere,
depozitare temporard precum si livrare. In functie de situatie, poate fi aplicati etapa de stabilizare
a otetului [39].

Shukla si colab. au raportat ca in otetul obtinut se contin impuritati, care au un aspect tulbure
sau sunt usor colorate. in cazul prezentei impuritatilor, se recurge la operatia de filtrare sau “’cleirea”
cu gelatina. In scopul intensificirii culorii otetului se recurge la administrarea anumitor coloranti
alimentari. Se interzice adaugarea in otet a substantelor artificiale, inclusiv: aromatizatori,
conservanti si indulcitori sintetici. Numai dupd maturare, dupa formarea aromei si buchetului otetul
din vin poate fi propus in consum [40].

Procesul tehnologic de obtinere a acidului acetic pot fi lent, de tip Orleans, si rapid sau cu

fermentare submersa, in care se utilizeaza coloane cu substrat.

24



1.3.1. Procedee cu fermentare submersa

Dupa anii 1950 s-a observat un progres industrial in fermentarea acetica de tip submers
datorita experientei acumulate in obtinerea antibioticelor. Asadar, acetatorul de tip clasic pentru
fermentarea acetica submersa, cu suprafata de transfer gaz-lichid formata cu ajutorul substratului,
este inlocuita cu suprafata unor bule de aer cu dimensiuni mici, care sunt distribuite in toatd masa
lichidului aflat in acetator. De asemenea, ,,cuibul de otet” este substituit cu bacteriile acetice din
culturile selectionate [41].
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Fig. 1.1. Acetator pentru procedeul submers
1- corpul acetatorului; 2 - agitator; 3 - distribuitor de materie prima;

4 - pompa de recirculare; 5 - distribuitor de aer; 6 - condensator;
7 - schimbator de caldura.

Lynch si colab. au mentionat ca primele aparate in care se efectua fermentarea submersa,
in scopul repartizarii bulelor de oxigen avea o placa din sticla groasa sinterizata. Apoi au aparut
bioreactoarele moderne industriale care produc otetul prin fermentarea submersa care sunt de tipuri
Vogelbusch. Ele genereaza o suprafatd mai mare de contact intre aer si lichid cu ajutorul mijloacelor
mecanice speciale [42].

Bohumil Sikyta a raportat ca un bioreactor tipic din aceasta clasa este construit dintr-un recipient
din otel inoxidabil, cu rezistenta sporita la acizi sau obtinut din polipropilend armata cu fibre de sticla.
Aparatul este dotat cu sistem mecanic de distribuire a aerului sub forma de bule cu diametrul mic
format din turbind cu sau fara autoaspiratie, injector special combinat cu un sistem de palete in scopul

credrii unui regim puternic turbionar. In interiorul recipientului, pe suprafata de transfer termic sunt
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montate un schimbator de caldurd extern, spargator de spuma (tip mecanic, cu elemente active),
condensator pentru recuperarea vaporilor de acid acetic, aparate de automatizare si control [43].

Totodata, acetatorul trebuie sia fie dotat cu elemente pentru masurarea temperaturii,
continutului de oxigen dizolvat,continutului de alcool, precum si a nivelului de lichid si spuma.
Dirijarea procesului se efectueaza automat, fiind conectat la un calculator ce permite reglarea continua
a temperaturii si a continutului de oxigen dizolvat (figura 1.1.) [44].

Acetatoarele moderne asigurd extragerea automata a 30-50% din volumul de lichid in
momentul atingerii a 0,2% din continutul rezidual de alcool etilic, dupa care are loc suplinirea
treptatd a materiei prime in scopul mentinerii temperaturii in diapazonul optimal pentru bacteriile
acetice.

Garcia-Garcia si colab. mentioneaza ca productivitatea agitatoarelor moderne depinde de
nivelul de aerare (5-15 m® aer/m? solutie pe ori) si de eficacitatea distribuirii aerului sub forma de
bule fine. Acetatorul de tip submers are capacitatea de a produce un volum util de 25-30 m®in 24
de ore. Volumul util se considera 60-70% din volumul total. De exemplu, in cazul unui acetator
cu un volum util de 21 m®, durata fermentirii este de aproximativ 30 de ore pentru obtinerea unei
tarii finale de 120 g/L de acid acetic. Acest randament este net superior in comparatie cu
acetatoarele cu substrat, care au capacitatea maxima de 98% din randamentul teoretic [45].

Fermentarea submersa ofera posibilitatea de a obtine solutii cu o tarie acetica de peste 150
g/L de acid acetic. La obtinerea unei concentratii mai mari de acid acetic are loc separarea
fermentarii in doua trepte ce se desfasoara in diferite bioreactoare, cu culturi diferite si parametri
specifici.

Heinrich Frings mentioneaza in brevet ca din punctul de vedere al operrii, acetatoarele
submerse sunt mai sensibile decat cele cu coloand de substrat. Dezavantajul consta in faptul ca in
absenta aerarii pe durate foarte scurte (sub 1 min.) provoaca o reducere considerabila a numarului de
bacterii acetice active, influentand atat durata ciclului, cat si randamentul. Astfel de situatii sunt
remediate prin folosirea unor surse de rezerva pentru alimentarea cu energie si a unor sisteme de
automatizare cu siguranta mare in exploatare [46].

Otetul obtinut prin fermentare submersa are transparenta solutiei mai joasa si este mai putin aromat
in comparatiec cu cel produs in acetatoare cu substrat. De aceea, otetul este supus operatiei de
limpezire/filtrare si Tn anumite cazuri se supune operatiei de maturare/invechire in butoaie de lemn. Ca
rezultat se obtine un otet bogat in componenti biologici, rezultat al autolizei celulelor bacteriene [47].

In urma analizei tehnicilor expuse, putem afirma ci fermentarea submersa, din punct de

vedere economic, este mai avantajoasa, tinand cont de faptul ca pretul unitatii de suprafata
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construita este mare. Acest tip de fermentare acetica este preconizat pentru realizarea unor linii de
productie a acidului acetic glacial de origine biologica. De aceea, acidul acetic de fermentare se

extrage cu ajutorul acetatului de etil, dupa care se separa si se concentreaza prin distilare.

1.3.2. Procedee rapide cu utilizarea coloanelor cu substrat

Peppler si colab. mentioneaza ca pentru desfasurarea procedeelor de fermentare rapidad cu
utilizarea substratului, In scopul atingerii unui nivel Tnalt de oxigen dizolvat, masa se repartizeaza
in coloana cu substrat, ce asigurd o suprafatda mare de transfer gaz-lichid. Repartizarea masei se
efectueaza In proces continuu (procedeu in care se practica stropirea uniforma a partii superioare
a coloanei cu substrat) sau discontinuu (procedeu in care se practica imersia periodica a coloanei
cu substrat). Mai frecvent este utilizata prima varianta, fiindca acest mod de aerare fluctueaza mai
putin si, ca rezultat, fermentarea acetica decurge in conditii mai bune atit din punct de vedere al
randamentului, cat si al vitezei [48].

Bourgeois si colab. au raportat cd aparatul Frings, proiectat in secolul al XIX-lea si
perfectionat pe parcurs, a constituit principalul tip de acetator utilizat pana la dezvoltarea
industriala a fermentarii acetice submerse (figura 1.2.) [49]. De reguld, substratul este format din
talas de fag rosu, dar poate fi utilizat talasul de stejar, piatra ponce, cocsul sau mangalul tratat in
prealabil cu HCI diluat. Densitatea si capacitatea de imbibare a unor materiale de substrat sunt
incluse in tabelul 1.1.

Tabelul. 1.1. Caracteristicile substratelor folosite la fabricarea otetului [50]

Talas de Talas de Piatra ponce | Mangal Cocs
Caracteristici mesteacian fag
Capacitatea de absorbtie, m3/kg 200 40 — 450 260 - 370 280 8
Densitate, kg/ m3 160 180 - 225 430 240 450

Constructiv, acetatorul Frings include un vas tronconic cu volumul de 10-25m?, avand o
usoara inclinatie in interiorul caruia este amplasata o coloana cu substrat fixata intre doua gratare.
Bourgeois si colab. au mentionat ca extragerea solutiei alcoolice (partial acetificatd) din partea
inferioara a aparatului poate fi realizata prin recirculatia continua utilizind o pompa. Ulterior,
solutia este dispersatd uniform pe substrat cu ajutorul unui distribuitor [49].

Zhengliang si colab. au mentionat ca pentru a obtine o suprafata maxima cu transferul de
gaz si lichid 1n directia curgerii gravitationale, distribuitorul trebuie sa asigure o dispersie buna si
uniforma a solutiei. Aerul proaspat circuld in forma de curent prin coloana in directia opusa a
miscarii lichidului. Pe toata indltimea aparatului, aerul patrunde prin orificiile repartizate in spirala

si se elimina din acetator prin segmentul de sus [51].
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Ghosh si coleg. au mentionat cd conversia fiecdrui mol de alcool etilic este insotita de
eliberarea unei cantitati de caldura de aproximativ 500 kJ. Ponderea cea mai insemnata a energiei
termice este transmisa curentului de aer, ce circuld in mediul exterior. In cazul in care viteza de
conversie a alcoolului etilic in acid acetic creste peste o limita, sau temperatura mediului exterior
este ridicata, este important preluarea surplusului de caldurd cu ajutorul unui schimbator de
caldura. Este cunoscut faptul ca, regimul termic normal de functionare a acetatorului corespunde
urmatoarelor nivele de temperatura: 24+2°C in partea de sus; 28+2°C in partea centrala si 32+2°C

v A v

in partea de jos. Este necesar de monitorizat temperatura pe toata inaltimea coloanei utilizate [52].
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Fig. 1.2. Acetatorul cu coloana de substrat Frings [53]
1 - corpul acetatorului; 2 - orificii de admisie a aerului; 3 - gratar inferior; 4 - termometru;

5 - grdtar superior; 6 - racord de evacuare a aerului din acetator; 7 - racord de iesire a
agentului de racire; 8 - racord de evacuare a aerului din condensator; 9 - racord de intrare
a agentului de racire; 10 - condensator; 11 - dispozitiv de stropire; 12 - coloand cu
substrat; 13 - racorduri pentru agentul de racire; 14 - schimbdtor de caldurd; 15 - pompa;
16 - racord de evacuare
Garcia-Garcia si colab. au demonstrat cd monitorizarea procesului de fermentare se
efectueaza prin actionarea asupra parametrilor: debitul de aer proaspat (are loc la deschiderea
orificiilor de aerisire); temperatura lichidului, care este distribuit pe partea superioara a coloanei

(are loc prin modificarea temperaturii agentului de racire folosit la schimbétorul de caldurd) si

gradul de recirculare (prin modificarea volumului lichidului pompat).
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La prima pornire a aparatului se utilizeaza un amestec de materie prima si solutie alcoolica,
care este aflata in stare de fermentare acetica, ca de exemplu cuib de otet, ce este preluat din alt
acetator. Prima pornirea a acetatorului este un proces delicat, fiind recomandat sa fie urmarita cu
atentie temperaturile in cele trei zone ale substratului si in caz de necesitate s se intervina prin
modificarea fluxului de aer sau a regimului de pompare [53].

Miranda si colab. au mentionat ca un regim de pompare care deruleaza cu intreruperi poate
avea loc cand cantitatea de cuib este destul de mica. Continutul de alcool etilic de 2 g/L permite
desfasurarea fermentarii acetice. S-a constatat ca pentru functionarea acetatorului este nevoie de
al alimenta continuu cu materii prime si de a asugura extragerea a 50-70% din otetul obtinut. Este
important ca temperatura sa fie monitorizata permanent pe parcursul procesului de fermentare.
Pentru obtinerea otetului cu continutul de 90 g/L de acid acetic este necesar sa asiguram
functionarea continua a acetatorului incepand cu a 8 pana la a 12 zi. Tot odata, este posibila
obtinerea otetului cu o tarie pana la 120 g/L de acid acetic, insa perioada de producere va creste
considerabil [54].

Surse bibliografice atestd, ca productivitatea unui anumit volum de otet depinde de trei
factori de baza: capacitatea aparatului/acetatorului, a coloanei cu substrat, precum si de durata
ciclului de functionare. Mai mult decat atat, coloanele nu au aceeasi productivitate in toate
segmentele constructive. Astfel s-a constatat ca productivitatea cea mai mare se obtine in partea
de sus unde conversia alcoolului etilic in acid acetic constituie circa 40%. In partea de jos a
acetatorului conversia alcoolului etilic in acid acetic nu depéseste 3%. Totodata, productivitatea
unei unitati de volum a substratului poate atinge timp de 24 de ore in medie o cantitate de 2,1-4,6
kg acid acetic/m?®. Nieto si colab. au demonstrat ci randamentul teoretic tot timpul este mai mare,

decat cel practic. De regula diferenta intre ele constitue 20-25% [45, 55].

1.3.3. Procedeul lent tip Orleans

Procesul Orleans include utilizarea unui acetator ce asigura obtinerea otetului de calitate
inaltd timp de aproximativ 14 saptamani. Savantul Inés Peyret a mentionat ca in procesul
tehnologic se utilizeaza bacteriile acetice si un substrat hidroalcoolic. Dar tot odata este necesar
de asigurat accesul aerului la bacteriile acetice, astfel marind suprafata de contact a acestora [41].
De regula, se utilizeaza butoae de stejar sau de fag ce sunt implute doar minimum 45 si maximum
75%. Raspor si colab. au demonstrat ca in cazul utilizarii procedeului Orleans se formeaza un vual
specific din bacterii acetice [28].

Fermentarea acetica depinde de mai multi factori, cum ar fi: compozitia initiala a solutiei

alcoolice, temperatura de fermentare, speciile de bacterii acetice ce populeaza substratul, suprafata
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de contact a substratului dintre lichid si aer. La finele procesului de fermentare se indeparteaza 55-
65% din volumul initial. Procesul de fermentare poate fi reluat de la inceput dupa ce volumul ramas
se completeaza cu materie primd. Din literatura de specialitate se cunoaste cd otetul obtinut poate
avea pana la 70 g/L de acid acetic si are caracteristici organoleptice foarte bune, in special, se
evidentiaza aroma ce este fina si specifica [52].

Printre dezavantajele utilizarii procedeului Orleans pot fi enumerate urmatoarele: costul
investitiilor in producere sunt destul de mari; pentru asigurarea procesului de fermentare se
utilizeaza recipiente intr-un numar mare, ceea ce mareste suprafata de producere necesara pentru

asigurarea procesului tehnologic de fabricatie.

1.4. Tipuri de otet
Materia prima utilizata la fabricarea otetului confera aroma si culoare specifica acestui
produs. Conform reglementirilor normative din RM otetul se clasifica in 16 tipuri. In conformitate
cu HG, otetul de vin este un produs obtinut prin fermentarea acetica a vinului sau a unui amestec
ce poate fermenta. Vinul se utilizeaza in proportie de minimum 70% din volum total [56, 57, 58].
Se cunoaste o varietate mare de oteturi. Unele dintre sortimentele de otet sunt incluse in

tabelul 1.2., fiind clasificate in functie de originea productiei.

Tabelul 1.2. Varietatea de oteturi produse in diferite tiri [59]

Varietatea de oteturi Principalele tari producatoare
Otet de mere In toate trile lumii
Otet din vin alb Turcia, Italia

Otet din vin rosu In toate tarile lumii
Otet sherry,Jerez Spania

Otet balsamic Italia

Otet de bere Germania

Otet de trestie Filipine

Otet de sampanie Franta , SUA

Otet de nuca de cocos Asia de Sud-Est
Otet distilat SUA

Otet de fructe Austria

Otet Kombucha Japonia

Otet de malt Anglia

Otet de cartofi Japonia

Otet de orez SUA, Taiwan

Otet de Tarhon SUA
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1.5. Compozitia chimica si calitatea oteturilor

Otetul reprezinta un lichid ce contine acid acetic, care in independenta de materia prima utilizata

contine substante tanante, glucide, alcool etilic, compusi cu azot, saruri minerale, vitamine etc.

Principalele caracteristici analitice ale oteturilor din vin alb si a celor din vin rosu sunt

inserate in tabelul 1.3.

Tabelul 1.3. Caracteristicile fizico-chimice ale oteturilor din vin alb si rosu [60]

Variabile Otet din vin alb Otet din vin rosu
intervalul de media intervalul de media
incredere incredere
Densitatea la 20°C (g/L) 1009,4 -1010,4 | 1009,9 | 1009,8 - 1010,7 | 1010,3
Metanol (mg/L) 0,1-11,8 3,8 11,3-27,2 19,3
Etanol (g/L) 0,7-2,2 15 04-2.2 1,3
Acetat de etil (mg/L) 112 - 265 189 62 - 311 186
Aciditatea fixa (g% acid acetic) 0,10 - 0,20 0,15 0,14 - 0,23 0,18
Aciditatea volatila (g% acid acetic) 4,24 - 4,44 4,34 4,20 - 4,62 4,40
Aciditatea totald (g% acid acetic) 4,34 - 4,63 4,49 4,40-4,79 459
pH 2,69 - 2,83 2,76 2,72 - 2,81 2,79
Extract uscat redus (g/L) 7,16 - 9,27 8,22 7,79-9,93 8,86
Extract uscat (g/L) 8,02 - 10,63 9,32 8,40-11,15 9,78
Zaharuri reducatoare totale (g/L) 1,34-2,73 2,04 1,29 - 2,46 1,88
Cenusa (g/L) 1,36 - 1,64 1,50 1,23-1,70 1,46
Prolina (mg/L) 0,1-19,3 9,6 9,7-22,6 16,2
Alcalinitatea cenusii (meq/L) 56-11,1 8,4 6,3-10,9 8,6
Densitate optica (520 nm) - - 0,036 - 0,060 0,048
Densitate optica DO (420 nm) 0,062 - 0,165 0,114 0,037 - 0,058 0,047
Colorarea (DO 420 /DO 520) - - 0,912 - 1,085 0,998
Intensitatea culorii (DO420+D0s20) - - 0,073 -0,118 0,096
Cloruri (mg/L) 62 - 585 262 37-354 167
Fosfor (mg/L) 45 - 172 109 73 - 156 114
Sodiu (mg/L) 42 - 391 217 20 - 227 123
Fier (mg/L) 0,8-19 1,4 1,5-8,0 4,0
Calciu (mg/L) 33-130 82 47 -121 84
Magneziu (mg/L) 11-22 16 19-31 25
Potasiu (mg/L) 190 - 471 330 301 - 549 425
Cupru (mg/L) 01-0,3 0,2 0,1-0,3 0,2
Mangan (mg/L) 01-49 2,5 0,5-4,6 2,6
Zinc (mg/L) 0,1-0,3 0,2 02-04 0,3

* Nivelul de probabilitate a intervalului de incredere de 99%.
- Analizele care nu sunt compatibile cu oteturile din vin alb.

31



Aciditatea volatild este aciditatea conferitd otetului si vinului de acizii monocarboxilici
saturati (alcanoici) apartinand seriei acidului acetic. Ei se gasesc in stare libera sau sub forma de
saruri. Principalul constituent al aciditatii volatile este acidul acetic. Otetul pentru consum contine€,
de reguli, 40-60 g/L de acid acetic. In mai multe tiri, legislatia stabileste pentru otet continutul de
minim 40 g/L de acid acetic . Continutul de alcool rezidual din otet din vin nu trebuie sa depaseasca
0,5-1% conform HG nr.1403 din 09.12.2008 si in SM SR EN 13188:2012 pana la 1,5% [56, 57].

Este cunoscut ca metanolul este un alcool format in urma hidrolizei pectinei strugurilor si
eliberat in timpul macerarii in vinificatie. Prin urmare, acesta provine din vin si deoarece nu este
oxidat de bacteriile acetice, cantitatea lui nu se modifica in procesul fermentarii acetice. Metanolul
se contine cca 25 mg/L in otetul din vin alb si cca 50 mg/L in otetul din vin rosu [61].

Unele tari nu stabilesc limita de metanol pentru oteturile din vin. De exemplu, in Spania
continutul de metanol in otetul de vin nu depaseste 100 mg/L, in timp ce in oteturile italiene, limita
de metanol este cuprinsa intre 60 mg/L si 130 mg/L [62].

Tesfaye si colab. au demonstrat ca acetatul de etil este cel mai important ester al vinului si
otetului din vin. Acest component defineste 1n mare masura aroma otetului si se gaseste in cantitati
mari in otetul de calitate inalti. Continutul de cenusa din otet este identic celui din vin. In ceea ce
priveste alcalinitatea cenusii, aceasta este mai mica decat a vinului, ceea ce demonstreaza ca acizii
din vin sunt preponderent sub forma libera. Pe de alta parte, exista si mici diferente intre oteturile
de vin alb si din vin rosu [63].

Chinnici si colab. au raportat ca si prolina este unul dintre cei mai importanti aminoacizi din
vinuri. Azotul prolinei este putin metabolizat la fermentarea alcoolicd cu drojdii si la cea acetica
cu bacterii. Prin urmare, cantitatea de prolind este mai mult sau mai putin constantd la
transformarea mustului In vin si a vinului in otet. Pe de alta parte, existd o anumitd relatie intre
continutul de prolina si varietatea strugurilor din care este produs vinul. Deci, prolina este o
componentd importanta privind determinarea originii otetului din vin [64].

Ting Xia si colab. au demonstrat ca potasiul este un cation important al vinului si al otetului,
deoarece reprezinta aproximativ 40% din masa totald a cenusii. Oteturile din vin rosu au un
continut mai mare de potasiu in comparatie cu cele din vin alb datoritd macerarii pielitei boabelor
de struguri la obtinerea vinurilor rosii [19].

Continutul de Fe, Cu si Zn in otet reprezintd o reflectare a concentratiei in vin, desi prin
contactul cu anumite materiale sau dupa aplicarea unor tratamente specifice (de limpezire si

stabilizare a vinurilor si otetului) continutul lor poate creste [65].
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Solieri si colab. mentioneaza ca calitatea finala a otetului depinde in mare masura de natura
si compozitia culturilor starter participante la procesul de fermentare. Alti factori includ calitatea
materiilor prime, metoda de productie si, daca este cazul, maturarea. in general, indicii
organoleptici si fizico-chimici ai oteturilor fabricate prin metode traditionale la scard industriala
sunt foarte diferiti [36].

In ultimii ani s-au inregistrat progrese semnificative privind identificarea compusilor
responsabili de calitatea organoleptica a produselor, iar metodele de productie au fost modificate
pentru a obtine oteturi de inalta calitate cu preturi reduse. Compusii aromatici au un impact decisiv
asupra calitatii oteturilor. Pana in prezent, au fost identificati mai mult de 100 de compusi care
participa la formarea aromei otetului din vin, inclusiv compusii carbonilici, eterii, acetalii,
lactonele, acizii, alcoolii, fenolii si esterii volatili. Complexitatea aromatica depinde in mare
masura de conditiile de maturare a otetului [66, 67].

Callejon si colab. au stabilit ca aroma caracteristica a otetului din vin pelicular implica mai
multi compusi volatili, cum ar fi diacetilul, acetatul de izoamil, acidul izovaleric, acetatul de etil
si sotolonul [68].

Garcia-Parrilla si colab. au mentionat ca un factor determinant al calitatii otetului este si
continutul de compusi polifenolici, care au activitate antioxidanta si sunt responsabili de culoarea
si astringenta otetului. Neajunsul acestor compusi este ca ei sa oxideaza usor in contact cu
oxigenul. Gradul de oxidare a polifenolilor este diferit si depinde de structura lor si de
disponibilitatea oxigenului. De exemplu, continutul de flavonol din otet este influentat in mare
misurd de disponibilitatea de oxigen in timpul fermentirii submerse. in contrast, aldehidele
fenolice (eliberate de butoaiele din lemn) din oteturile obtinute prin fermentarea de suprafata
practic nu sunt afectate de procesul de oxidare [69].

Andlauer si colab. au raportat reducerea cu 50% a compusilor fenolici in otetul din vin rosu
obtinut in comparatie cu otetul din vin alb si cidru [70].

Garcia-Parrilla si colab. au mentionat ca procesul de maturare a otetului in butoaie de lemn
implicd difuzia compusilor fenolici din lemn in otet, polimerizarea partiald, dar si unele pierderi
ale lor prin evaporare. Cantitatea si calitatea substantelor fenolice din otet vor depinde de tipul
lemnului si de tratamentul termic aplicat, de raportul suprafetei de contact la volumul lichidului si
de timpul de maturare [71].

Tesfaye si colab. au raportat ca aprecierea organoleptica a otetului este una dificila datorita
senzatiilor intense pe care le provoacd. Pungenta (gustul picant din cauza aciditatii agresive)

datoritd continutului mare de acid acetic combate alte arome, de aceea pentru aprecierea
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organoleptica a otetului este necesara o anumita familiarizare prealabild cu produsul. Atributele
utilizate pentru a descrie probele de otet sunt culoarea, intensitatea aromatica, aroma lemnoasa,
nuanta de iarba, nuanta de fructe a acetatului de etil, mirosul din vin si senzatia de picant [72].
Oteturile de calitate inalte contin un numar mare de compusi inclusiv: vanilind, eugenol si
benzaldehida. Aceasta caracteristicd ar putea fi propusa ca o particularitate senzoriald de baza a

oteturilor de calitate inalta [63].

1.6. Alterarea otetului
Schmoeller si colab. au demonstrat ca otetul, ca si vinul, este supus unor modificari cauzate
in principal de lipsa conditiilor adecvate de igiena in timpul procesului de preparare [73].
Principalele modificari care pot aparea in otet sunt datorate urmatorilor agenti:
v"anghilei de otet sau viermelui de otet (Anguillula aceti) care este un nematod mic, de la 1 mm
pana la 2 mm 1in lungime, ce se dezvoltd in otet cu un continut mic de acid acetic si care
conferd otetului mirosuri neplacute si aspect nedorit, desi nu este ddunator sdnatatii;

v' muscai de otet (Drosophylla melanogaster) care este purtitoare de mai multe

microorganisme patogene in otet;

v elementelor chimice: fierul si cuprul, in concentratii mari provoaca brunificarea,

turbiditatea si gustul metalic;

v"diverselor microorganisme (exista mai multe specii de bacterii, ciuperci si acarieni) care

pot contamina otetul, facandu-1, in cazuri extreme, impropriu pentru consum [65].

Cannon a studiat o problema importantd la fabricarea industrialda a otetului legatd de
proliferarea rapida a bacteriilor din specia Acetobacter xilynum. A. xilynum este o bacterie aeroba
din sol din familia bacteriilor A. aceti, care transforma glucidele in otet, producand cantitati
importante de substante gelatinoase ce contribuie la formarea "cuibului de otet" [74].

Mai multe surse bibliografice atestd ca variatia culorii si a claritatii oteturilor din vin rosu se
datoreaza excesului de fier si tanine, care provoaci casarea ferici. In oteturile din vin alb, care nu
au tanine si substante colorante rosii, dar contin cantitati mari de fier si fosfat, schimbarea claritatii
se datoreaza precipitarii fosfatului feric alb, fenomen numit "casarea alba" [74, 75].

Meneguzzo si colab. au demonstrat cd continutul ridicat de cupru in otetul din vin poate
provoca turbiditate, care este acceleratd de lumina. In oteturile din vin pot exista, de asemenea,
anumite defecte de turbiditate de origine proteicd datorita formarii cristalelor de bitartrat si

prezentei unor particule ale agentilor de filtrare (bentonite, gelatina s.a.) [65].
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1.7. Bauturi nealcoolice cu otet
Otetul este descris in Vechiul si Noul Testament, fiind o materie prima utilizatd de catre
alchimisti. Aelis Galenus, un mare medic al antichitatii, recomanda un amestec din miere i otet in
calitate de medicament pentru ameliorarea tusei. In perioada medievala, otetul era utilizat in calitate
de medicament pentru curatarea si tratarea ranilor. Romanii il utilizau 1n calitate de bauturd in
amestec cu api si diverse condimente [76]. In functie de tip, otetul este astizi un supliment alimentar
extrem de popular pentru marinate, umpluturi, sosuri, unele deserturi si bauturi [77].

In ultimii ani, bauturile cu otet devin din ce in ce mai populare. Gustul si aroma
racoritoare ale acestor bauturi le-au facut populare pe piata de consum. Cele mai solicitate bauturi
Cu otet sunt:

e Sekanjabin - una dintre cele mai vechi bauturi iraniene, este obtinuta din miere si otet.
Sekanjabin se serveste de obicei vara. Uneori este condimentata cu menta [78, 79];

e Switchel (switzel, swizzle) - bautura obtinuta din otet cu apa si condimentata cu ghimbir.
De obicei, este indulcita cu melasa, dar poate fi folosita mierea, zaharul tos, zaharul brun
sau siropul de artar. In statul Vermont din SUA, in bautura poate fi adaugata fiina de oviz
si suc de lamaie [80, 81];

e Posca - bautura anticd romana obtinutd dintr-un amestec de otet, apd si uneori ierburi
aromatice. Soldatii, clasele inferioare si sclavii preferau posca, dar aristocratia dispretuia
aceasta bautura [82, 83];

e Shrub (drink) - cocktail sau bauturd racoritoare populara in timpul erei coloniale
americane, obtinuta prin amestecarea unui sirop de otet cu bauturi spirtoase, apa plata sau
apa carbogazoasa. Termenul poate fi aplicat si pentru un sirop pe baza de otet indulcit din
care este obtinut cocktailul. Consumul bauturilor cu otet este adesea infuzat cu suc de
fructe, ierburi aromatice si condimente, pentru utilizare in bauturile mixte [84, 85].
Tipul englez al shrub-ului a aparut in cartile medicinale din secolul al XV-lea. Bautura a

castigat popularitate in randul contrabandistilor in anii 1680, acestia incercand sa evite plata
impozitelor la import pentru marfurile expediate din Europa continentala. Pentru a evita detectarea,
contrabandistii scufundau uneori butoaie cu bauturi spirtoase pentru a fi preluate ulterior;
adaugarea de arome de fructe a ajutat la mascarea gustului alcoolului degajat de apa de mare.
Toland a mentionat ca ’shrub”. in varianta americana isi are originile in Anglia secolului al XVII-
lea, unde otetul era folosit ca alternativa a sucurilor de citrice la conservarea fructelor de padure si a
altor fructe pentru extrasezon. Conservele de fructe preparate in acest mod au fost cunoscute sub

numele de shrub”. Pana in secolul al XIX-lea, retetele tipice americane prevedeau otetul turnat
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peste fructe - in mod traditional fructe de padure - care erau lasate sa se infuzeze peste noapte sau
pana la cateva zile. Ulterior, fructele erau indepartate, iar lichidul ramas era amestecat cu un
indulcitor precum zaharul sau mierea, apoi redus pentru a face un sirop. Siropul dulce-acrisor poate
fi amestecat cu apa plata sau apa carbogazata si servit ca bautura racoritoare, sau poate fi folosit ca
mixer in cocktailurile alcoolice. Bautura si-a pierdut popularitatea odata cu aparitia frigiderelor de
uz casnic [86].

D'Ambrosio a raportat ca consumarea bauturilor de tip ”’shrub” cu otet a devenit
populard, incepand cu 2011 in restaurantele si barurile americane, precum si in Canada si Londra.
Proprietatile senzoriale deosebite contribuie ca “shrub”-ul sa fie un aperitiv bun, acesta fiind
folosit ca alternativa a absintului” in cocktailuri. Spre deosebire de cocktailurile acidulate cu

citrice, bauturile pe baza de otet raman limpezi la agitare [87].

1.8. Concluzii la capitolul 1

Studiul bibliografic realizat cu privire la aspectele fizico-chimice si microbiologice ale

obtinerii otetului din vin a permis formularea urmatoarelor concluzii:

ein RM, otetul se obtine prin diluarea alcoolului etilic si fermentarea acestuia. Produsul
obtinut este lipsit de macro-, micronutrimente si nu poseda o valoare nutritiva importanta. Astfel,
acest produs poate fi recomandat doar pentru utilizare industriala.

¢ Otetul natural datorita proceselor metabolice cauzate de bacteriile acetice, este bogat in
minerale, oligoelemente, acizi organici s.a. Valoarea nutritiva importanta contribuie ca otetul
natural sd fie solicitat in crestere de cdtre consumatori in scopul utilizarii in alimentatia sdnatoasa
cat si de agenti economici pentru utilizare industriald in fabricarea produselor organice.

e Fabricarea otetului din vin in mod natural cu utilizarea substratului carecteristic RM
prezintd una din problemele de baza a intreprinderilor si cercetatorilor din domeniului.

e Conform studiilor realizate, un rol important in fabricarea otetului natural il au bacteriile
acetice, care prin activitatea lor vitald asigurd proprietiti specifice produsului finit. In scopul
dirijarii proceselor biochimice si obtinere otetului natural cu proprietati organoleptice superioare
se folosesc culturi pure ce asigura un efect dublu- tehnologic si igienic. Valorificarea tulpinilor
de bacterii acetice izolate din habitatul lor natural permit selectarea microorganismelor adaptate
la calitatea materiilor prime si au proprietati biotehnologice sporite, sigure si stabile. Acest fapt

permite obtinerea otetului natural de o calitate Tnalta.
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e Optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului din vin prin fermentarea naturala cu
utilizarea tulpinilor izolate din materii prime accesibile, dezvoltate pe substrat natural reprezinta
o posibilitate eficienta de valorificare a vinurilor de o calitate medie sau slab compititive pe piata.

Cercetarile stiintifice realizate in prezent au permis formularea problemei de cercetare ce

constd in dezvoltarea si fundamentarea stiintifica a regimurilor biotehnologice de obtinere a
otetului din vin prin fermentarea naturala cu utilizarea tulpinii izolate din materii prime autohtone,

dezvoltata pe substrat natural.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarea cuprinsa in teza a fost efectuata in cadrul laboratoarelor stiintifice ale Facultatii
Tehnologia Alimentelor (Universitatea Tehnicd a Moldovei), precum si in conditii industriale la

intreprinderea de profil SRL ,,V.DEVELOP”.

2.1. Materiale de cercetare
2.1.1. Materiale utilizate la selectarea bacteriilor acetice
Pentru izolarea bacteriilor acetice a fost utilizatd materia vitivinicold autohtona redatd in

tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Caracteristica materiei prime autohtone utilizate pentru selectarea tulpinilor
de bacterii acetice

Nr.d/o | Codul Denumirea materiei prime Provenienta Anul
1 SAN Struguri albi soi Noah s. Pitusca, r-nul Calarasi 2019
2 VAC9 Vin alb S. Pitusca, r-nul Calarasi 2019
3 VACAS8 Vin alb cu aciditate sporita s.Pitusca, r-nul Calarasi 2018
4 VAT Vin alb s.Chitcanii Vechi, r-nul Telenesti 2019
5 VAH Vin alb s.Carpineni r-nul Hancesti 2019
6 OSNL Otet din struguri albi Noah Obtinut in laborator UTM 2019
7 OVAC Otet din vin alb, netratat Din comert, producitor Anglia -

2.1.2. Materiale utilizate la optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului
Materiile prime principale utilizate la optimizarea tehnologiei corespund calitatii

documentelor normative si sunt prezentate in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2. Caracteristica materiei prime utilizate pentru optimizarea tehnologiei de
obtinere a otetului

Nr.d/o Denumirea produsului Marca comerciala Tara producatoare
1 Suc concentrat de struguri LKINETA” RM
(conc.zah. 65%)
2 Levuri »ENARTIS FERM SC” Italia
3 Activator ,NUTRIFERM SPECIAL” Italia
4 Activator ,NUTRIFERM ADVANCED” | lItalia
5 Otet din vin alb »RAW” Anglia
6 Otet din vin alb »RAPUNZEL” Germania
7 Otet din vin alb ,GALAXY” Grecia
8 Otet din vin alb ,L,OJIUMITUK ®Y]IC” Rusia
9 Otet din vin alb ,»MOS ION” RM

38



Pentru optimizarea tehnologiei de fabricare a otetului, in calitate de cultura starter s-a utilizat
otet din vin alb artizanal din r-nul Ialoveni si otet obtinut in conditii de laborator din struguri albi
soiul Noah din r-nul Calarasi.

Linia biotehnologicd pentru fabricarea otetului a fost instalatd la Intreprinderea
SRL”V.DEVELOP” de catre compania autohtona SRL "URI ENGINEERING”, echipamentul
fiind montat conform proiectelor si standardelor companiei austriecce VOGELBUSCH. Acestea

sunt reprezentate in figurile A1.1-A1.6. din anexa 1.

2.1.3. Materii prime utilizate in calitate de substrat pentru bacteriile acetice
In cadrul cercetirilor au fost alese substraturi din materii prime autohtone considerate
deseuri din industria agroalimentara.
Au fost utilizate:
1. Aschii de lemn de mar - AM (Malus domestica) marimea 6x12x3 mm. Producator Smart
Energy Solutions SRL.
2. Coaja de nuci grecesti - CN (Juglans regia L.) recoltate in anul 2019, cu marimea ce nu
trec prin sita metalica cu diametrul gaurilor 4 mm.
3. Coaja de alune — CA (Corylus avellana) recoltate in anul 2019, cu marimea ce nu trec prin
sita metalica cu diametrul gaurilor 4 mm.
4. Tescovina din soiul de struguri -TM (Vitis vinifera Muscat) in forma uscata, roada anului

2020, raionul Cimislia, vinaria Javgur.

2.1.4. Materii prime utilizate la fabricarea bauturilor nealcoolice
Pentru elaborarea bauturilor nealcoolice cu otet din vin alb s-a utilizat materia prima de baza

si auxiliard procurata in reteua comerciala din RM, iar caracteristicile lor sunt redate 1n tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Caracteristica materiei prime utilizate pentru fabricarea bauturilor

nealcoolice

Nr.d/o | Denumirea produsului | Denumirea in limba latina Documentul normativ
1 2 3 4
1 Prune Prunus doméstica SM SR 3156:2006
2 Piersici Prinus pérsica SM SR 3156:2006
3 Mere Malus domestica Jonathan SM SR 2714:2006
4 Capsuna Fragdria anandssa SM SR 13487:2006
5 Zmeura Rubus idaeus rubin SM 120:1996
6 Levantica Lavandula L. SM SR 13487:2006
7 Scortisoara Cinnamomum zeylanicum B. | SM ISO 690:2012
8 Vanilie Vanilla fragrans STAS 6862/78
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Continuarea tabelului 2.3.
1 2 3 4

9 Menta verdeata Mentha L. SM SR 13487:2006

10 Busuioc verdeata Ocimum L. SM SR 13487:2006

11 Zahar-tos - SM 98 :1998

12 Otet din vin alb - SM SR EN
13188:2012/AC:2012

2.1.5. Medii de culturd
Pentru examenele microbiologice si izolarea bacteriilor acetice au fost folosite medii uzuale

si speciale preparate la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie (tabelul 2.4.).

Tabelul 2.4. Medii nutritive pentru cultivarea si izolarea bacteriilor

Nr. Denumirea Compozitia pH Scopul
d/o mediului
1 Mediu Hoyer (NH4)2S04-1 g/L, K;HPO,4-0,1¢/L, | 7,0+0,2 | Cultivarea, izolarea
[88,89] KH;PQO, -0,9 g/L, MgSO, -0,25¢g/L, si identificarea
C2HsOH 96% - 30 mL/L, FeCI3 1% bacteriilor acetice
-0,5¢/L, HO dist.
2 Mediu Extract de drojdie -10 g/L, CaCOs- 7,4+0,2 | Cultivarea, izolarea
GYC 10 g/L, Glucoza - 3 g/L, Agar - 15 si identificarea
[90,91] g/L bacteriilor acetice
3 Mediu Glucoza - 4g/L, Peptona - 1g/L, 3,8+ 0,2 | Cultivarea, izolarea
RAE Extract de drojdie -1g/L, Acid citric si identificarea
[92,93] XH20 - 0,15¢/L, NazHPO4x 2H,0- bacteriilor acetice
0,34g/L, Acid acetic glacial -1
mL/L, C;HsOH 96% -1mL/L
4 Sabouraud cu Extract peptic de carne si cazeina - 5,6 £ 0,2 | Cultivarea drojdiei si
dextroza 10g/L, dextroza monohidratata - mucegaiului
GOST ISO 40g/L, agar -15¢/L
11133-2016 [94]
5 Agar Extract peptic de cazeina 5 g/L, 5,6 £0,2 | Cultivarea drojdiei si
GOST 30712- | extract peptic de carne 5 g/L, D(+)- mucegaiului
2001 [95] Glucoza 20 g/L

2.1.6. Agenti de limpezire

Lista agentilor de limpezire utilizati in cercetare ce se gasesc pe piata RM este inserata in

tabelul 2.5.
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Tabelul 2.5. Agenti de limpezire*

Nr. | Denumirea Proprietitile fizico-chimice si Aspectul Tara de
d/o agentului Microbiologice fizic origine
1 Maxibent P | Umiditate < 15%, Pb < 5 mg/kg, Hg < 1 mg/kg, | In forma de Spania
(Bentonita As < 2 mg/kg, Fe < 600 mg/kg, Al < 2,5 g/kg, praf
sodica Ca+Mg < 100 med/100g, Na < 3 g/kg.
activata)
2 Maxibent G | Umiditatea < 15%, Fe < 600 mg/kg, Pb < 5| In forma Spania
(Bentonita mg/kg, Al < 2,5 g/kg, Hg < 1 mg/kg, Ca + Mg | granulata
sodica) < 100 med/100g, As < 2 mg/kg, Na < 3 g/kg.
3 Gelatina Reziduul sec > 8,5%(p/p), SO, -2000-4000 | In forma Spania
Vinigel ORO | mg/kg, pH-4,5-5,5, Densitate -1,02-1,05 g/cm?, | granulatd
Turbiditate < 80 NTU, Numar total de germeni
< 104 UFC/g, Drojdii si mucegaiuri < 103
UFC/g, E. coli -Absent UFC/g, Salmonella -
Absent UFC/25¢g, S. aureus - Absent UFC/25g.
4 PVVIN Umiditate < 5%, pH 5,0-8,0, Solubilitate in apa | in forma de Spania
(PVPP - < 0,5%, Cenusi sulfatatd < 0,4%, Nitrogen - praf
polivinilpirolid | 11,0-12,8%, Metale grele <10 mg, Arseniu < 2,
ona) Plumb < 2.
5 Bentonita Umiditate < 12-14%, pH 9,0, SiO; - 54,25%, | In forma de Italia
POLVERE | Fe;Os- 4,70%, Al;Os - 20,29%, MgO - 4,29%, praf
Oro Na0 - 3,17%, CaO - 3,77%.

*Elaborat de autor conform informatiei de pe eticheta.

Cercetarile realizate au fost asigurate de o serie de reactivi chimici si materiale de laborator

care au fost de calitate si corespundeau unui grad de puritate analiticd, procurate de la furnizorul

local ”Ecochimie” SRL.

2.2. Metode de analiza

fizico-chimice si altele care sunt rezumate in tabelul 2.6.

Tabelul 2.6. Metode de analiza aplicate in cadrul tezei

La efectuarea cercetarilor au fost utilizate un sir de metode microbiologice, biochimice,

Nr. Denumirea Principiul metodei Sursa
d/o metodei
1 2 3 4
Metode de analiza microbiologica
1 | Colorarea Conditionarea de structura si Compozitie chimica a peretelui celular. | [96]
Gram Colorarea frotiului fixat cu violet de gentiana, citoplasma bacteriilor
se coloreaza in violet.
2 | Microscopia Coloniile se examineaza la microscop direct. Acest examen denota
preparatului prezenta sau lipsa microorganismelor, precum si informatii privind | [97]
nativ proprietatile morfotinctoriale ale acestora.
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Continuarea tabelului 2.6.

3 | Metoda de Identificarea directa a bacteriilor acetice prin adaugarea produsului | [98]
insamantare direct pe placa Petri in volum de 0,1 g-1mL/vas.
directa

4 | Determinarea | Se realizeaza dupa termotratare la temperatura de 25°C timp de 72 | [98]
drojdiilor si de ore prin determinarea indirecta pe baza coloniilor de celule
mucegaiurilor | microbiene in proba analizata.

5 | Metoda Metoda fizica de izolare si obtinere a culturilor pure de
culturala Koch | microorganisme. Se bazeazd pe raspandirea microorganismelor | [99,

recoltate din medii naturale intr-un mediu nutritiv si fixarea distantata | 100]
a celulelor in urma solidificarii mediului cu formarea, prin
multiplicare, de colonii izolate intre ele.

6 | Testareala Testul demonstreaza prezenta catalazei, o enzima care catalizeaza | [101,
catalaza eliberarea de oxigen din peroxidul de hidrogen (H.0-). Este utilizat | 102]

pentru a diferentia bacteriile care produc o enzima - catalaza.

7 | Testareacu Ca si colorarea pe Gram, testul KOH se bazeaza pe diferentele in | [103]
KOH chimia peretelui celular bacterian. In prezenta hidroxidului de

potasiu, peretii celulelor Gram negative sunt defalcati. KOH dizolva
cu usurintd stratul subtire de peptidoglican al peretilor celulari de
bacterii gram negative.

Metode aplicate la studierea proprietitilor fizico-chimice ale vinului si otetului

8. Determinarea | Aciditatea totala reprezinta suma aciditatilor titrabile. Analiza se
aciditatii totale | efectueaza prim metoda volumetrica. [57]
pentru otet

9. Determinarea | Aciditatea fixd reprezintd diferenta dintre aciditatea totald si | [104]
aciditatii fixe | aciditatea volatila a probei. Ea include acizii din otet precum: acetic,

citric, tartric, malic si sarurile lor acide.

10. | Determinarea | Calcularea diferentei dintre aciditatea totald si aciditatea fixa | [105]
continutului de | exprimata in grame de acid acetic per L.
acid volatil

11 | Determinarea | Distilarea otetului, oxidarea etanolului cu dicromat de potasiu si | [57]
continutul de | determinarea continutului sau prin titrarea excesului de dicromat de
alcool rezidual | potasiu cu o solutie de sulfat de fier si amoniu.

12 | Determinarea | Se masoara diferenta de potential dintre doi electrozi cufundati in | [106]
pH lichidul de analizat. Unul dintre electrozi are un potential care este o

functie definitd a pH al lichidului, in timp ce celalalt are un potential
stabilit si cunoscut si reprezinta electrodul de referinta.

13 | Determinarea | Metoda se bazeaza pe uscarea probelor din vin sau otet intr-o | [107]
extractului sec | creuzeta pana la obtinerea unei mase constante a probelor.

14 | Determinarea | Densitatea reprezinta masa per unitate de volum de produs la | [106]
densitatii temperatura 20°C.

15 | Determinarea | Aciditatea totala se defineste ca totalitatea substantelor cu reactie | [108]
aciditatii totale | acida prezente in vin, care se pot titra cu o solutie alcalina in prezenta
pentru vin unui indicator ce vireaza la pH=7. Substantele cu reactie acida din

vin sunt acizi organici sau saruri acide.

16 | Determinarea | Metoda se bazeaza pe oxidarea bioxidului de sulf liber cu iod in
concentratiei mediul acid. Procesul de titrare se considera finisat cand apare | [109]
acidului culoarea albastru-violet care se mentine minimum 15 secunde.
sulfuros liber

17 | Determinarea | Metoda se bazeaza pe oxidarea bioxidului de sulf liber cu iod in
continutului de | mediul acid. Se titreazd iodometric continutul total de substante | [109]

acid sulfuros
total

reducdtoare, se oxideaza anhidrida sulfuroasa cu apa oxigenata, dupa
care se titreaza iodometric celelalte substante.
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Metode aplicate la studierea proprietatilor cromatice

18 | Determinarea Metoda se bazeaza pe masurarea absorbantelor (densitatilor optice) | [110]
intensitatii culorii| la lungimea de unda 420 nm cu ajutorul spectrofotometrului.

19 | Determinarea | Metoda se bazeaza pe masurarea absorbantelor (densitatilor optice) | [110]
nuantei culorii | la lungimea de unda 420 si 520 nm cu utilizarea spectrofotometrului

si determinarea nuantei culorii Nc.

20 | Determinarea | Metoda se bazeazd pe masurarea parametrilor cromatici a” i b™ ai | [111]
parametrilor spatiului CIELab cu ajutorul Chroma meter-ului CR-400 pentru a
cromatici prin | determina AE - expresia matematica a diferentei de culoare dintre
CIELab probele analizate AEab = (L, — L1)? + (a2 — a1)? + (b2 — by)?

unde: L1, a1, b1 — coordonatele de culoare ale probei martor; Lo, a,
b, — coordonatele probei analizate.

21 | Determinarea | Metoda se bazeaza pe masurarea parametrilor cromatici a” i b” ai [112]
saturatie/ spatiului CIELab cu ajutorul Chroma meter-ului CR-400 si
croma C* calcularea saturatiei culorii prin formula C* = (a*? + b*?).

22 | Determinarea | Metoda se bazeazi pe masurarea parametrilor cromatici a” i b™ ai | [113]
unghiului spatiului CIELab cu ajutorul Chroma meter CR-400 si calcularea
nuantei H* unghiului nuantei prin formula H* = arctg(b*/a*).

Metode de determinare a parametrilor fizico-chimici ai agentilor de limpezire (AL)

23 | Determinarea | Determinarea porozitatii se datoreaza prezentei canalelor si | [114]

porozitatii AL | cavitatilor de diferite dimensiuni din structura particulelor de argila.
Porozitatea influenteaza difuzia din interiorul particulelor.

24 | Determinarea | Continutul de umiditate a bentonitei brute se determina cu scopul de | [115]
umiditatii AL | a putea determina cantitatea necesara de apa care trebuie adaugata

pentru formarea suspensiei necesare pentru limpezirea otetului din
vin sau a altor produse.

25 | Determinarea | Densitatea este un indicator fizic al bentonitei, care se determina cu | [114]
densitatii AL | scopul de a obtine date referitoare la concentratia si puritatea

acesteia. Se determina ca raportul dintre masa si volum.

26 | Determinarea | Principiul metodei se caracterizeaza prin volumul pe care il are | [116]
indicelui de bentonita in urma absorbtiei apei. in mediul apos lamele incarcate negativ
gonflare a AL | se resping si se hidrolizeaza, provocand gonflarea masiva a bentonitei.

27 | Coloidalitatea | Este o proprietate care se datoreaza prezentei sarcinilor negative pe | [117]
AL suprafata particulelor de bentonitd. Caracterul coloidal are ca scop

acoperirea fiecarei particule de argila cu un strat dublu de ioni
solubili Tn apd, cu sarcind pozitiva.

28 | Determinarea | Determinarea pierderilor suportate de bentonitd in urma procesului | [118]
pierderilor la de calcinare se realizeazd cu scopul de a determina continutul de
calcinarea AL | saruri de carbonat de calciu (CaCOs).

Metode de determinare a indicelui glicemic

29 | Aprecierea Metoda se bazeaza pe evaluarea caracteristicilor senzoriale, utilizand | [119]
calitatii scara de punctaj de la 0 pana la 5 puncte, obtinand punctajul mediu
senzoriale al grupei de degustatori.

30 | Metodologia Principiul metodei se bazeaza pe evaluarea calitatii organoleptice a | [120]
efectuarii anali- | anumitor tipuri de produse.
zei organoleptice

31 | Determinarea | Body mass index, sau BMI este un indicator statistic al masei unei | [121]
indicele masei | persoane raportata la indltimea persoanei respective.
corporale

32 | Determinarea | Principiul metodei se bazeaza pe testarea indicelui glicemic efectuata | [122]
indicelui prin determinarea glucozei in sangele capilar (glicemie) la voluntari
glicemic (IG) | cu ajutorul glucometrului.
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2.3. Metoda real-time PCR

RT-PCR este o metoda in vitro ce se bazeaza pe aplificarea enzimatica a unei anumite
secvente de ADN [123]. Amplificarea s-a efectuat cu ajutorul unui aparat RT-PCR CFX96 Deep
Well (Bio-Rad, USA). Experimentul a fost efectuat pe fiecare tulpina izolata in parte, pe mediul
de cultura RAE. Amplificarea s-a realizat in microeprubete PCR de 0,2 uL (Eppendorf, Germania),
acestea fiind considerate potrivite pentru detectarea bacteriilor Acetobacter. Reactiile au fost
efectuate in duplicat.

Pentru identificarea bacteriilor acetice s-a folosit kitul ”For everyone Detection Kit B Acetics
Screening” (PIKA Weihenstephan GmbH, Germany), care contine toate materialele necesare
acestei determindri. Reactia extragerii si detectarii ADN din bacteriile acetice a fost efectuata
conform protocolului producitorului [124]. La configurarea amplificatorului au fost alese ca
detector undele FAM care au o emisie de 520 nm si HEX - 550 nm. De asemenea, FAM are rolul de
a detecta organismele-tinta, iar HEX detecteaza reactia interna de control pozitiv. Acesti parametri

sunt necesari ulterior pentru evaluarea rezultatelor (tabelul 2.7.).

Tabelul 2.7. Analiza rezultatelor la detectarea bacteriilor prin RT-PCR [124]

Detectarea | Control intern Rezultatul analizei
tintei reactie
(Canal FAM) | (Canal HEX)
+ + Pozitiv: ADN tintei (ref. Sectiunea 1) este prezent
+ - Pozitiv: ADN tintei (ref. Sectiunea 1) este prezent
- + Negativ: ADN tintei (ref. Sectiunea 1) nu este detectat

- - Rezultatul nu este evaluabil:

fie dilueaza ADN extras cu tampon de rehidratare 1:1000
si repetda PCR

sau se va repeta extractia ADN cu o cantitate mai micd
de proba, aplicand o spalare mai extinsa.

Apartenenta canalelor FAM si HEX la calificativul pozitiv sau negativ este determinata de
valoarea C; - numarul de cicluri la care semnalul fluorescent al reactiei depaseste linia de prag

(threshold line) (figura 2.1).
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Fig. 2.1. Aspectul graficului RT-PCR [124]
Interpretarea rezultatelor:
- Negativ: Ct =0 ciclu sau Ct = 40 cicluri;
= Pozitiv: C; < 37 cicluri;
= Incert: 37 < Ci > 40 cicluri (retestare).

Etapele de izolare si detectare a ADN sunt reprezentate in figurile A.2.1 si A.2.2 (anexa 2).

2.4. Prepararea probelor cu diferite doze de SO2
Dioxidul de sulf face parte din categoria aditivilor de conservare admisi pentru a fi introdusi
in scopuri tehnologice in vin. Actualmente, SO, este unul dintre mijloacele cele mai sigure si
imediate cu care se poate actiona in vederea conservarii vinului [125]. Fiind introdus in vin,
dioxidul de sulf sufera o serie de modificari: o parte din el se degaja in spatiul liber al vasului, iar
cea mai mare parte se combina cu apa, formand acidul sulfuros:
SO, + H,0 = H,S0;. (2.1)
La randul sau, acidul sulfuros este supus unei serii de modificari. O mica parte din el se
combind cu oxigenul, formand acidul sulfuric care reactioneaza cu cationii ce se gasesc in vin:
H,S0; + 0, = H,S0,. (2.2.)
Astfel, pentru determinarea acidului sulfuros, in industria vinicold se utilizeazd metoda
iodometricd prin titrarea directd. Concentratia de SO, se exprimi in mg/dm?. Continutul de acid
sulfuros total maximal pentru vinurile seci constituie 200 mg/dm?®, inclusiv forma liberd 30
mg/dm3, pentru vinurile cu zahir rezidual — SO total 300 mg/dm?, inclusiv liber 30 mg/dm? [126].

In probele studiate s-a utilizat metoda Sulfitarea cu solutii apoase de SO,. Calculul s-a

efectuat in baza metodei reflectate in anexa 6. Probele au fost pastrate in borcane de sticla inchise
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ermetic pentru a avea loc interactiunea vinului cu dioxidul de sulf, depozitate intr-un loc ferit de
lumina la o temperatura constanta de 23+1°C timp de 48 ore.

Dupa 48 ore, probele au fost deschise si acoperite cu hartie de filtru dubla pentru a permite
accesul oxigenului si evitarea patrunderii microorganismelor nedorite din aer, fiind depozitate intr-
un loc ferit de lumina, la o temperatura constantd de 22+1°C. Prin aceastd metoda se depisteaza
impactul cantitatii de SO, asupra dezvoltarii bacteriilor acetice, evolutia procesului de fermentare

acetica In vinuri si influenta asupra culorii.

2.5. Determinarea numarului de bacterii in cultura starter

Pentru determinarea numarului de bacterii acetice initial in materia prima (in vin si otet) a
fost utilizatd metoda directa de insamantare pe placa Petri. Pe parcursul cultivarii bacteriilor
acetice numarul acestora a fost determinat cu ajutorul metodei spectrofotometrica la lungimea de
unda de 600 nm descrisa de Lee si altii [127].

Metoda cultivarii prin insamantare directa a fost utilizata pentru determinarea numarului de
bacterii acetice din produs si a permis izolarea culturilor pure. Dupa uniformizarea si gelifierea
mediului, placile au fost termostatate la 35+1°C timp de 24-48 ore. Metoda s-a bazat pe numararea
coloniilor caracteristice de bacterii acetice si s-a raportat la 1 g (1 cm?®) produs analizat.

Metoda spectrofotometrica s-a bazat pe masurarea absorbantilor la lungimea de unda 600
nm cu ajutorul spectrofotometrului LLG uniSPEC-2. In cazul unei culturi de celule bacteriene sau
eucariote, densitatea opticd masuratd la 600 nm reflectd concentratia de celule din mediu.
Densitatea opticd a culturii la 600 nm determina efectul raspandirii luminii ce este direct

proportionala cu concentratia de celule din mediu [128].

2.6. Analiza statistica
Rezultatele cercetarii a fost prelucrate utilizand procedeul de analiza statisticda ANOVA
(ANalysis Of VAriance). Initiatorul metodei este R. Fisher, fiind utilizata pentru a examina
diferentele dintre valorile medii ale variabilei dependente sub efectul unor variabile independente
controlate si, respectiv, influenta variabilelor independente necontrolate [129].
Avantajele testului ANOVA:
v" elimind riscul cumularii unei erori mari de tip [;
v" pune in evidenta diferente semnificative intre mediile mai multor grupuri, chiar
si cand nici una dintre ele nu difera semnificativ (testul t);

v' poate fi utilizatd si in cazurile in care exista numai doua grupuri.
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A fost efectuatd analiza multifactoriala ANOVA (Two-way ANOVA) cu tehnici de
comparatie multipld, care a permis evidentierea probelor ce difera de valorile medii. Pentru
stabilirea gradului de corelare dintre datele obtinute pentru pH, aciditatea totala si densitatea fata
de timpul de fermentare, s-a folosit testul exact Fisher. Acesta a fost efectuat automat, folosind
pachetul software XLSTAT (Addinsoft, Paris, Franta). Toate experimentele au fost realizate in
duplicate sau triplicate. Pragul semnificatiei statistice ales: p<0,05.

2.7. Concluzii la capitolul 2

In capitolul doi al tezei sunt prezentate materiile prime si metodele aplicate pe parcursul
efectuarii cercetarilor. Obiectele principale de cercetare sunt produse vitivinicole autohtone:
struguri albi de soi Noah si vin alb din acest soi de struguri, recoltati si produse in perioada anilor
2018-2019, provenite din zona geograficd a raionului Calarasi.

A fost stabilita metodologia de cercetare experimentald si identificate procedeelor si
tehnicilor analitice clasice sau moderne. Echipamentele si metodele utilizate in studiul au asigurat
atat identificarea tulpinii Acetobacter aceti CNMN-ACB-01 din materii prime autohtone, cat si
descrierea proprietatilor tehnologice valoroase a bacteriilor acetice, a otetului si a bauturilor
nealcoolice obtinute prin valorificare acestuia.

A fost determinata metodologia de cercetare a bauturilor nealcoolice elaborate in vederea
determinarii calitatii (analiza senzoriala, fizico-chimica si microbiologicd) si indicelui glicemic in
urma consumului acestora. Concomitent au fost identificate metodele de prelucrare si interpretare

matematico-statisticd a datelor cercetérii.
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3. SELECTAREA TULPINILOR DE BACTERII ACETICE DIN MATERII
PRIME AUTOHTONE

In acest capitol sunt expuse rezultatele obtinute in urma izolarii unei culturi de bacterii
acetice pure care a fost obtinuta in 3 etape:

Etapa 1 - studiul microflorei initiale a materialelor selectate, folosind medii nutritive
selective; detectarea si izolarea bacteriilor acetice din acestea.

Etapa 2 - tulpina selectatd de bacterii acetice a fost expusa analizei morfologice, fiziologice
si biochimice.

Etapa 3 - confirmarea apartenentei bacteriilor izolate la genul Acetobacter prin compararea

ADN al bacteriilor acetice obtinute, folosind metoda RT-PCR.

3.1. Izolarea culturilor pure de bacterii acetice
Au fost cercetate 5 materii prime, caracteristica cirora este reflectatd in tabelul 3.1. In
majoritatea materiilor prime s-a determinat o cantitate importantd de bacterii acetice. A fost
investigata izolarea concomitenta a acestor bacterii. Fiecare proba a fost inoculata pe trei medii de
culturd specifice cultivarii bacteriilor acetice. S-a utilizat metoda de insdmantare profunda in
mediul solid. Prin aceasta metoda coloniile cresc in mod izolat - individual (aceasta se
argumenteaza prin faptul ca bacteriile acetice sunt aerobe), ceea ce ofera posibilitatea de a studia

in detalii caracteristicile morfologice ale coloniilor.

Tabelul 3.1. Caracteristici morfologice si culturale ale coloniilor de microorganisme

cultivate
Mediul Caracteristica culturii Imaginea la Caracteristici Imaginea la
microscop morfologice microscop

1 2

3
SAN - struguri albi Noah
GYC Profil - convex VR Celule

4 5

Culoare — galben-albicios rotunde
Margine - ondulata de dimensiuni
Forma - iregulata mari

Luciu - prezent
Dimensiuni - 0,4-0,5 mm
Transparenta - transparent

Profil - plat Celule in
Culoare - bej ! forma de tija
Margine - rotunda, ‘ de dimensiuni
usor ondulata mici
Forma - iregulata
Stralucire - prezenta i°4 g

|

1[?|men5|un[[: 2-4 mm Aspectul  microsco- Aspectul microscopic,
ransparenta - opac pic, mérirea x40 mdrirea x100
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Continuarea tabelului 3.1.

1 2 4 5
Profil - usor convex, Celule
crescand in substrat rotunde,
Culoare - alba de dimensiuni
Margine - ramificata foarte mici
Forma - rotunda dispuse
Luciu - mat individual v
Dimensiuni - 0,5-1 mm -
Transparenta - opaca Aspectul microscopic,
in centru, translucida marirea X100
la margini
Profil - punctiform Celule
Culoare - crem ocrotice
Margine - intregi de dimensiuni
Forma - rotunda nedetectabile
Strélucire - prezenta dispuse in
Dimensiuni - 0,4-0,5 mm grupuri
Transparenta - transparent - - .
Aspectul  microsco- Aspectul microscopic,
pic, marirea x40 mdrirea x100
Hoyer | Relief - plat — Celulele sunt S’
Culoare - alb-crem cilindrice, 2
Margine - ondulata formand
Forma - circulard conglomerate.
Luciu - mat Existd celule
Diametru - 7=1 mm in stare de
Fara transparenta - - inflorire. i = .
Placa Petri Aspectul microscopic,
marirea x100
Profil - convex Celulele
Culoare - crem rotunjite
cu nuantd roz conectate In
Margine - lobat lanturi
Forma - rotunda
Strélucire - prezentd ¥
Dimensiuni - 0,5-1 mm . — = .
Transparentd - translucida Aspectul  microsco- Aspectul microscopic,
) pic, marirea x40 marirea x100
RAE Nu au fost depistata cresterea coloniilor
VACS - vin alb artizanal, nesulfitat, nepasteurizat 2019
GYC Profil - convex > y Bastonase
Culoare - galben in mici
centru, crem spre margini
Margine - serpuita
Forma - iregulata, in
forma de floare
Stralucire - prezenta Fre - .
Dimensiuni - 5-7 mm Placi Petri Aspectul microscopic,
Transparenti - Opac marirea x100
Aspectul  microsco-
pic, marirea x40
Hoyer | Nu au fost depistata cresterea coloniilor
RAE Nu au fost depistata cresterea coloniilor
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Continuarea tabelului 3.1.

\ 2

3

4

\ 5

VACAS - vin alb artizanal cu aciditate sporita

GYC

Profil - in forma de crater,
cu o usoard Inaltare 1In
centru si platd spre margini
Culoare - laptelui

Margine - dreapta

Forma - obisnuita,
rotunjita, cu

margine ondulata

Luciu - mat

Dimensiuni - 2-3 mm
Transparentd - opac

Placa Petri

Celule rotunde
de dimensiuni
medii

Aspectul microscopic,
marirea x100

Hoyer

Profilul are forma de
picatura (coloniile in
varsta - tuberculoase)
Culoare - alba
Margine - neteda,
rotunda, la unele
colonii usor ondulata
Forma - rotunda
Luciu - mat
Dimensiuni - 1-3 mm
Transparenta - opac

Aspectul  microsco-
pic, marirea x40

Celule ovale
de dimensiuni
medii

Aspectul mlcroscoplc
marirea x100

RAE

Profil - plat

Culoare - bej

Margine - dreapta

Forma - cerc drept

Luciu - mat

Dimensiuni - 0,3-0,5 mm
Transparenta - transparent

Aspectul  microsco-
pic, marirea x40

Celule mici,
rotunde

Aspectul microscopic,
marirea x100

OCA- otet din vin alb, nefiltrat, nepasteurizat din comert

GYC

Nu au fost depistata cresterea coloniilor

Hoyer

Nu au fost depistatd cresterea coloniilor

RAE

Profil - in forma de crater
Culoare - crem

Margine - rotunjita,

cu nereguli usoare

Forma - rotunda

Luciu - mat

Dimensiuni - 1-2 mm
Transparenta - opac

Plac Petri

Bastonase
mici

Aspectul microscopic,
marirea x100

GYC

Profil - plat

Culoare - albicioasa
Margine - ondulata
Forma - iregulata

Luciu - mat

Dimensiuni - 10-12 mm
Transparenta - transparent

OEL-otet din struguri albi Noah obtmut in laboratorul UTM

Placa Petri

Bastonase
cilindrice
alungite cu
capetele
ovale

Aspectul microscopic,
madrirea x100

Hoyer

Nu au fost depistata cresterea coloniilor

50




Continuarea tabelului 3.1.

4 5
Bastonase
foarte mici

1 2
RAE Profil - plat
Culoare - bej cu nuantd
gélbuie
Margine - dreapta
Forma - rotunjitd, sunt
prezente forme neregulate
Luciu - mat :
Dimensiuni - 5-10 mm Placa Petri Aspectul microscopic,
Transparenta - opac marirea x100

Morfologia tulpinilor si proprietatile coloniilor sunt prezentate in tabelul 3.1. si denota ca
ciorchinele de struguri au o microflora bogata si diversa, ceea ce complica procesul de izolare a
bacteriilor acetice.

Vinul, de asemenea, nu este o sursd perfectd de bacterii acetice, deoarece prezenta acestora
a fost in cantitati foarte mici pe unul (GYC) din cele trei medii. In baza caracteristicilor
morfologice ale celulelor, bacteriile izolate pot fi atribuite genului Acetobacter. Se presupune ca
prezenta unui numar mare de alte microorganisme in vin impiedica dezvoltarea lor normala.

Vinul cu aciditatea sporita este o sursa mai potrivita de bacterii acetice, deoarece numarul
lor domina. Pe toate cele trei medii nutritive au crescut specii diferite de colonii, dintre care doua
tulpini, conform morfologiei celulare, pot fi atribuite la bacteriile acetice.

Din otetul nefiltrat si nepasteurizat din comert a fost izolat un numar mic de microorganisme
cultivate pe 3 medii nutritive dintre care numai pe un mediu nutritiv (RAE) a fost izolata o cultura
bacteriana. Se presupune ca la sfarsitul fermentarii, bacteriile acetice isi pierd activitatea sub
influenta lipsei de alcool. Cu toate acestea, otetul a fost supus si procesului de filtrare. Din coloniile
de microorganisme din otetul din vin obtinut in conditii de laborator au fost izolate bacterii acetice
pe doua medii nutritive (RAE, GYC).

Conform caracteristicilor morfologice, aceste microorganisme pot fi clasificate ca bacterii
acetice, iar faptul ca in fiecare placa Petri a crescut doar un singur tip de colonie oferd posibilitatea

de a continua izolarea.

3.2. Caracteristicile morfologice si fiziologice ale tulpinilor izolate
Pentru izolarea bacteriilor acetice au fost alese microorganisme, care sunt similare si au
caracteristici culturale - celule mici, ovale sau rotunde. Insamantarile au fost efectuate pe trei medii
de cultura, in doua insamantari paralele. Izolarea a fost efectuata prin metoda de contact -

zigzag/linii, pe suprafata mediului nutritiv solid. Aceasta metoda este recomandata pentru izolare,
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deoarece coloniile cresc Tn numar mare, iar microorganismele se dezvolta destul de rapid (exista o
suprafata mai mare de contact cu aerul decat la insamantarea profunda).

In tabelul 3.2. se observa o crestere a microorganismelor cultivate pe fiecare placa Petri.
S-a remarcat faptul ca coloniile au crescut destul de selectiv, adicd pe unul sau doud medii de
cultura. Niciunul dintre microorganismele aflate in studiul nu au crescut pe toate cele trei medii.
Acest lucru dovedeste inca o data selectivitatea fiecirui mediu. In continuare, sunt descrise si

cercetate caracteristicele culturale ale tuturor coloniilor.

Tabelul 3.2. Caracteristicile morfologice si culturale ale microorganismelor cultivate

in scopul izolarii

Produs Caracteristicile culturale Imaginea la Caracteristici Imaginea la
initial microscop morfologice microscop
1 2 3 4 5

Izolare pe mediul GYC
Microorganis
me medii

oval-rotunde

Profil - plat

Culoare - crem

Margine - dreapta

Forma - solid neregulat
Stralucire - prezenta
Dimensiuni - diametru 4-5 mm
Transparenta - transparent

Struguri albi

Placa Petri Aspectul microscopic,
marirea x100

= Profil - plat Microorgani- >

é Culoare - bej cu nuanta galbuie sme de forma

2 Margine - dreapta ovala.

s Forma - neregulatd, solida Dimensiuni:

:?:, Stralucire - prezenta de la mic pana

= Dimensiuni - 2-7 mm la mediu )

3] Transparenta - transparent Rl 7

-E Aspectul microscopic,

marirea x100

Profil - plat

Culoare - laptelui

Margine - ondulata

Forma - neregulata, continua,

pe unele portiuni existd colonii

separate de forma rotunda

Stréalucire - medie T

Dimensiuni - 1-4 mm Placa Petri Aspectul microscopic,

Transparenta - transparent marirea x100
Izolarea pe mediu Hoyer

Bastoane mari,
ovale

Celule usor
alungite,
localizate
singure, mici

Otet obtinut

Profil - plat

Culoare - alb-zapada

Margine - ondulata

Forma - neregulata, solida
Luciu - mat

Dimensiuni - diametru 5-8 mm
Transparenta - opac

Struguri albi

Placa Petri Aspectul microscopic,
marirea x100
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Continuarea tabelului 3.2.
4 5
Bastoane mari, 3
ovale

1 2

Profil - plat

Culoare - alb cu nuantad crem
Margine - sfasiata

Forma - de la continuu

cu goluri la rotunde

Luciu - mat

Dimensiuni - diametru 3-6
mm Aspectul microscopic,
Transparenta - opac madrirea x100

Profil - plat - Bastonase 0%
Culoare - galben-crem mici, alungite
Margine — incerta (incetosat)
Forma - neregulata,
nedeterminata

Stralucire - medie
Dimensiuni - diametru 0,5 .
mm Placa Petri Aspectul microscopic,
Transparenta - transparent marirea x100

Izolare pe mediu RAE

Vin cu aciditate sporita

Otet obtinut

Nu au fost depistata cresterea coloniilor

Struguri
albi

Profil - plat

Culoare - albicioasa
Margine - ondulata
Forms - rotunda,
neregulata

Stralucire - prezenta
Dimensiuni - 1-3 mm
Transparenta -
translucida

Profil - in forma de
crater, convex

Culoare - alb-galben
Margine - sfasiata,
ramificata

Forma - colonie continua
Luciu - mat

Dimensiuni - 3-6 mm Placa Petri Aspectul microscopic,
Transparenta - opac marirea x100

Microorgani-
sme rotunde,
de

dimensiuni
mici si ovale

sporita

Vin cu aciditate

Aspectul microscopic,
marirea x100

Amestec de
bastonase mici
si celule mari

Otet obtinut

S-au studiat 8 tipuri de colonii crescute pe medii nutritive in functie de caracteristicile
culturale, utilizant colorarea simpla si microscopia. La studierea coloniilor cultivate pe mediul
GYC, se pot observa in jurul coloniilor halosuri caracteristice si transparente. Aceasta este
caracteristic bacteriilor acetice, deoarece unele dintre ele consuma calciu in timpul ciclului de
viata, iar acest element este unul dintre ingredientele mediului nutritiv GYC. in urma microscopiei
bacteriilor acetice izolate s-a confirmat apartenenta lor la genul Acetobacter. Acest fapt este

confirmat de caracteristicile lor morfologice (bastoane mici si mijlocii).
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Rezultatele cercetarii atesta ca coloniile de pe struguri si din vinul oxidat, izolate pe mediul
Hoyer, sunt similare intre ele, si anume, au culoare alba, mata, sunt opace. Dupa studiul morfologic
a celulelor la microscop, se remarca faptul ca celulele nu apartin aceluiasi tip. Aceste celule nu au
caracteristici similare cu bacteriile acetice si, prin urmare, au fost excluse din cercetarile ulterioare.

Coloniile izolate din vin oxidat cultivate pe mediul RAE s-au dezvoltat destul de rar, dar au
fost similare din punct de vedere cultural cu bacteriile acetice - translucenta, prezenta luciului.
Faptul ca aceste bacterii sunt acetice se dovedeste si prin imaginea lor microscopica — celulele sunt
usor alungite, de dimensiuni foarte mici. In ceea ce priveste otetul obtinut, putem observa ci pe
mediul RAE au crescut doud tipuri de colonii, adica a avut loc o izolare incompleta. Aceasta s-ar
putea intdmpla din cauza unei concentratii mari de celule straine in produsul initial (otet de casa
fermentat din soiul de struguri Noah). In timpul studiului microscopic s-a observat un amestec de
celule mici si mari alungite. De aici rezultd cd pe mediul RAE au crescut doua tipuri de
microorganisme: bacteriile acetice si drojdiile. Coloniile de bacterii acetice se disting prin
stralucirea lor caracteristica si sunt mai deschise la culoare decat coloniile de drojdie, totodata, fiind
posibila izolorea lor. Microorganismele atribuite la bacteriile acetice au fost incluse in cercetarile

ulteriore.

3.3. Detectarea si identificarea tulpinilor izolate

3.3.1. Capacitatea bacteriilor izolate de a oxida alcoolul etilic in acid acetic

Pentru a studia capacitatea bacteriilor acetice izolate de a fermenta alcoolul etilic pana in
acid acetic, s-a decis introducerea acestora in cateva substraturi de vin. Pentru aceasta au fost
selectate trei tipuri de vin alb produs in conditii de casa. Ca substraturi pentru cresterea
microorganismelor au fost folosite: 1 - vin alb din raionul Célarasi, 2 - vin alb din raionul Telenesti
si 3 - vin alb din Hancesti. Din bacteriile acetice izolate au fost preparate inoculate. Coloniile
cultivate au fost introduse in 10 mL apa sterila. Din inoculatul rezultat s-a introdus 1 mL intr-0
eprubeta cu substratul din vin. Fermentarea probelor a durat 14 zile la temperatura de 28+1°C, fara
acces de lumind. La sfarsitul fermentarii, probele au fost evaluate atdt din punct de vedere
organoleptic (aspect, culoare, aroma), cat si al parametrului fizico-chimic - aciditatea totala
(tabelul 3.3).
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Tabelul 3.3. Rezultatele organoleptice ale probelor dupa fermentarea acetica

Sursa Substraturi pentru Caracteristica probelor
cresterea m/o imagine miros culoare, aspect
M/o 1 - vin alb din r-nul & W & | predomind mirosul de vin culoare brund cu
izolate din | Ciliras J % s | cunotd acrie aspect limpede
vinalbcu | 2 - vin alb din r-nul predomina mirosul de | culoare aurie cu
aciditate | Telenesti vin cu notd acrie aspect tulbure
sporita | 3 - vin alb din r-nul predomina mirosul acid | culoare galbena
Hancesti de otet deschisd cu aspect
tulbure
M/o 1 - vin alb r-nul cu miros pronuntat de culoarea
izolate din | Calaras acid acetic chihlimbarului cu
otet obtinut 1‘ aspect limpede
in conditii | 2 - vin alb din r-nul cu miros Iintepator | culoarea paiului cu
de Telenesti 1& .g‘ caracteristic otetului aspect limpede si
laborator . . transparent
3 - vin alb din r-nul cu miros Iintepator | culoare galbena
Hancesti caracteristic otetului deschisa cu aspect
limpede

in timpul fermentirii, la a treia zi pe suprafata lichidului a aparut un film tulbure, dislocandu-
se pe perete (figura 3.1). Aceasta denota ca bacteriile acetice sunt suficient de active.

Pentru a caracteriza gradul de fermentare, in calitate de
reper a fost utilizat indicele de aciditate totala determinat prin
metoda titrimetrici (figura 3.2). In urma interactiunii
bacteriilor acetice izolate din vinul alb cu aciditate sporita,

cultivate ulterior pe mediul RAE si introduse pentru initierea

fermentarii acetice in 3 tipuri de vin artizanal, au cauzat
o Fig. 3.1. Pelicula bacteriana
marirea aciditatii.

Cantitatea maximala de acid acetic de 69 g/L a fost inregistrata in proba 2 - vin alb din r-nul
Telenesti fermentat de cétre bacteriile izolate din otetul obtinut in conditii de laborator. Pe locul
doi se claseaza proba 3 - vin alb din r-nul Hancesti fermentat pe acelasi substrat cu o cantitatea de
acid acetic 57 g/L. Continutul minimal de acid acetic de 51 g/L a fost inregistrat in proba 1 - vin
alb din r-nul Calarasi.

Valori mici a continutului de acid acetic au fost obtinute la fermentarea substratului de
bacterii izolate din vin cu aciditate sporita. Totusi, o concentratie mai mare are proba 3 - vin alb r-

nul Hancesti - 54 g/L de acid acetic. Prin urmare, proba 1 din vin alb r-nul Calarasi si proba 2 din

vin alb r-nul Telenesti au acumulat o cantitate de acid acetic de 12 g/L si 36 g/L, respectiv.
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in documentele normative ale RM este previzuta cantitatea de acid total in otetul din vin
care trebuie sa fie de minimum 60 g/L (calculat in acid acetic) si nu mai mult decat cantitatea

obtinuta ca urmare a fermentarii biologice [56, 57].

mmm M/o izolate din vin s M/o izolate din otet === Norma HG nr.1403 min 6%

80
70
60

50
4
3
2
. ]
0

Proba 1 Proba 2 Proba 3

o O O

Aciditatea totala, g/L
o

Fig. 3.2. Aciditatea totala a probelor obtinute prin oxidarea bacteriilor acetice

Tindnd cont de aceste prevederi si comparandu-le cu datele obtinute (figura 3.2),
concluzionam ca tulpina izolatd din otetul obtinut in laborator depaseste dupa a 14 zi de fermentare
acetica valoare minima stipulata in HG. Putem concluziona ca tulpina de Acetobacter are un

potential biotehnologic avantajos.

3.3.2. Identificarea bacteriilor izolate prin teste biochimice

Urmatoarea etapa a fost identificarea bacteriilor acetice, folosind diverse teste biochimice.
Primul test identifica enzima catalaza, care este o componenta a bacteriilor producatoarelor de acid
acetic. Rezultatul pozitiv confirma natura microorganismelor si apartenenta lor la bacteriile din
genul Acetobacter. Testul KOH si coloratia Gram ofera informatii despre fiziologia celulelor, si

anume, structura peretelui celular. Rezultatele testelor sunt inserate in tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Reactii calitative de identificare a bacteriilor izolate

Ne Sursa de bacterii Colorarea | Testul Testul la catalaza
d/o Gram KOH | rezultat imagine
1 |Vin alb cu aciditate | - - -
sporita
2 | Otet obtinut in laborator | - ++ +

9

Nota. “++” —reactie intensiv pozitivda, “+” — reactie pozitivd, — reactie negativa.
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Bacteriile izolate din otetul obtinut in laborator pe mediul RAE si pe mediul GYC corespund

pe deplin, prin identificare, cerintelor fata de bacteriile acetice, si anume:
=> raspuns pozitiv la catalaza;
= conform colorarii Gram - negativ;

=> test pozitiv la interactiunea cu KOH.

S-a constatat ca bacteriile izolate din vin alb cu aciditate sporita pe mediul RAE indeplinesc o
singura cerinta cu referire la colorarea Gram. Astfel s-a constatat ca bacteriile aflate in studiul sunt
Gram’. Determinarea calitativa a activitatii catalazei a dat rezultat negativ. La fel si testul interactiunii
cu KOH a fost negativ. Aceste raspunsuri pot avea doud motive: culturile si-au pierdut activitatea pe

parcursul realizarii etapelor cercetarii sau nu fac parte din familia Acetobacter [130, 131].

3.3.3. Detectarea bacteriilor izolate prin metoda RT-PCR

Conform rezultatelor prezentate anterior, bacteriile izolate au fost clasaificate in genul
Acetobacter prin metode microscopice, fizico-chimice si biochimice. Luand in consideratie ca
metodele enumerate nu sunt suficiente pentru identificarea exacta a unei tulpini, in continuare a
fost utilizata metoda RT-PCR. Aceasta metoda are un grad inalt de exactitate, deoarece se bazeaza
pe compararea ADN bacteriilor izolate cu ADN tehnic al unei bacterii acetice de reper din kituri
speciale. Doua probe cu bacterii au fost supuse amplificarii, pentru a putea confirma cu siguranta
apartenenta bacteriilor izolate la genul Acetobacter.

Rezultatele au fost prezentate sub formd de diagrame, unde curbele ilustreazd cresterea
exponentiala a dependentii intensitatii fluorescentd de numarul de cicluri. Vizualizarea AND a
bacteriilor testate la o lungime specifica de unda, demonstreaza prezenta ADN specific genului cautat.

Pentru detectare au fost utilizate urméatoarele probe:

1. Otet obtinut din struguri albi Noah in conditii de laborator;

2. M/o izolate pe mediul RAE din otetul obtinut in conditii de laborator;
3. Control pozitiv - ADN din kit standardizat;

4. Control negativ — marker din kit standardizat.

S-a efectuat analiza RT-PCR a ADN purificat al bacteriilor acetice inclus in kitul de
referinta folosind concomitent si amestecurile care contin polimeraza. A fost folosit kitul: 2401-
15-4everyone-DetectionKit-B-Acetics_Screening si amestecul de reactie in lant a polimerazei in
timp real: TagMan Universal Master Mix II. Dupa cum se observa din figura 3.3 in ambele

amestecuri de enzime a avut loc cu succes amplificarea, iar semnalul fluorescent este detectat atat
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prin canalele FAM, cat si prin HEX. Amestecul enzimatic inclus in kit a oferit o performantd mai

bunad, amplificand ADN mai eficient si dand o valoare Ct mai mare.
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Fig. 3.3. Reactia controlului pozitiv pe canalul FAM (a) si HEX (b)

in continuare, s-au analizat urmitoarele probe: ADN purificat din otetul fiind in proces de
fermentare si ADN purificat din coloniile inoculate din acest otet pe mediul RAE, folosind amestecul

enzimatic inclus in kit. Rezultatele acestei analize sunt reprezentate in figura 3.4, a si b.
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Fig. 3.4. Amplificarea ADN al bacteriilor acetice pe canalul FAM (a) si HEX (b)

ADN purificat din coloniile bacteriene cultivate pe mediul RAE au prezentat amplificarea
pozitivd (figura 3.4, a). In figura 3.4, b, cele trei curbe care traverseazi linia de bazi reprezinti
diagramele de amplificare ale esantionului de control negativ (din kitul de referinta) si ADN izolat din
coloniile bacteriene care au dat semnalul pozitiv pe HEX. Astfel, rezultatul a fost obtinut pentru trei
probe. Pentru esantioanele care contin ADN izolat direct din otet nu s-a detectat un semnal pe FAM
sau HEX. Acest fapt poate fi cauzat de numarul mic de celule bacteriiene active in otet la momentul
determinarii. Analizand datele din tabelul 3.5, putem observa ca FAM trece linia de prag la C; = 23,84
si HEX la C; = 37,56. Prin urmare, obtinem AC: = 29 <37. Deci, putem afirma cu certitudine ca

microorganismele izolate din otetul netratat pe mediul RAE apartin genului Acetobacter.
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Tabelul 3.5. Analiza datelor obtinute prin metoda RT-PCR

Proba Cuantificarea ciclului, Cq FAM* HEX™
CiFAM C{HEX

Coloniile m/o izolate din otetul

netratat, cultivate pe mediul RAE

Otet din vin alb (netratat) n.i. n.i. - -
Noti. " - 520 nm; - 550 nm; n.i. - nu s-a intersectat

23,84 37,56 + +

S-a constatat (tabelul 3.5.) ca din toate probele care au fost simultan amplificate, numai bacteriile
izolate din otetul netratat, cultivate pe mediul RAE au manifestat o reactie pozitiva, ceea ce confirma
apartenenta la genul Acetobacter. Aceasta a permis inregistrarea tulinii Acetobacter aceti cu numarul
CNMN-ACB-01 si depunerea in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene din cadrul
Institului de Microbiologie si Biotehnologie. In pofida faptului ci o proba a fost prelevata din otet in
perioada de fermentare, selectati in faza exponintiala de crestere nu a dat un rezultat pozitiv. in final,
putem concluziona, in primul rand - ca bacteriile izolate din otetul netratat apartin cu siguranta
genului Acetobacter; in al doilea rand - utilizarea otetului in faza acumuldrii maximale de

microorganisme active, nu asigura detectarea prin RT-PCR a bacteriilor acetice [132].

3.4. Concluzii la capitolul 3

In rezultatul efectudrii cercetarilor expuse in capitol 3 a fost demonstrati posibilitatea de
izolare din microflora produselor vitivinicole locale a tulpinilor de bacterii acetice autohtone cu
proprietati biotehnologice valoroase, destinate utilizarii in fabricarea otetului din vin alb.

Izolarea bacteriilor acetice din vinul alb cu aciditate sporita si din otetul produs in conditii
de laborator din struguri albi de soiul Noah au demonstrat ca sunt surse valoroase de bacterii din
genul Acetobacter.

Cu scopul demonstrarii apartenentei bacteriilor izolate la genul Acetobacter s-au aplicat teste
biochimice (raspuns la catalaza, test la interactiune cu KOH, coloratie Gram) si s-a analizat
capacitatea lor de a oxida alcoolul etilic in acid acetic. S-a remarcat ca doua culturi din cele trei
izolate apartin genului de bacterii Acetobacter.

Pentru a confirma apartenenta la genul Acetobacter a bacteriilor izolate s-a utilizat metoda
RT-PCR pentru detectare prin comparare a ADN. Utilizarea otetului in faza acumularii maximale
de microorganisme active, nu asigurd detectarea bacteriilor acetice prin metoda RT-PCR.

In urma realizirii testelor biochimice si aplicarii metodei RT-PCR putem concluziona cu
sigurantd ca bacteriile izolate apartin genul Acetobacter. Tulpina izolata Acetobacter aceti
CNMN-ACcB-01 a fost inregistrata si depusa in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene

din cadrul Institului de Microbiologie si Biotehnologie (Figura A.3.1.).
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4. OPTIMIZAREA TEHNOLOGIEI DE OBTINERE A OTETULUI
DIN VIN

4.1. Analiza sortimentului de otet pe piata Republicii Moldova

Actualmente, pe piata RM se comercializeaza oteturi intalnite in retele de marketuri: Metro
Cash& Carry, Linella, Hypermarket nr.1, Fourchette, Rogob etc. Ele sunt obtinute din diverse
materii prime agroalimentare: vinuri albe si rosii, bere si malt, cidru, fructe (mere, pere, banane,
mango, citrice, nuci de cocos), iar in Asia din orez [133].

In urma analizei efectuate in perioada martie-aprilie 2019 s-a constatat ca sortimentul de
oteturi comercializate in RM este furnizat de urmatorii producatori: Belmar: SC "INTERTERM”
SRL, Mos Ion: "TRIODOR” SRL, Nora: FIC "Roman&Go” SRL, O! Pret Mic: "Hazur grup”

SRL. Sortimentul oteturilor produse de aceste intreprinderi este practic identic.

7% 7 3% 7% 3% EChina

3%

®Japonia
M Tailanda
H|talia

27% @ Bulgaria

43% # Moldova
4 Romania

7% M Rusia

Fig. 4.1. Tarile de provenienta a oteturilor comercializate in RM [elaborat de autor]

Din figura 4.1 se observa ca majoritatea oteturilor de pe rafturile magazinelor din tara sunt
de productie autohtond - 43%. Ponderea cea mai mare a oteturilor importate in RM o detin cele de
origine italiana - 27%, urmata de oteturile din Romania, Bulgaria si China, fiecare fiind prezente
in proportie de 7%. Alte oteturi sunt produse in Japonia, Rusia, Tailanda. Pentru tarile asiatice si
Rusia este caracteristica producerea otetului din orez, iar pentru tarile europene este specifica
producerea otetului din vin. In tarile balcanice se produce preponderent otet din mere. Comparativ

cu celelalte tari, RM produce un sortiment de oteturi cum ar fi de mere, de vin, de masa si balsamic.
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33%

Fig. 4.2. Ponderea producitorilor autohtoni de otet pe piata RM [elaborat de autor]

In conformitate cu datele reprezentate in figura 4.2, intreprinderile Belmar:
SC ”INTERTERM” SRL si Mos Ion: "TRIODOR” SRL detin fiecare cate 33% oteturi din piata
de consum; intreprinderile Nora: FIC "Roman&Go” SRL si O! Pret Mic: “Hazur grup” SRL detin
cate 17% fiecare.

Structura sortimentului in functie de concentratia acidului acetic constituie: otet de masa cu
aciditatea de 6% si de 9%; otet de mere - 5%; otet de vin - 4%.

Sortimentul de oteturi pe plan mondial este cu mult mai variat decat cel ce se produce si se
comercializeaza pe piata de consum a RM.

Anvergura sortimentului este determinata de numarul de tipuri de oteturi exprimat prin
coeficientul de anvergura:

CA= Ntoc/Ntopm, (4.1)
unde: Ntoc - numarul de tipuri de oteturi produse si comercializate pe piata RM;

Ntopm - numadrul total de tipuri de oteturi recunoscute pe plan mondial.

CA=8/16=0,5.

Coeficientul anvergurii ideale trebuie sa se gaseasca in intervalul coeficientului anvergurii
sortimentului de oteturi de la 0,8 pana la 1,0. Acest coeficient care carectirezeaza sortiment de
oteturi comercializat pe piata de consum a RM este de 0,5, ceea ce este insuficient.

In tabelul 4.1. este incadrata analiza comparativa a sortimentului de oteturi la nivel mondial

si in RM [134].

Tabelul 4.1. Analiza comparativa a sortimentului de otet la nivel mondial si in RM

Nr.d/o | Sortiment la nivel mondial* Sortiment in RM**
1 2 3
1 Otet din vin Otet din vin
2 Otet de mere Otet de mere
3 Otet de masa Otet de masa
4 Otet sherry -
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Continuarea tabelului 4.1.

1 2 3

5 Otet balsamic Otet balsamic

6 Otet de mango -

7 Otet de kaki -

8 Otet de pomusoare -

9 Otet de cocos -

10 Otet de orez Otet de orez
11 Otet de zer -

12 Otet de miere -

13 Otet de malt -

14 Otet de trandafiri Otet de trandafiri
15 Otet de visine Otet de visine
16 Otet de mere cu miere Otet de mere cu miere

* Elaborat de autor conform datelor prezentate in ,, Acetic Acid Bacteria: Fundamentals
and Food Applications,, [134]
**Sunt rezultate autorului

Datele reprezentate in figura 4.3 demonstreaza cd pondereca cea mai mare de 25% a
sortimentului o detine otetul balsamic, pe locul doi s-a plasat otetul de masa cu ponderea de 18%,
pe locul trei cu ponderea de 15% s-a plasat otetul de mere. Din oteturile din vin predomina otetul
din vin rosu cu ponderea de 9%, iar otetul din vin alb are o pondere nesemnificativa - 3%.

3%

18% HOtet de masa

HOtet de orez

i Otet de orez cu sfecla rosie
H Otet din trandafiri

H Otet din vin rosu

i Otet din vin alb

i Otet de visine

12%

6%%

15%

i Otet de mere
3%

3%

4 Otet de mere cu miere

i Otet balsamic

9% u Otet balsamic alb
3% 3%
Fig. 4.3. Tipurile de oteturi comercializate in RM [elaborat de autor]

S-a constatat ca marea parte a oteturilor importate din Italia reprezinta otetul balsamic care
constituie ¥ din volumul total pe piata de consum a RM. Urmeaza otetul de masa - 18%, otetul de
mere - 15%, otetul de orez - 12% si otetul din vin rosu - 9%. Pe langa acestea, pe rafturile
magazinelor poate fi gasit in cantitdti mai reduse otet din vin alb, otet de visine, otet de mere cu

miere si otet din trandafiri.
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4.2. Analiza opiniilor consumatorilor

In cadrul cercetarii a fost elaborat un chestionar electronic (Google Drive) realizat in
perioada 28.02.2019-15.04.2019. Au fost intervievati 107 respondenti dintre care au fost validati
103, ceea ce constituie o rata de raspuns de 96,2%. Scopul chestiondrii a fost analizarea opiniei
consumatorilor cu privire la utilizarea otetului In bucatarie si producerea in conditii casnice.
Chestionarul cuprinde 22 de intrebari, iar durata medie a chestionarii a unui interlocutor a fost de
aproximativ 10 minute. Datele au fost prelucrate cu ajutorul sistemului SPSS, fiind utilizate mai
multe metode de analiza statisticd cum ar fi: analiza descriptiva, diagramele in forma de bare si
altele (anexa 4).

Dintre cei 103 respondenti, 77,7% sunt femei, iar 22,3% barbati (figura A.4.1). Analiza
profilului sociodemografic aratd ca 5 persoane au pana la 20 de ani, 60 persoane au varsta cuprinsa
in intervalul 20-29 ani, 23 persoane au varsta intre 30-39 ani, 9 persoane intre 40-49 ani, 6
persoane Intre 50-59 ani. La acest studiu nu a participat nici o persoana cu varsta mai mare de 60
de ani (figura A 4.2).

Arealul geografic al respondentilor din RM a fost urmatorul: 49 persoane sunt din municipiul
Chisindu, 11 din raionul Orhei, 3 din municipiul Balti, raionul Ungheni, Floresti si Criuleni, 2 sunt
din raionul Ialoveni, Causeni, Cimislia, Dubasari, Rascani si Drochia. Totodata, au fost inregistrate
raspunsurile de la conationalii stabiliti peste hotare, si anume, 5 din Italia, 4 din Marea Britanie, 3
din Portugalia si 2 din Germania si Spania (figura A.4.3).

Urmatorul set de intrebari ale chestionarului s-au referit la stilul de alimentatie. S-a constatat
ca 96,1% din persoanele intervievate au alimentatie mixta, 2,9% alimentatie ovo-lacto-vegetariana
st doar 1% sunt persoane care au alimentatie vegetariana. Nici unul dintre respondenti nu are o
alimentatie lacto-vegetariana sau raw-vegana (figura A.4.4).

In opinia a 51,5% dintre persoanele intervievate, otetul este un produs obtinut prin
fermentare, 27,2% din respondenti sustin ca este un acid natural, 11,7% considera ca acesta este
un condiment si doar 9,7% sustin ca este o substantd chimica (figura A.4.7). Respondentilor le-a
fost oferita o lista a celor mai cunoscute tipuri de otet, cu posibilitatea de a indica si alte tipuri de
oteturi. Astfel, analizand datele reprezentate in figura A.4.8, se constata ca cel mai des utilizat este
otetul din mere, otetul de masa, otetul balsamic si otetul din vin. Mai putin utilizat si cunoscut este
otetul din orez, miere, pomusoare si malt.

In continuare au fost studiate preferintele consumatorilor. In baza raspunsurilor reprezentate

in figura A.4.9, din numarul total de respondenti 89 persoane au confirmat calitatea ca fiind
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indicele de baza, iar 78 persoane au mentionat ca gustul este indicele de care tin cont cdnd cumpara
un anumit tip de otet.

La intrebarile legate de metodele si frecventa utilizarii otetului in bucatarie (figura A.4.10),
49 din respondenti au mentionat ca procura otet cu o concentratie de 6%, 34 persoane prefera otetul
cu concentratia de 9%, 13 persoane - cu 3%, 4 persoane — cu 4%, iar 3 persoane au sustinut ca nu
procurd otet din comert, deoarece nu au incredere in calitatea acestuia.

Astfel, conform rezultatelor reprezentate in figura A.4.11, din cele 103 persoane
intervievate, 77 au mentionat ca utilizeaza otetul in calitate de condiment, 76 - ca conservant, 69
— ca dezinfectant, 56 — ca solutie anticalcar, 25 considera ca acesta poate fi utilizat in scop medical
si doar 17 au mentionat ca folosesc otetul la prepararea cosmeticelor naturiste in conditii casnice.

Conform rezultatelor reprezentate in figura A.4.12, se constata ca cei mai multi respondenti
permanent utilizeaza otetul la marinarea legumelor, foarte des la prepararea dresingurilor pentru
salate, foarte rar pentru mentinerea culorii legumelor si marinarea carnii. lar cei mai multi
respondenti au confirmat ca nu au folosit niciodata otetul la fierberea oualor, carnii sau la spumarea
albusului. Se poate concluziona ca chiar daca otetul este un produs alimentar foarte cunoscut,
utilizarea lui este restransain prepararea bucatelor culinare.

Otetul este un produs care poate fi procurat fara dificultate. Astfel, conform figurii A.4.13,
se observa ca 86,4% din persoanele intervievate prefera s utilizeze otetul din comert si doar 13,6%
prepara otet in conditii casnice. Din persoanele care prepara otet artizanal (figura A.4.14) 42,9%
au confirmat ca prepara otet permanent, 28,6% fac acest lucru ocazional, iar 28,6% - o singura
data. Din cele 14 persoane, care cel putin o singura data au preparat otet in conditii casnice
(conform figurii A.4.16), 13 persoane au utilizat metoda de autolimpezire a otetului obtinut si doar
o0 singura persoana a utilizat bentonita in calitate de agent de limpezire.

In baza rezultatelor din figura A.4.15, motivele pentru care aceste persoane folosesc doar
otetul preparat de ei este ca nu au incredere in calitatea otetului din comert (64,3%), obtin otet cu
arome speciale (25,2%) si dispun de o retetd personala (10,5%).

Conform raspunsurilor acordate de persoanele intervievate la intrebarea " Utilizarea otetului
din vin §i aromatizarea acestuia” (figura A.4.17), doar 55,3% dintre respondenti utilizeaza otetul
din vin, iar 44,7% prefera alte tipuri de otet. Din cele 55,3% de persoane care prefera sd consume
otet din vin, In baza rezultatelor din figura A.4.18, 64,6% preferd ca otetul sa fie din vin alb si
35,4% din vin rosu. In privinta plantelor utilizate pentru aromatizarea otetului, conform

rezultatelor din figura A.4.19, majoritatea prefera rozmarinul, menta si ardeiul iute.
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La intrebarea despre “Efectele benefice sau nocive ale otetului”, 72,3% dintre respondenti
considera ca otetul are efecte benefice asupra sanatatii organismului uman, iar 27,7% sustin ca
acesta are doar efecte nocive (figura A.4.20). Astfel, persoanele care au sustinut ca otetul are efecte
benefice (figura A.4.21), au mentionat cele mai cunoscute: imbunatatirea digestiei, impiedica
dezvoltarea tumorilor maligne si regleaza glicemia. In figura A.4.21 sunt prezentate opiniile
respondentilor, care considera ca otetul are doar efecte negative asupra sanatatii. Cele mai grave
probleme de sdndtate cauzate de consumul excesiv de otet sunt aparitia gastritei, scaderea nivelului

de potasiu in oase si distrugerea smaltului dentar.

4.3. Obtinerea otetului din suc concentrat
Partea experimentald a fost axata pe studiul proceselor de fermentare alcoolica a sucurilor
de struguri pana in vin, respectiv, si fermentarea acetica ulterioara a vinului pana la obtinerea
otetului. A fost utilizat sucul concentrat din struguri albi, caracteristicile caruia sunt inserate in
tabelul 4.2. Calitatea sucului concentrat a fost in corespundere cu norme prevazute in

reglementarile tehnice HG nr. 1111 [135].

Tabelul 4.2. Caracteristica concentratului din struguri albi*

Indici de calitate Concentrat de struguri albi KINETA
Compozitia: ingredientele de baza | 100% suc de struguri albi
Descrierea fizica Vascoasa, culoarea galben-inchisa
Caracteristicile fizico-chimice Brix® — 65; pH - 2,57;
Densitatea -1260 kg/m?® la T=20°C
Caracteristica organoleptica Gustul, aroma specifice sucului de struguri
Termenul de valabilitate 12 luni la temperatura 10-15°C

*Elaborat de autor pe baza datelor producatorului S.A. "ALFA-NISTRU".

4.3.1. Fermentarea alcoolica

Fermentarea alcoolica a sucurilor a fost realizata dupa diluarea lor cu apa potabila pana la
concentratia de zahar 25g/L cu utilizarea levurilor ENARATIS FERM SC (0,3 g levuri/L de suc)
cu/si fara adaos de nutrimente (activatori completi ai fermentarii alcoolice) in mediul de
fermentare: NUTRIFERM SPECIAL 35 g/hL la inceputul fermentarii si NUTRIFERM
ADVANCE 30 g/hL la mijlocul procesului de fermentare. Schema generalda a procesului de
fermentare este reprezentata in figura A 5.1.

Evolutia continutului de zahar si alcool etilic pe parcursul fermentarii alcoolice a sucului de

struguri cu/si fara adaos de nutrimente este prezentata in figurile 4.4 si 4.5.

65



+ Alcool -« Zahar

w
o
[Eny
o

N
al
L

ar, g/L
ol
, %vol.

N
o

Ay
(&)]

R*=0,9898

[EY
o
'l

Concentratie de zah
ol
|

O P N W b~ O O N 00 ©

Concentratie de alcool

'
[

Timpul, zile
Fig. 4.4. Evolutia continutului de zahar si alcool pe parcursul fermentirii alcoolice a
sucului de struguri fara adaos de nutrimente. Rezultatele sunt prezentate ca medie +
abatere standard; p<0,05
Rezultatele obtinute aratd ca concentratia alcoolica a sucului din struguri a crescut de la
0 %vol. la 8,5 %vol., iar continutul de zahar a scazut de la 25 g/L la 7 g/L, astfel observandu-se
ca la fermentarea alcoolica a sucului din struguri fara nutrimente timp de 11 zile s-a obtinut vin cu

o concentratie alcoolica de 8,5 %vol.
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Fig. 4.5. Evolutia continutului de zahar si alcool pe parcursul fermentirii alcoolice
a sucului de struguri cu adaos de nutrimente. Rezultatele sunt prezentate ca medie +
abatere standard; p<0,05
Rezultatele probelor cu nutrimente defera nesemnificativ. Concentratia de alcool a crescut
de la 0 %vol. la 9 %vol., ceea ce este cu 0,5 %vol. mai mult decat in probele fara nutrimente.

Continutul de zahar a scazut in consecinta de la 25 g/L la 6 g/L. Asadar, in urma fermentarii
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alcoolice a sucului din struguri cu nutrimente timp de 11 zile s-a obtinut un vin cu o concentratie
alcoolica de 9 %vol. Pe baza rezultatelor obtinute pentru probele cu/si fara nutrimente se poate
concluziona ca influenta nutrimentelor nu este atat de importanta in fermentarea alcoolica,
deoarece diferenta dintre probe este de doar 0,5 %vol alcool etilic.

Parametrii fizico-chimici ai produselor rezultate din fermentarea alcoolica a sucurilor de

struguri sunt inclusi in tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Parametrii fizico-chimici ai produselor rezultate din fermentarea alcoolica*

Nr. Indici Valori dupa fermentarea alcoolica
d/o fara nutrimente cu nutrimente
1 |pH 3,20+0,05 3,13+0,05
2 | Concentratie zahar, g/L 7,0+0,1 6,0+0,1
3 | Alcool, %vol. 8,5+0,4 9,0+0,5
4 | Densitatea, kg/m® 1025+10 1005+10

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie *+ abatere standard; p<0,05.

S-a efectuat fermentarea alcoolica a sucurilor prin inocularea lor cu tulpina comerciala de
levuri ENARATIS FERM SC, care, conform surselor bibliografice, a constat din trei faze [136].

Faza de latenta, care are loc la inceputul fermentarii, corespunde saturatiei treptate a mediului
cu dioxid de carbon. La sfarsitul acestei faze, cand apare dioxidul de carbon, populatia de drojdie
creste cu aproximativ 2-3 generatii. In aceastd fazi, compozitia mediului, inclusiv continutul de
zahar si alcool, este foarte putin modificata. Exceptie constituie tiamina, consumul careia este destul
de mare. Battalion si colab. au aratat ca tiamina Se epuizeaza in cateva ore [137].

Durata fazei de latenta variaza ca timp si este influentata de: temperatura, doza de inoculare
si prezenta inhibitorilor, in principal a SOo.

Faza de crestere dureazd pana la atingerea numarului maximal a populatie de
microorganisme. La sfarsitul acestei faze este atinsa viteza maxima de fermentare. Multiplicarea
celulara se termina odata cu epuizarea azotului asimilabil din must [138]. Este de mentionat faptul
ca adaugarea azotului amoniacal accelereaza multiplicarea drojdiilor si este asimilat rapid de
aminoacizi. Salmon si colab. remarca ca consumul de azot conduce la scaderea pH, care atinge
valoarea minima la sfarsitul fazei de crestere. In timpul fazei stationare, drojdiile nu se multiplica
si activitatea lor scade. Aceasta corespunde unei scaderi constante a vitezei de transport a
zaharurilor [139].

Exista mai multe mecanisme de inhibare, care implica acizi grasi cu lant mediu, toxine etc.,

dar rolul esential i revine etanolului. Ansanay si colab. au studiat efectul etanolului in timpul
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fazei stationare si au demonstrat ca pentru tulpinile comerciale existd o corelatie directd intre
concentratia de etanol si rata medie de fermentare [140].

Parrou si colab. au mentionat ca pe parcursul fazei stationare, dimensiunele celulelor de
drojdii sa maresc, prin urmare, masa uscata creste preponderent din cauza sintezei glicogenului si
trehalozei. Glicogenul poate fi considerat o rezerva de zahar, in timp ce trehaloza joacad un rol mai
complex [141]. Astfel, azotul asimilabil este un nutriment limitant pentru drojdii si joaca un rol
esential in cinetica fermentativd. Bely si colab. au mentionat ca existd o relatie directa intre
concentratiile asimilabile de azot si ratele de productie maxime de CO; (proportionale cu ratele de
fermentare) [142].

Deficientele azotului asimilat pot fi considerate ca fiind principalele cauze a fermentarii
lente. Concentratia azotului asimilabil este foarte variabila, in functie de caracteristicile sucul
supus fermentarii. Aceasta variabilitate a fost descrisa de Bely si colab., care au constatat ca efectul
deficientei este deosebit de pronuntat cand concentratia initiald a azotului este mai mica de 150-
180 mg/L. Variabilitatea continutului de azot din sucuri se datoreaza mai multor factori printre
care varietatea strugurilor si localizarea geografica. Gradul de maturitate afecteaza de asemenea in
mod semnificativ continutul de azot al sucurilor [141].

Astfel, adaosul de azot joaca un rol important si poate modifica esential cinetica fermentarii.
In cazul mediilor de fermentare extrem de deficitare (mai putin de 150 mg/L de azot disponibil),
adaugarea de saruri de amoniu (fosfat de diamoniu - DAPnN ori sulfat de diamoniu) accelereaza
semnificativ viteza de fermentare si, ca rezultat, diminueaza foarte mult durata fermentarii [143].
In acelasi timp, un rol important joaci momentul adiugarii sirurilor. Daca azotul se adaugi la
etapa inocularii cu levuri, acesta conduce la o crestere a populatiei de drojdie, in timp ce in cazul
in care este adaugat in timpul fazei stationare (la mijlocul fermentarii), creste activitatea levurilor
datorita reactivarii sistemelor de transport al zaharului [144].

In cazul fermentirii lente, caracterizata in principal prin deficitul de azot, aportul de azot
are o eficacitate comparabild pe parcursul primei faze a fermentirii. In cazul fermentirilor foarte
lente, care sunt caracterizate prin alte tipuri de deficiente (in principal oxigen si lipide), addugarea
DAP la momentul inocularii poate avea un efect inhibitor. Acest adaos permite cresterea populatiei
si vitezei maxime de fermentare, dar concomitent conduce la moartea fiziologicd mai rapida a
celulelor de drojdii datorita dilutiei excesive a rezervelor lipidice ale drojdiilor [145].

Adaosul sarurilor de azot poate provoca si alte efecte aditionale, in special sinteza produselor

secundare ale metabolismului si poate influenta caracteristicile organoleptice ale produsului finit.
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Bell si Henschke considera ca adaugarea sarurilor de azot trebuie sd ramana intr-un interval
acceptabil [146].

Alexandre si colab. au mentionat ca addugarea unor cantitati prea mici deseori conduce la
producerea excesiva a compusilor de sulf, in particular a hidrogenului sulfurat (H.S), iar alcoolii
superiori limiteaza sinteza esterilor. Si, dimpotriva, cantititile excesive de azot pot creste
concentratiile de acetat de etil si acid acetic, dar mareste riscul de tulburari proteice. Adaosul de

azot in timpul fermentarii alcoolice poate avea consecinte si asupra fermentarii malolactice [147].

4.3.2. Fermentarea acetica

Procesul de fermentare acetica a produselor rezultate din fermentarea alcoolica include
urmatoarele etape principale:

- prepararea vinului pentru obtinerea otetului cu aciditate dorita;

- oxidarea acetica propriu-zisa a alcoolului si obtinerea otetului.

Desfasurarea procesului de oxidare acetica a fost urmarita prin determinarea continutului de
acid acetic format si a alcoolului etilic rezidual din maia. Parametrii controlati, care au determinat
desfasurarea in conditii optime a procesului de oxidare acetica sub actiunea bacteriilor acetice, au
fost urmatorii:

- cantitatea de aer care asigurd viabilitatea si multiplicarea bacteriilor si implicit oxidarea
alcoolului in acid acetic (valoarea optima fiind de cca 5 litri aer/litru);

- aerarea constanta si neintrerupta;

- temperatura de 28+2°C - aceasti valoare a fost constanti, deoarece variatiile ei impiedica
activitatea bacteriilor;

- pentru a accelera procesul, au fost utilizate urmatoarele substante nutritive: sulfatul de
amoniu (NHa) 2S04-0,135 g/L, zaharoza C12H22011-2,7 g/L, carbonatul de potasiu K2CO3-0,005 g/L.

Evolutia procesului de fermentare aceticd a fost urmarita dupa aciditate totala si pH al
mediului de fermentare. Evolutia acestor parametre pe parcursul fermentarii acetice a probelor
cu/si fara adaos de nutrimente este reprezentata in figurile 4.6 si 4.7. Din datele expuse se observa

0 perioada de adaptare de 3-5 zile a bacteriilor acetice la mediul si conditiile de cultivare.
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Fig. 4.6. Evolutia AT si pH pe parcursul fermentirii acetice a probelor fira adaos de
nutrimente. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

Valorile aciditatii totale pentru proba fara nutrimente arata o crestere rapida a acidului acetic
- de la 21,8 g/L pana la 35,3 g/L in primele 10 zile. Apoi, in urmatoarele zile de fermentare, se
observa o crestere mai lenta - de la 35,3g/L pana la 49,1 g/L. Dupa 20 de zile de fermentare acetica
se observa o acumulare a acidului acetic de 49,1 g/L. Pentru pH, se atesta o scadere de la valoarea

maxima de 3,41 pana la valoarea minimala de 3,11.
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Fig. 4.7. Evolutia AT si pH pe parcursul fermentarii acetice a probelor cu adaos de
nutrimente. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05
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Aciditatea totald pentru proba cu adaos de nutrimente denota 0 acumularea lenta de acid
acetic - de la 21,8 g/L pana la 33,0 g/L in primele 10 zile. In urmitoarea perioadi de fermentare,
se observa 0 acumulare mai rapida a acidului acetic - de la 35,0 g/L pana la 65,0 g/L. Pentru pH,
se atestd o scadere de la valoarea maxima de 3,51 pana la valoarea minimala de 3,11. Timp de 20
de zile de fermentare a otetului pentru probele cu nutrimente, se atesta 0 acumulare a acidului
acetic cu 33% mai mult decat in proba fara nutrimente. Parametrii fizico-chimici ai produselor

rezultate din fermentarea acetica sunt inserati in tabelul 4.4.

Tabelul 4.4. Parametrii fizico-chimici ai produselor rezultate din fermentarea acetica*

Nr. Indici Valori dupa fermentarea acetica
d/o fara nutrimente Ccu nutrimente
1 | Aciditate totala, g acid acetic/L 49,1+0,6 65,0+0,3
2 | pH 3,11+0,05 3,10+0,04
3 | Densitate, kg/m3 1040+15 1042+20

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie * abatere standard.

Dupa 20 de zile de fermentare acetica pentru proba cu nutrimente, existd o acumulare de
acid acetic cu 15,9 g/L mai mult decat in proba fara nutrimente [148]. Pe baza datelor obtinute,
putem concluziona cd in prima etapa, pentru fermentarea alcoolicd nu este necesara utilizarea
nutrimentelor, intrucat diferenta dintre continutul de alcool din probele obtinute este de doar
0,5%vol. Aceastd valoare este nesemnificativa. In consecintd, nu recomandam utilizarea
nutrimentelor din lipsa eficientei si marirea costului produsului finit. In ceea ce priveste a doua
etapa, fermentarea acetica, in acest caz recomandam utilizarea nutrimentelor, deoarece cantitatea
folosita este mic4, iar eficienta este mult mai mare. Diferenta dintre probele fara/si cu nutrimente
a fost de aproximativ 33%. Prin urmare, recomandam utilizarea nutrimentelor in procesul de
fermentare pentru a reduce timpul de preparare a otetului. Din punct de vedere economic, costul
produsului finit va creste neesential, deoarece se folosesc nutrimente in cantitati mici.

Potrivit lui Ndoye si colab., bacteriile acetice sunt Gram™ si strict acrobe [149]. Dintre
tulpinile de bacterii acetice izolate din fructele macerate si utilizate in productia industriala a
otetului, mai mult de 60% apartin genului Acetobacter. Restul apartineau la genul Gluconobacter.
Aceste doua genuri difera prin urmatoarele caracteristici biochimice: Acetobacter este oxidat
pozitiv, in timp ce Gluconobacter este oxidat negativ [150]. Speciile ce apartineau la genul
Acetobacter, izolate frecvent din fructele tropicale sunt Acetobacter tropicalis si Acetobacter
pasteurianus [149]. Drojdiile prezente in produsele alcoolice sunt initial in stare de stres intr-0

etapa de tranzitie, care conduce la micsorarea numarului iar ulterior la moartea lor [151].

71



Claro si colab. mentioneaza ca stresul indus de alcool provoaca flocularea drojdiilor. Acest
proces este dependent de formarea si prezenta acetaldehidei, care este primul produs al oxidarii
biologice a etanolului de catre Acetobacter si care perturba activitatea enzimatica a drojdiei [152].
Formarea acidului acetic determind o modificare a pH extracelular, influentand astfel pH
intracelular al drojdiilor [153], care conduce la reducerea semnificativa a productiei de etanol,
indata ce concentratia acidului acetic a atins 30g/L [154]. Ethiraj si colab. au constatat ca biomasa
totala de bacterii acetice formata pe parcursul fermentarii este in relatie directd cu concentratia de
etanol si de acid acetic in mediu [155].

Valli si colab. au relatat ca genul Acetobacter frecvent utilizat in industria otetului, implica
o oxidare biologica a etanolului 1n acid acetic prin combinarea a doua tipuri de enzime: alcool
dehidrogenaza (ADH) si aldehid dehidrogenaza (ALDH) [153]. Frebortova si colab. mentioneaza
ca la inceputul fermentarii acetice producerea de acid acetic are loc rapid, deoarece oxidarea
etanolului de catre dehidrogenaze este spontana. Atingerea valorii de acid acetic de 45-60g/L
indica sfarsitul fermentarii acetice [156].

Fermentarea acetica a cidrului necesita 20-21 de zile, iar a vinului - pana la 27-30 zile. Cu
toate acestea, fermentarea otetului prin procesul discontinuu simplu este in general lentd, de la 4
pana la 5 saptamani pentru o fermentare completa [155]. Potrivit lui Ndoye, tulpinile de bacterii
acetice produc acid acetic pana la 170g/L si sunt folosite in procesele moderne de fermentare
submersa [149].

Analiza evolutiei continutului de acid acetic si a pH pe parcursul fermentarii acetice a vinului
demonstreaza existenta unei relatii liniare inverse intre cei doi parametri (corelatia r = 0,98).
Aciditatea finald a otetului se datoreaza in mare parte prezentei acidului acetic [149].

Potrivit lui Walter [157] si Yang [158], in afara de acidul acetic, in oteturile alimentare mai
exista si alti acizi organici cu lantul scurt (de exemplu: acidul propionic, butiric, citric, tartric,
malic, succinic si lactic), care se contin in materiile prime sau sunt generati prin fermentare si care
confera aciditatea totala, aroma si calitate otetului.

Substraturile pentru fermentarea acetica rar depasesc 10%vol. alcool. Gullo si colab. sustin
ca cresterea concentratiei de etanol la fermentarea aceticd nu este semnificativa pentru cresterea
bacteriilor acetice [159]. Dupa Lotong si colab., cu cat concentratia totala de etanol si de acid
acetic in mediu este mai mare, cu atat este mai mica biomasa produsa [160].

Gullo si colab. mentioneaza ca toleranta la zahar nu este un factor important pentru stresul
tehnologic al bacteriilor acetice in otetul industrial, dar acest factor este unul limitant pentru

productia otetului traditional [159].
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4.4. Influenta parametrilor biochimici si tehnologici asupra fermentarii acetice
4.4.1. Determinarea parametrilor fizico-chimici ai materiei prime
In calitate de materie primi pentru investigatii a fost utilizat otetul din vin alb OVAI folosit ca maia
si vin alb VAC. Parametrii fizico-chimici ai vinului si ai otetului includ: pH, aciditatea totala, densitatea,

extractul sec, continutul de zahar, de alcool, concentratia SOz liber si total inclusi in tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Parametrii fizico-chimici ai materiei prime*

Nr. e L Valorile Valorile
Parametrii fizico-chimici . . .

d/o vinului otetului
1 pH la T=20 °C 3,64+0,05 2,60+0,03
2 Aciditate totala, g/L 13,5+0,5 66,0+0,7

3 Densitate, kg/m® 1040+12 1008+15
4 Extract sec, g/L 19,50+0,52 10,75+0,55
5 Alcool rezidual, % - 1,3+0,2

6 Alcool, %vol. 12,7 +£0,5 -

7 Zahar, g/dm? 4,4 40,3 -

8 Concentratia dioxidului de sulf liber, mg/dm3 | 22,40+0,05 -

9 Concentratia dioxidului de sulf total, mg/dm3 | 41,21+0,02 -

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard.

Parametri fizico-chimici identificati in vinul VAC permit sa afirmam ca acesta poate fi
utilizat la obtinerea otetului din vin alb féara a stagna procesul de fermentare. Concentratia alcoolica
are valoare medie, iar valoarea de 12,7%vol. se incadreaza in limitele admisibile, 8,5-14,5%vol.,
ceea ce confirma sursele bibliografice [161]. Continutul acidului sulfuros liber si total se
incadreaza in limitele maximal admisibile conform normelor, care indici cantitatea de 30 mg/dm?3
acid sulfuros liber si maximum 170 mg/dm? acid sulfuros total [162].

Parametrii fizico-chimici ai otetului din vin alb OVAI permit sa afirmam ca acesta poate fi
utilizat ca maia in procesul de fermentare acetica. S-a constatat ca valoarea aciditatii totale
recalculata pentru acidul acetic este de 66 g/L, ceea ce confirma faptul ca otetul aflat in studiu cu
o valoare medie de acid acetic poate fi utilizat in industria alimentard in conformitate cu
documentul normativ national SM [57]. Cantitatea de alcool rezidual de 1,3%vol. determinat
denota finalizarea procesului de fermentare acetica si se incadreaza in parametrii documentului

normativ SM national [57].

4.4.2. Impactul dioxidului de sulf
S-a cercetat influenta dozei de dioxid de sulf, care a variat de la 80 pani la 320 mg/dm? SO,

asupra procesului de fermentare acetica a vinului alb si modificarile valorilor pH, densitatii si
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aciditatii totale. Valoare pH difera de la o proba la alta, in functie de cantitatea de dioxid de sulf
adaugat si a duratei procesului de fermentare acetica. Pentru reprezentarea datelor obtinute a fost

construita diagramele din figura 4.8.
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Fig. 4.8. Evolutia pH a vinului cu diferite concentratii SO, pe parcursul fermentirii acetice.
Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

Datele experimentale din figura 4.8 demonstreaza ca valoarea pH depinde de procesul de
fermentare aceticd a otetului din vin alb, care este dependent de cantitatea adaugata de dioxid de
sulf. O crestere esentiala a pH este constatata la proba martor si proba cu adaugarea intentionata a
dozei de 80 mg/dm? de SO».

Marirea ulterioara a dozei de dioxid de sulf influenteaza negativ asupra procesului de
fermentare acetica a otetului din vin alb, de aceea, in ultimele 2 probe, valoarea pH a scazut
neesential, pentru proba cu 320 mg/dm3S0, de la 3,21 pani la 3,15 in timp de 18 zile, ceea ce
constituie o scadere cu 1,8%. Pentru proba in care nu a fost adaugat dioxid de sulf intentionat,
(proba martor), valoarea pH a scazut de la 3,4 pana la 3,08 cu 9,4%.

Din datele mentionate putem concluziona ca pentru realizarea cu succes a procesului de
fermentare acetica se recomanda utilizarea vinului cu un continut de SO2 nu mai mult de 160
mg/dm?, in conditii aerobe.

Densitatea este caracteristica fizico-chimica a otetului din vin, care nu trebuie sa suporte
modificari substantiale. Astfel, s-a propus analiza transformarilor suportate de acest parametru in
timpul procesului de fermentare a vinului alb, in dependenta de variatie cantitatii de SO, (de la
80 mg/dm? pana la 320 mg/dm3).
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Analizand rezultatele densitatii din figura 4.9 a probelor cu un continut diferit de dioxid de

sulf, se observa o crestere a valorii acesteea in dependenta de timp pe parcursul a 18 zile.
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Fig. 4.9. Evolutia densititii vinului cu diferite concentratii SO, pe parcursul fermentairii
acetice. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

Analizand datele prezentate in figura 4.9, se constatd ca valorile densitatii au tendinta de
crestere pe parcursul procesului de fermentare acetica. Dupa cum se observa, marirea ulterioard a
dozei de dioxid de sulf influenteaza negativ asupra procesului de fermentare acetica a otetului din
vin alb. In ultimele 2 probe, valoarea densititii a crescut neesential cu 1,5%, de la 997 kg/m?® pani
la 1012 kg/m® timp de 18 zile. Pentru proba martor valoarea densititii a crescut de la 995 kg/m®
pani la 1018 kg/m?3, ceea ce reprezinti o crestere cu 2,3%.

Utilizarea unel cantitdti mai mari de dioxid de sulf arata ca procesul de fermentare are loc
foarte lent (probele cu concentratie de SO, de 240 si 320 mg/dm?®) unde valoarea densititii nu a
crescut semnificativ in perioada de 18 zile. Astfel, dupa rezultatele obtinute se poate concluziona
ca in procesul de fermentare acetica a otetului din vin cu addugarea intentionata a dioxidul de sulf
trebuie si fie respectati cantitatea-limiti determinati de 160 mg/dm?3SO,.

S-a cercetat modificarea valorii aciditatii totale a vinului alb in dependenta de cantitatea SO2
adaugata in probele din vin. Analiza s-a efectuat pe patru probe din vin alb in care au fost adaugate
cantitati diferite de SO2, puse in contact cu produsul pentru o anumitd perioadd de timp, la
temperatura de 23+1°C.

In baza datelor reprezentate in figura 4.8 se poate mentiona ci cantitatea de SO, adaugata
fiecarei probe este responsabild de valoarea aciditatii totale, cantitatea mare de anhidrida

sulfuroasa in vin conduce la stabilizarea procesului de fermentare si incetineste realizarea lui.
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Proba cu 240 mg/dm?3 si 320 mg/dm? indici o valoare mici a acidititii totale de 47-51 g/L, care
incepe sa creasca dupd 10 zile de fermentare. Astfel, aceastd cantitate nu este beneficd pentru
realizarea procesului de fermentare. Odata cu micsorarea dozei de SO, sau chiar lipsa ei, se observa

o crestere a aciditatii totale, fapt ce indica obtinerea otetului in cea de-a 18 zi.
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Fig. 4.10. Evolutia AT a vinului cu diferite concentratii SO, pe parcursul fermentarii
acetice. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

In baza datelor experimentale expuse in figura 4.10 se poate confirma ci cantitatea de dioxid
de sulf este potrivitd pentru realizarea procesului de fermentare, deoarece aceasta modifica
valoarea aciditatii totale, incepand cu cantitatea minima utilizata. Cantitatea de SO, adaugata
provoaca o crestere a aciditatii totale pentru proba Il de la 33g/L pana la 62g/L, in cazul adaugarii
intentionate a unei cantititi de 80 mg/dm3 de dioxid de sulf. Astfel, se poate afirma ci procesul
de fermentare are loc, dar necesitd o durata de timp mai indelungatd din cauza cantitatii de SO,
adaugata. Odata cu marirea dozei de SO, se observa o stopare a procesului de fermentare acetica.
De exemplu, la proba cu doza de SO. 320 mg/dm?3, valoarea initiala a aciditatii se mentine pana
in a 10-a zi, apoi creste neesential. Cresterea valorii aciditatii totale este doar de 11 g/L, care este
de doui ori mai micd comparativ cu proba II (doza de SO, 80 mg/dm3). Variatia acestor valori
denota faptul cd dioxidul de sulf oferd stabilitate vinului, dar, totodatd, incetineste procesul de
fermentare acetica, influentdnd negativ asupra dezvoltarii bacteriilor acetice [162]. Totusi, pe
parcursul celor 18 zile, pentru proba martor procesul a decurs foarte activ, valoarea aciditatii totale
crescand de la 30 g/L pana la 68 g/L, ceea ce este de 2 ori mai mult. Valorile admisibile a

continutului de acid cetic (minimul de 60g/L) se atesta la a 13-a zi [56].
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4.4.3. Stabilirea dozei optime de cultura starter

Pentru inceput, a fost determinat numarul de colonii de bacterii acetice in otet din vin alb din

struguri albi din soiul Noah, care ulterior a fost utilizat ca maia si in vin alb artizanal din soiul

Noah, care a fost supus fermentarii acetice. Pentru aceasta s-a utilizat metoda de determinare a

numarului de colonii de bacterii acetice prin metoda directda de insamantare. Datele obtinute sunt

incluse in tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Caracteristica bacteriilor acetice dupid metoda directa de insimantare

c| 3 Aspectul o S Caracteristicile Imaginea Proprietitil
g D coloniilor = morfologice microscopica e culturale
al = z 8
1] 2 3 4 5 7
Profil - plat Celule
< %, _ | Culoare - alb-galbuie alungite,
2|3 T 2| Margini - regulate marime
=| £ & K| Forma - ax circular mica
2 § o 2| Luciu - prezent
= 0 & | Mérime - 1-2 mm
E Placa Petri Transparenta Aspectul microsco-
5 translucid pic, marirea x100
S| g Profil - plat Celule
‘z £ %, _ | Culoare - alb-gélbuie rotunjite,
S| 2 T Margini - regulate marime
8| B 2 & | Forma - ax circular micd
Ol g o 2| Luciu - prezent
g & | Marime - 1-2 mm s
2 Transparenta Aspectul microsco-
3 translucid pic, marirea x100
_ | Profil - plat . Celule
o & Culoare - galbuie alungite,
E = & | Margini - regulate marime
Z & £ | Forma - ax circular mica
e ' £ Luciu - prezent :
A= Mirime - 1-2 mm R
B S . Transparenta Aspectul microsco-
IS % Placa Petri translucid pic, mérirca x100
= Profil - deluros S of - Aglomerari
o ~ @ | Culoare - alba de celule,
< = 5 | Margini - ondulate mirime
S & 2| Forma - neregulata mica
'*» O Luciu - prezent
Marime - 4-5 mm
Transparenta Aspectul microsco-
translucid pic, marirea x100
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Continuarea tabelului 4.6.

1| 2 3 4 5 6 7
Profil - curbat - Aglomera-
% | Culoare - alb-gélbuie ri de
< & | Margini - regulate celule,
:-__g ’g N § Forma - circulara marime
Z| g o 2| Luciu - prezent medie
_g 3 & | Marime - 1-2 mm AT
] 8 Transparenta - | Aspectul microscopic,
= 'g translucid marirea x100
S = Profil - curbat Celule
= ':83 - Culoare - albd rotunjite,
o »n — 5 | Margini - ondulate marime
i & | Forma - neregulata micd
S “ O |uciu - prezent
Mairime - 5-6 mm VT -
Transparenta - | Aspectul microscopic,
translucid mirirea x100

Dinamica multiplicarii bacteriilor acetice in culturile discontinua, asincrone permite sa
analizam si sd apreciem procesul de multiplicare a bacteriilor acetice in dependentd de evolitia
timpului. Numarul de celule microbiene este exprimat in valori logaritmice expuse grafic pe curba
de crestere si aratd evolutia ciclului de viata al bacteriilor acetice. Curba grafica include sase faze
consecutive, in functie de rata de crestere care este notata cu r sau u: faza de adaptare sau lag faza,

faza de crestere exponentiald sau log faza, faza stationara si faza de declin [163].

Curba de crestere a unei culturi bacteriene

Faza stationara

Faza de declin si
Faza exponentiala moartea celulara

(de log)

(de lag)

Log din numarul de celule viabile

Timp

Fig. 4.11. Curba de crestere a culturii bacteriene [163]

Cunoasterea evolutiei populatiei microbiene ( curbei de crestere figura 4.11.) este importanta

pentru stabilirea perioadelor de recoltare prin procese industriale a metabolitilor primari si
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secundari. Majoritatea microorganismelor utilizate in industrie Se selectioneaza 1n functie de
capacitatea inalta de producere a unui metabolit primar sau secundar [163].

Determinarea turbiditatii si cantitatii numarului de celule in mediu la fermentarea acetica pe
parcursul a 22 zile s-a efectuat prin utilizarea unui spectrofotometru pentru a masura proprietatile
de absorbtie ale culturilor celulare (fig. 4.12). Aceasta consta in determinarea numarului de celule
din mediu (concentratie celulara), folosind proprietatile de absorbtie a luminii ale culturii celulare
atat bacteriene, cat si eucariote. Cultura celulard are anumite proprietati optice care ii determina

densitatea in mediul cultural de crestere.

2.5

faza finala de declin

Densitatea optica, 2=600nm

12 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22
Timpul cultivarii, zi

1-2 faza de repaos (faza lag) (1-a perioada de adaptare; a-2 perioada de refacere);
2-3 faza exponentiala; 3-4 faza stationara (3-b perioada de spor de crestere negativ;
b-4 perioada de stationare propriu-zisa); 4-5-faza finala de declin.

Fig. 4.12. Evaluarea densit:tii optice a vinului alb pe parcursul cultivarii bacteriilor acetice

Examinarea ciclului de viata a bacteriilor acetice a avut loc timp de 22 zile (figura 4.12). Pe
parcursul primelor 4 zile nu s-au observat schimbari esentiale ale valorii densitatii optice, ceea ce
demonstreaza ci procesul de fermentare acetici stagneaza si are loc faza de adaptare. in faza
exponentiala, din a 4-a pand in a 7-a zi, se observa o crestere a valorii densitatii optice, ceea ce
indicd o modificare suficient de rapida. Faza stationard are loc Incepand cu a 8-a zi si se mentine
pana a 17-a zi. La finele acestei faze procesul de fermentare acetica se incheie cu atingerea valorii
minime de aciditate totala pentru otet (60 g/L) [56].

Din datele expuse putem concluziona ca valoarea densitatii optice la lungimea de unda de
600 nm este dependentd de itensitatea procesului de fermentare acetica, respectiv de cantitatea
initiala a bacteriilor acetice.

Densitatea este caracteristica fizico-chimica a otetului din vin care nu trebuie sa suporte
modificari substantiale. Astfel, S-a propus analiza transformarilor suportate de acest parametru in
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timpul procesului de fermentare acetica a vinului alb cu diferite cantitati de cultura starter, care a
variat de la 10% pana la 50% maia din otet din vin alb obtinut din soiul Noah.
In baza datelor reprezentate in figura 4.13 se poate mentiona ca valoarea densititii depinde de

cantitatea bacteriilor acetice din probele analizate.
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Fig. 4.13. Evolutia densititii probelor cu diferite cantititi de maia (otet din vin alb nefiltrat)
pe parcursul fermentarii acetice. Litere diferite a-f indica diferente semnificative intre
esantioane (p< 0,05).

In baza rezultatelor prezentate mai sus putem afirma ci odati cu marirea timpului creste si
densitatea solutiei, ceea ce demonstreaza ca fermentarea are loc. Astfel, timp de 14 zile, in solutiile
cu maia in cantitate de 30, 40, 50% a avut loc procesul de fermentare acetica, obtindndu-se otet,
care si-a mentinut valorile de 1014 kg/m?® timp de 3 zile consecutiv.

Analizand proba cu 50% maia, se poate afirma ca in prima zi detine valoarea densitatii
993 kg/m?® si ulterior la 12 zi creste treptat pana la 1014 kg/m?®. In proba cu 40% maia se manifesta
o fermentare lenti, dar sigurd a bacteriilor acetice, densitatea initiald este de - 992 kg/m® si spre
final ajunge la aceeasi valoare de 1014 kg/m?3. Pe parcursul procesului de fermentare se observi o
crestere a densitdtii cu 2,32%, ceea ce demonstreaza finalizarea procesului de fermentare si
atingerea valorii recomandate pentru produsul obtinut - otet.

Procesul de fermentare a otetului din vin este influentat de durata de contact a produsului cu
cantitatea de bacterii acetice adaugate.

S-a cercetat modificarea pH al otetului din vin in urma procesului de fermentare acetica cu

adaugarea a diferitor cantitati (0%, 10%, 20%, 30%, 40% si 50%) de otet nefiltrat in calitate de maia.
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Probele au fost mentinute la temperatura constanti de 22+1°C pentru o perioada de 14 zile. Datele

experimentale sunt reprezentate in figura 4.14.
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Fig. 4.14. Evolutia pH probelor cu diferite cantititi de maia (otet din vin alb nefiltrat) pe
parcursul fermentirii acetice. Litere diferite a-e indica diferente semnificative intre
esantioane (p< 0,05).

Analizand datele din figura 4.14, se constata ca in dependenta de durata de contact a vinului
cu maia valoarea pH scade datorita procesului de fermentare, care transforma solutia in otet.

Valoarea pH scade odata cu realizarea procesului de fermentare acetica. Astfel, in proba I
aceasta scadere are loc treptat de la 3,36 pana la 3,12 pe parcursul celor 14 zile. Aceasta scadere
se observa in toate probele supuse analizei. Asadar, se poate afirma ca mediul acid persista in
toate cele 6 probe analizate. Scaderea valorii pH depinde atat de cantitatea de maia din fiecare
probe analizate, cat si de timpul destinat realizarii procesului de fermentare.

Aciditatea totald reprezintd un indicator primordial, care indica parcurgerea sau finalizarea
procesului de fermentare acetica a otetului. Continutul de acid acetic este indicatorul in baza caruia
standardele internationale disting calitatea otetului. Deoarece procesul de fermentare se realizeaza
in dependenta de cantitatea de maia utilizata, aceasta este responsabild de valoarea aciditatii totale
finale.

in baza datelor expuse in figura 4.15 putem afirma ca valoarea acidititii totale depinde de
timpul procesului de fermentare acetica si cantitatea bacteriilor acetice din fiecare proba.

Evolutia AT a probelor cu diferite continut de maia din otet nefitrat a fost evaluata pe
parcursul a 14 zile, iar valoarea finala s-a stabilit in momentul in care nu S-a mai inregistrat nici o

modificare timp de 3 zile.

81



(o]
(6]
o

u[-0% d e ®
60 c,d e & =
u1-10% =e e
55 c
= 111-20% d e
50 ; e
IV-30% d
3, 45 - Lo
. " V-40% b T d
W 40
s B VI-50% cd
2 35 a b b c
: |
g 30 2 a? b ¢
] a = b ‘
sr | |
— I b P
Q 20 a
< a a \ \
15 a a ‘ ‘
Y | |
5
. LI | |
2 4 6 8 10 12 14
Timp, zile

Fig. 4.15. Evolutia AT a probelor cu diferite cantitati de maia (otet din vin alb nefiltrat) pe
parcursul fermentarii acetice. Litere diferite a-e indica diferente semnificative intre
esantioane (p< 0,05).

Din figura 4.15 se observad ca proba martor (fird adaugarea de maia) aciditatea totala
minimald nu a fost atinsd pe parcursul fermentari a 14 zile. Aciditatea totala de 60g/L (minima
necesara pentru otet) a fost atinsd in proba cu 50% maia in 12-a zi, iar in probele cu 30 si 40%
maia a fost atinsa in a 14-a zi. Aceasta confirma ca otetul studiat are o valoare medie de acid acetic
si poate fi utilizat in industria alimentara, conform documentelor normative [56-58].

Astfel, putem concluziona cd atat in proba cu un continut ridicat de acid acetic, cat si in cea
cu un continut scazut a avut loc procesul de fermentare acetica calitativa cu atingerea valorii
minime de acid acetic de 60 g/L a avut loc la probele la adaugarea maielei cu 30, 40 si 50%.

In alte lucriri s-a determinat o valoare mai mare a aciditatii otetului din vin, care era cuprinsa
intre 59,4-92,0g/L [128, 133, 160]. Astfel, putem concluziona ca aciditatea otetulul din vin poate
avea tendinta de crestere, in cazul in care mai existd bacterii acetice viabile si alcool, dar aceasta

crestere decurge foarte lent.

4.4.4. Influenta diferitor tipuri de substrat
Este cunoscut faptul ca mobilizarea bacteriilor acetice pe substrat din rumegus, aschii sau
alte suprafete este o tehnica eficientd pentru obtinerea otetului. Aceastd metoda accelereaza
fermentarea acetica prin marirea suprafetei de contact a produsului cu bacteriile acetice, micsorand
perioada de obtinere a produsului finit [164].
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Etapele de pregatire a substratului

Utilizarea diverselor materiale de substrat, cu exceptia tescovinei, a fost supusa
prelucrarii primare care a constat in urmatoarele:

1. Spalarea sub jet de apa la temperatura 80+1°C, timp de 10 minute.

2. Uscarea in etuva la temperatura 32+1°C, 48 de ore.

3. Maturarea cu maia (otet din vin alb nefiltrat) timp de 72 de ore, in raport de 1:4.

Tescovina a fost supusa procedurii de uscare in etuva la 32+1°C, timp de 5-6 zile pana
cand nivelul umiditatii a atins cota de 9+1%. Apoi a fost supusa procesului de maturare prezentat

mai sus in punctul 3.

Determinarea pierderilor in timpul macerarii substratului

Substratul a fost introdus in maia, care a constat din otet netratat OVAI in raport de 1:4
(50 g de substrat si 200 mL de maia). Probele au fost mentinute timp de 72 h, la temperatura de
25+1°C. Aceasta a fost necesar pentru fixarea bacteriilor acetice pe substrat. Evolutia volumului
probelor cu diferite substraturi este reflectata in tabelul 4.7.

Tabelul 4.7. Evolutia volumului probelor cu diferite substraturi

Tipul de Volumul Volumul total | Volumul dupa Diferenta
substrat ingredientelor initial, mL 72 h, mL volumului, mL | Imagine
N ) L maia si
Coaji de | 200 ML maiassi 250 23430133 | -15,60+0,86
nuci 50 g cogja .
Coaja de | 200 mL maia si 250 23433:0,67 | -15,66+0,34
alune 50 g coaja :
Aschii de | 200 ML maia si 250 240,16+0,83 -0.83+0,53
mar 50 g de aschii
Tescovina 200 mL maia si
50 g de 250 255,134+0,24 +5,13+0,24
Muscat .
tescovina _

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard.

Din tabelul 4.7 se observa ca volumul otetului cu coaja de nuca si de alune a scazut cu 16 mL,
iar la aschiile de mar doar cu 10 mL. Aceastd diferentd se datoreaza proprietatilor de absorbtie ale
cojii. In cazul substratului din tescovina, rezultatul a fost opus, dupa 72 ore acest volum s-a mirit cu

5 mL. Faptul se datoreaza continutului in compozitia acestuia a celulozei si fibrelor solubile.
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Determinarea cantitatii de bacterii plantate pe substrat

Scopul cercetarii stiintifice a fost de a investiga numarul de bacterii acetice din maiaua
utilizata, inainte si dupa macerare, pentru a confirma necesitatea plantarii si dezvoltarea acesteea
pe substrat. Au fost incercata posibilitatea utilizarii aschiilor de lemn de mar, care sunt cunoscute
ca un substrat eficient pentru dezvoltarea bacteriilor acetice. Ele au fost macerate in maia timp de
72 de ore, in raport de 1:4. Dupa scurgerea otetului (maia) a fost efectuatd Insamantarea directa
prin introducerea acestora pe mediul de culturda Agar. Termostatarea probelor a avut loc la
temperatura de 30+1°C timp de 72 ore. Coloniile au fost cercetate prin microscopie, determinate

proprietatile lor culturale si morfologice ce sunt reflectate in tabelul 4.8.

Tabelul 4.8. Numarul de bacterii acetice plantate pe substrat

_EI © Aspectul Imagine
S| & oz C ool inii i ici C oo
S| & Aspectul £ 3 Proprietiti malrgl_nl_l mlgroscq]_)llcaa Proprietati
S| 25 coloniilor 58 culturale coloniel acteritlor culturale
El Z o acetice
Profil - plat cu Forma neregu-
elemente pulviante lata cu axcir-
Culoare - alba cular. Profil
Margini - ondulate plat cu ele-

Forma - neregulata mente pulvian-

2-1,2x10

Otet initial /
0.1 mL

Luciu - fara 1, : te. Bastonase
- Marime - mare Aspectul Aspectul poliforme
Transparenta — microscopic, | microscopic, asporogene,
translucid mirirea x40 mirirea x100 aranjate
asistematic.
=
S 4 Lipsa de crestere
E £ o microbiana - - -
- °
o -
o
o Placa Petri
S| Profil - plat Forma
< g Culoare - alba neregulata cu
5 Margini - ondulate ax circular.
g = | Formi - neregulari Profil plat cu
)E E é Luciu - fara elemente
E‘ = : = | Transparentd — . pulviante.
< Placa Petri translucid Aspectul Aspectul Bastonase
5 microscopic, microscopic, asporogene.
mdrirea x40 mdrirea x100
- Profil - plat : Forma
g Culoare - alb- coloniilor
= galbuie neregulata.
g = | Margini - ondulate Profil pat.
)E E & | Forma - ax circular Marginea cu
2 = | Luciu - fara elemente
b Placa Petri Transparenta - Aspectul Aspectul ondulate.
% translucid microscopic, | microscopic,

marirea x40 marirea x100
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Conform datelor din tabelul 4.8, se observa o crestere a numarului de bacterii acetice in otet
maia dupa macerarea in substrat timp de 72 de ore. Se confirma faptul ca dupa plasarea pe
suprafata substratului, bacteriile acetice sa dezvolta intens si peste 3 zile numarul lor este mai mare
comparativ cu cantitatea initiald. S-a confirmat ca bacteriile acetice care se afld in cantitati
nesemnificative in otetul deja fermentat, gasind zone potrivite pentru existentd, si fixinduse pe
substrat incep repede sa se dezvolte. Hutchinson si colab; Garg si colab; Kocher si colab; confirma
acest fapt [165 - 167].

Monitorizarea aciditatii totale

Deoarece procesul de fermentare acetica are loc lent, scopul utilizarii substratului este de a
miri viteza fermentirii acetice. In baza rezultatelor expuse in figura 4.16 se observa ci valoarea
aciditatii totale minim admisibila pentru otetul de vin (60 g/L), mentionatda in documentele

normative, a fost atinsa in toate probele cu substrat.
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Fig. 4.16. Evolutia AT a probelor cu substrat: M - firi substrat, martor; TM - tescovina de
muscat; AM - aschii din lemn de mir; CN - coaja de nuci; CA - coaji de alune. Rezultatele
sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

In baza datelor din figura 4.16 se constati ca substratul joacd un rol semnificativ in procesul
de fermentare acetica. Astfel, In proba cu aschii de lemn de mar acest proces evolueazd mai rapid,
deoarece comparativ cu celelalte probe, structura aschiilor permite o mai buna aderare a bacteriilor
acetice pe suprafata lor, marind probabilitatea de obtinere a otetului intr-un timp mai scurt. Dar

cea mai mare diferintd intre valoarea initiald si cea finald se observa la proba cu substrat din
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tescovind de muscat. Se presupune ca in afara de suprafatd, bacteriile au nevoie si de substante
nutritive, care se gasesc in tescovina.

Dupa 30 de zile de fermentare acetica s-a constatat urmatoarele:

1) In proba fara substrat M - AT 30,9 g/L; observam ci aciditate totald mentionata in
documentele normative, minim necesard de 60 g/L, nu a fost atinsa.

2) In proba TM - AT 80,6 g/L; s-a obtinut cu 20g/L de acid acetic mai mult decat in
prevederile normative, si cu 49,7 g/L mai mult in comparatie cu martorul.

3) Inproba AM - AT 69,6 g/L; ceea ce constituie cu 9,6 g/L mai mult decat necesarul minim.

4) In proba CA - AT 61,7 g/L; ceea ce constituie cu 1,7 g/ mai mult decat necesarul minim.

5) Inproba CN - AT 68,6 g/L; ceea ce constituie cu 8,6 g/L mai mult decat necesarul minim.

Utilizarea substratelor au sporit marirea aciditatii totale a otetului obtinut de circa 2 ori timp
de 30 zile. Este de mentionat faptul cd coaja de nuca In egala masura ca si aschiile de mar au

influentat pozitiv acumulérea acidului acetic in produsul finit.

Monitorizarea valorii pH
S-a determinat dinamica modificarii valorii pH a vinului alb In dependenta de tipul de
substrat utilizat. Valoarea pH difera de la o proba la alta, in functie de tipul substratului utilizat in

vinul alb. Rezultatele obtinute sunt reprezentate in figura 4.17.
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Fig. 4.17. Evolutia pH probelor cu substrat. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere
standard; p<0,05
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In baza datelor experimentale expuse in figura 4.17 se poate afirma ci odati cu cresterea
AT, pH scade treptat timp de o luna. Deci, putem concluziona ca substratul influenteaza procesul
de fermentare acetica si obtinerea oteturilor din vin alb. Cea mai mare scaderea a pH se observa la
proba cu substrat din aschii de mar, care la finele lunii a atins valoarea de 3,01, ceea ce este cu
40% mai mic comparativ cu valoarea initiala. Cea mai lenta modificare a valorii pH se observa la

proba fara substrat, In timp de 30 de zile scazand numai cu 29% comparativ cu valoarea initiala.

Monitorizarea densitatii

Densitatea este caracteristica fizico-chimica a otetului din vin care nu trebuie sd suporte
modificari substantiale. Astfel, in timpul procesului de fermentare a vinului alb, in dependenta de
tipul substratului, s-a propus studierea modificarii acestui parametru, determinat cu ajutorul

densimetrului [168]. Rezultatele sunt reprezentate in figura 4.18.
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Fig. 4.18. Evolutia densititii probelor cu substrat. Rezultatele sunt prezentate ca medie +
abatere standard; p<0,05

Conform datelor din figura 4.18, se observa o crestere a densitatii pe parcursul procesului de
fermentare acetica. Cea mai mare crestere a valorii densitatii se observa la proba cu substrat din
tescovina de Muscat - TM, care la finele lunii a atins valoarea de 1025 kg/m?®, ceea ce este cu 29
de unitdti mai mic comparativ cu valoarea initiald. Apoi urmeaza proba cu coaja de nuca - CN, a
carei densitate a crescut timp de o luna cu 24 de puncte, cu o micad deferenta urmand proba cu
substratul cu aschii de mar - AM si proba cu coaja de alune - CA. La fel, cea mai lenta modificare
a valorii densitdtii se observa la proba fard substrat. Timp de o lund de fermentare densitatea a
scazut numai CU 18 puncte comparativ cu valoarea initiald. Aceste rezultate demonstreaza ca

prezenta substratului are importanta semnificativa in procesul de fermentare a otetului.
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Influenta substratului asupra aspectului cromatic ale otetului

Culoarea otetului este o caracteristica foarte importanta care influenteaza alegerea
consumatorului. Luand in considerare influenta substantelor extractive din substratul utilizat, s-a
determinat culoarea probelor inainte si dupa fermentarea acetica. Conform parametrilor cromatici
inserati in tabelul 4.9, se observa o modificare a culorii in urma procesului de fermentare. Datele
obtinute indica modificarea intensitatii culorii (IC) si a nuantei (Nc) la toate probele, dar ceea mai
mare modificare Ic are loc la proba CN, care a crescut de 30 ori in comparatie cu martorul. La

finele periodei de fermentare Nc o avut valoarea maximala de 2,59 la proba cu aschii de mar.

Tabelul 4.9. Parametrii cromatici ai probelor cu diferite tipuri de substrat*
Proba| L* a* b* AE* C* He Ic Nc
M 17,0740,10 | 6,55+0,12 | 10,57+0,15| - 12,43+0,05 | 58,2120,11 | 0,69+0,07 | 1,96+0,10
TM | 18,83+0,05 | 7,29+0,01 | 11,61+0,04| 2,17+0,04 | 13,71+0,01 | 57,88+0,13 | 1,48+0,20 | 1,94+0,18
AM | 30,51+0,04 | 6,54+0,02 | 29,79+0,04 | 23,45+0,03 | 29,60+0,01 | 77,24+0,08 | 1,67+0,53 | 2,59+0,46
CA | 4045+0,03 | -0,56+0,05 | 16,55+0,04| 25,15+0,02 | 16,56+0,02 | 91,94+0,05 | 1,55£0,36 | 1,65+0,67
CN | 37,51£0,31 | 2,69£0,02 | 27,64+0,10| 26,90+0,23 | 27,77+0,01 | 84,44+0,14 | 20,70+029 | 1,68+0,32

*Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05.

Datele din tabelul 4.9 au demonstrat ca in probele AM, CA si CN valorile luminozitatii sunt cele
mai ridicate, 30,51, 40,45 si 37,51 in care predomina culoarea alba, iar in cazul probelor M si TM
valorile L* sunt mai mici, constituind 17,07 si 18,83 respectiv. Reprezentarea culorilor probelor de

otet obtinut conform sistemului CIELab atesta ca predomina tonalitatea culorii galbene (figura 4.19).

Datele pentru parametrul a* la majoritatea probelor sunt pozitive, ceea ce denota prezenta pigmentelor

+b*

de culoare rosie. In cazul probei CA, componenta a*

a fost deplasata spre culoarea verde. Valoarea a*

negativa -0,56 indica prezenta nesemnificativd a

pigmentilor de culoare verde (clorofild). .
Rezultatele indica cea mai mare modificare in -

proba cu coaja de nuca in raport cu martorul, unde

valoarea L* creste de circa 2 ori, componenta a* isi

modifica valorile de la 6,55 la 2,69, iar valoarea b*
-b*

se dubleazd. Valoarea AE* demonstreaza ) .
ublcaz z Fig. 4.19. Reprezentarea culorilor probelor

modificarea pentru proba TM a culorii este  conform sistemului CIELab: 1- M; 2-TM;
nefnsemnata in raport cu martorul (2,17). in proba 3-AM; 4- CA; 5-CN

CN valoarea AE* denota modificari importante a culorii (26,90).
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De asemenea, probele AM si CN au culoarea mai intensa, deoarece valorile cromaticitatii
C* se afla mai departe de originea sistemului de coordonate, constituind 29,60 si 27,77. In cazul
probelor M, TM si CA, valorile C* sunt 12,43, 13,71 si 16,56 respectiv, demonstrand ca intensitatea
culorii este redusa din cauza prezentei nuantelor de culoare gri. Valorile unghiului de nuante H*
denota ca probele M si TM se afla in cadranul I trigonometric (58,21° si 57,88°), in care predomina
culoarea portocalie, iar probele AM, CA si CN sunt in cadranul II trigonometric, valorile fiind
77,24°, 91,94° si 84,44° respectiv, in care culoarea galbena este dominanta (figura 4.19).

Cerezo si colab. au demonstrat ca compusii organici din diferite tipuri de lemn sunt utili
pentru accelerarea intensificarii culorii in timpul procesului de fermentare acetica [169].

Culoarea otetului este foarte importantd nu numai sub aspect comercial, dar si pentru
utilizare in gastronomie. Astfel, putem afirma ca in timpul procesului de fermentare acetica
substratul adaugat in probe a contribuit benefic la accentuarea si conturarea culorii produsului,

oferindu-i un aspect nou si, totodata, comercial [170].

4.5. Finisarea otetului cu diferiti agenti de limpezire
In continuare, a fost studiat procesul de limpezire a oteturilor cu diferite tipuri de agenti de
limpezire. Dupa fermentarea acetica oteturile raman in mod natural tulburi. Oteturile nesupuse
procesului de limpezire se pot tulbura in timp datorata unor compusi chimici care se pot modifica in
functie de mai multi factori. Otetul limpezit evolueaza normal si isi mentine calitatea constanta timp

indelungat, avand un buchet si aroma mai find in comparatie cu cel tulbure [171, 172].

4.5.1. Parametrii fizico-chimici ai otetului din vin alb nefiltrat
Parametrii fizico-chimici ai otetului elaborat au fost caracterizati prin determinarea pH,

continutului de alcool rezidual, aciditatii totale expuse in tabelul 4.10.

Tabelul 4.10. Parametrii fizico-chimici a otetului din vin alb*

Nr. d/o Parametrii fizico-chimici Valorile
1 pHlaT=25"C 2,89+0,25
2 Aciditatea totala, g/L 60,2+0,5
3 Alcool rezidual, %vol. 1,1+0,3

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard.

In urma determindrilor s-a constatat ci dupa finalizarea procesului de fermentare acetica
otetul din vin alb are continutul de acid acetic de 60,2 g/L, astfel el poate fi utilizat in industria
alimentara, fiind in conformitate cu SM si GOST [57, 58]. Serratrice si colab. mentioneaza ca

aciditatea otetului din vin poate avea tendinte de crestere in cazul in care exista bacterii acetice
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viabile, dar aceasta crestere este foarte lenta [173]. Valoarea pH obtinut de 2,89 arata ca mediul
acid al otetului din vin alb se datoreaza acidului acetic, care are proprietatea de a elibera atomul de
hidrogen din gruparea carboxil - COOH sub forma de proton H* [174]. Alcoolul rezidual in otetul
din vin, in conformitate cu normele Hotararii de Guvern nr. 1403, trebuie sd nu depaseasca cantitativ
1%, dar conform standardului moldovenesc SM SR EN 13188:2012, pentru otetul din vin aceasta
valoare este de 1,5% [56, 57]. Astfel, cantitatea alcoolului rezidual in otetul din vin alb obtinut a
fost de 1,1%, ceea ce denota ca depaseste neesential normele admisibile din HG nr.1403 [56], dar
se incadreaza in parametrii stabiliti de standardul moldovenesc SM SR EN 13188:2012 [57].

4.5.2. Parametrii fizico-chimici ai agentilor de limpezire

In cadrul cercetirii procesului de limpezire a otetului din vin nefiltrat au fost utilizate patru
tipuri de agenti de limpezire de la diferiti producatori, care au fost descrise in capitol 2, tabelul 2.5.
Au fost realizate urmatoarele determinari ale agentilor de limpezire: pH, porozitatea, umiditatea,
densitatea si indicele de gonflare. Indicii fizico-chimici ai sorbentilor au fost determinati in
conformitate cu documentul normativ OCT-18-49-71 [175].

Valoarea pH a fost determinata cu scopul precizarii caracterului bazic sau acid al solutiilor

agentilor de limpezire, iar rezultatele sunt expuse in figura 4.20.
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Fig. 4.20. Valoarea pH suspensiilor agentilor de limpezire la temperatura 18+2°C

Valorile obtinute ale pH de 9,32, 8,75 si 8,4 denota ca suspensiile bentonitei au mediu bazic,
ceea ce indica prezenta silicatilor, carbonatilor sau bicarbonatilor in compozitia lor. PVVIN si
Gelatina V.O. au demonstrat un pH scazut de 6,8 si 5,2, ceea ce denota ca acestia au un mediu slab
acid datorita prezentei gruparilor acide (carboxil).

Porozitatea reprezintd o proprietate fizica a agentilor de limpezire, cum ar fi: permeabilitatea,
proprietatea de adsorbtie si altele. Prin porozitate se intelege volumul spatiilor umplute de alcoolul metilic,
exprimat in procente de oxigen. Bentonitele, ca orice argila, constituie un sistem format din trei
componente: schelet mineral, apa si aer. Particulele minerale ale bentonitelor ocupa doar o parte din volum
(55-68%), restul volumului este ocupat de porii umpluti cu apa si o cantitate mica de aer (2%) [171].

Distributia porilor in bentonite are diferite aspecte, ceea ce se observa in figura 4.21.
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Fig. 4.21. Valoarea indicelui de porozitate al agentilor de limpezire

Rezultatele obtinute denota ca agentii de limpezire utilizati au valorile indicelor de porozitate
care variaza de la 0 pana la 0,98%. Astfel, bentonita Maxibent P, Bentonita Polvero si Gelatina
V.0. s-au caracterizat prin cele mai ridicate valori a indicilui de porozitate 0,98%, 0,92% si 0,90%
respectiv.

Continutul de umiditate a fost determinat conform metodei nr.22, iar rezultatele sunt expuse
in tabelul 2.6. Scopul principal a fost determinarea procentuala a umiditatii agentilor de limpezire
inainte de utilizare si determinarea capacitatii lor de absorbtie a umiditatii pe parcursul pastrarii.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4.11.

Tabelul 4.11. Continutul de umiditate agentilor de limpezire*

Nr. d/o Denumirea probelor Umiditatea produsului, %
1 Maxibent P 9,0+0,7
2 Maxibent G 11,9+0,4
3 PVVIN 0+0
4 Gelatina Vinigel Oro 10,9+0,1
5 Bentonita Polvero 8,3+0,9

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard, p<0,05.

Valorile cele mai mari ale umiditatii au prezentat probele Maxibent G (11,9%) si Gelatina
Vinigel Oro (10,9%). Valorile obtinute denota ca ele au cele mai mari valori ale higroscopicitatii.
Valorile densitatii au fost determinate conform metodei nr.23 din tabelul 2.6, densitatea fiind
raportul dintre masa si volumul agentilor de limpezire. Rezultatele din tabelul 4.12 demonstreaza

ci cea mai mica valoare a densititii are PVVIN (216 kg/md).

Tabelul 4.12. Valorile densitatii agentilor de limpezire*

2',2’ Denumirea probelor Masa, g Vc;ltér:glrggtdsp,a;gg > p , kg/m®
1 Maxibent P 1,966+0,002 2,940,1 677+3
2 Maxibent G 2,260+0,003 2,94+0,2 779+5
3 PVVIN 0,649+0,005 3,0+0,1 216=+1
4 Gelatina Vinigel Oro 1,772+0,001 2,9+0,2 611+2
5 Bentonita Polvero 2,182+0,004 3,0+0,1 727+3

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard, p<0,05.
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Marimea stratului de sediment format in otetul din vin alb, dupa tratare cu doze egale de
agenti de limpezire, este direct proportionald cu gradul de gonflare. Gonflarea calitativd nu
intotdeauna este legatd de capacitatea de absorbtie, iar capacitatea de limpezire calitativa nu poate
fi considerata indice de stabilitate durabil a otetului din vin tratat cu agenti de limpezire. In
diagrama din figura 4.22 sunt reprezentate rezultatele determinarii indicelui de gonflare dupa 2 si
48 de ore.
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Polvero
Fig. 4.22. Modificarea indicelui de gonflare dupi 2 si 48 ore

Rezultatele obtinute denota ca probele analizate au avut valori diferite ale indicelui de gonflare.
Cel mai mare indice se observa la gelatina Vinigel Oro, care dupa doua ore s-a gonflat de 9,2 de ori,
iar dupa 48 de ore a crescut de 23 de ori. Bentonita Polvero, a crescut de 4,12 ori dupa 2 ore si de
9,12 ori dupa 48 de ore. Umflarea se bazeaza pe faptul ca reteaua cristalina a probelor are capacitatea

de a se extinde 1n prezenta unui lichid.

4.5.3. Influenta parametrilor tehnologici asupra calititii otetului limpezit
In cele mai multe cazuri, agentul de limpezire adsoarbe materialul suspendat si exerciti o
actiune clarificatoare in virtutea formarii particulelor cu densitate ridicata, crescand astfel

filtrabilitatea.

Concentratiile agentilor de limpezire

Initial a fost studiatd influenta concentratiei agentului de limpezire. Recomandarile
industriale sustin ca dozele de bentonitd intrebuintate trebuie sa se afle in limitele 30-80g/hL.
Tinand cont de recomandarile producatorului de utilizare ale agentilor de limpezire selectati au
fost utilizate concentratiile de 1,5¢g/L, 2,5 g/L, 3,5g/L, 5g/L si 7,5 g/L. Totusi, aceste concentratii
sunt foarte mici, de aceea pentru experimentele ulterioare au fost preparate suspensii de bentonite

(prin dizolvarea acestora in apa, in raport de 1:10). Capacitatea de limpezire a diferitor agenti a
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fost determinata prin citirea absorbantei la spectrofotometrul la lungimea de unda de 420 nm. in
figura 4.23 sunt reprezentate rezultatele determinarii concentratiilor optime ale fiecarui agent de

limpezire cercetat.
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Fig. 4.23. Influenta concentratiei agentilor de limpezire asupra densititii optice a otetului

In urma analizei acestor date se observd ci pentru majoritatea agentilor efectul asupra
densitatii optice a otetului se manifestd incepand cu concentratia suspensiei de 1,5 g/L, dupa care
absorbtia continua, dar decurge mai lent. Din datele reprezentate in figura 4.23 se observa ca cele
mai pronuntate efecte de limpezire asupra otetului din vin are agentul Maxibent P, urmat de
Gelatina V.O.

Pentru a determina efectul agentilor selectati asupra gradului de limpezire a otetului s-a
determinat nu doar absorbanta, dar si variatia a pH, a aciditatii si densitatii otetului. E de mentionat
ca valorile initiale ale parametrilor sunt: pH=2,89; AT=60,2%, p=1025 kg/m?®. In figurile 4.24 si 4.25
sunt reprezentate variatiile acestor parametri in dependentd de dozele de agenti administrate.
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Fig. 4.24. Influenta dozei agentului de limpezire asupra pH otetului
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Fig. 4.25. Influenta dozei agentului de limpezire asupra AT otetului

Aciditatea totala otetului Se majoreazd usor odatid cu adaugarea agentului de limpezire.
Cresterea aciditatii este standarda pentru procesele de limpezire [176]. In baza acestor date, pH al

otetului a scazut odatd cu adaugarea bentonitei.
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Fig. 4.26. Influenta dozei agentului de limpezire asupra densititii otetului

Agentii de limpezire au efect pozitiv asupra calitdtii fizico-chimice a otetitului. Influenta
acestora se manifestd prin scaderea pH, care este in relatie invers proportionald cu evolutia
aciditdtii, ce are tendinta de crestere. Cele mai semnificative devieri se observa odata cu utilizarea
concentratiilor mici de suspensii ale agentilor selectati. O reducere esentiala a pH s-a observat in
cazul utilizarii agentului Maxibent P. In cazul tuturor mostrelor, concentratia agentului de
limpezire nu a avut o influenta majora asupra valorilor pH, reducandu-se cu max. 0,08 unitati in

cazul utilizarii Maxibent P cu concentratia de 7,5 g/L. O abatere reprezintda proba limpezita cu
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Gelatina Vinigel Oro, care in cazul utilizarii concentratiei de 7,5 g/L a determinat cresterea pH al
otetului. Scaderea pH indica cresterea concentratiei acidului acetic datorita eliminarii substantelor,
de obicei, de origine proteica, din otet. Datorita acestui fapt are loc cresterea densitatii otetului
reprezentata in figura 4.24. Astfel, dupa limpezire, densitatea otetului creste de la valoarea initiala
de 1 020 kg/m*(0 g/L agent de limpezire) la valorile 1 024 kg/m® cu Gelatina V.O. si 1 028 kg/m?
cu Maxibent P.

Pentru cercetarile ulterioare, care tin de stabilirea parametrilor tehnologici ai procesului de
limpezire (temperatura, duratd, regim de centrifugare etc.), au fost selectate concentratiile agentilor
de limpezire: Maxibent P - 3,5¢/L; Maxibent G - 2,5 g/L; PVVIN -3,5 g/L; Gelatina Vinigel Oro
- 5 g/L; Bentonita Polvero - 2,5 g/L.

Temperatura

Limpezirea sau claritatea este efectuata de agentul de limpezire. Prin urmare, metoda de
hidratare si adiugare a agentului are importantd majora. In continuare, a fost cercetati influenta
temperaturii asupra gradului de limpezire a otetului. Astfel, probele de otet cu necesarul agentului
de limpezire (concentratiile optime au fost mentionate mai sus) au fost plasate in spatii ce au
asigurat regimul de temperatura 4+2°C, 40+2°C, 20+2°C.

Pentru compararea in ansamblu a influentei regimului de temperatura aplicat in cazul

utilizarii agentilor de limpezire, a fost construita figura 4.27.
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Fig. 4.27. Influenta temperaturii asupra procesului de limpezire

Din analiza comparativa a datelor obtinute putem mentiona ca cel mai bun comportament
I-a manifestat suspensia agentului Maxibent P, urmata de Gelatina V. O. Suspensiile acestor agenti

de limpezire au avut cele mai bune rezultate la temperatura de 20+2°C. Astfel, in ceea ce priveste
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aspectul economic (crearea unui anumit regim de temperatura necesita cheltuieli de energie), acesti
agenti de limpezire vor fi cei mai eficienti. Maxibent P si Gelatina V.O. au capacitatea de a reduce
densitatea optica sub valorile lui 1, respectiv atribuind otetului un grad mai sporit de limpiditate.
Analogic diferitor concentratii, in cazul studiului regimurilor de temperaturd au fost
determinate modificarile proprietatilor fizico-chimice ale otetului limpezit. In tabelul 4.13. sunt
inserate modificarile pH, aciditatii si densitatii optice a otetului dupa limpezire in dependenta de

regimul de temperatura aplicat.

Tabelul 4.13 Modificirile pH, AT si densititii otetului dupa limpezire in dependent: de

regimul de temperatura*

Tempe- . . Gelatina Bentonita
raturl?a Maxibent P Maxibent G PVVIN Vinigel Oro Polvero Oro
Valorile pH
4+2°C 2,83+0,02 2,85+0,01 2,88+0,01 2,83+0,02 2,87+0,03
20+2°C 2,80+0,03 2,84+0,05 2,85+0,01 2,86+0,05 2,85+0,01
40+2°C 2,85+0,01 2,83+0,01 2,82+0,02 2,87+0,04 2,83+0,05
AT, g acid acetic /L
4+2°C 58,2+0,1 57,6+0,8 58,0+0,7 57,8+0,8 57,7+0,4
20+2°C 58,5+0,6 58,2+0,2 58,2+0,3 58,3+0,9 58,2+0,7
40+2°C 58,0+0,9 58,7+0,7 58,8+0,4 56,9+0,7 58,9+0,2
Densitate, kg/m®
4+2°C 1021+20 1020+11 1022+20 1020+18 1021+20
20+2°C 1027+10 1024+16 1023+20 1023+11 1024413
40+2°C 1022+16 1025+19 102614 1024+15 1025+17

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard.

Datele din tabelul 4.13 arata ca temperatura nu influenteaza doar densitatea optica, dar are
un impact si asupra urmatorilor parametrii: pH, aciditatea totala si densitate. Astfel, ca si in cazul
precedent, pH si aciditatea totala sunt in relatii invers proportionale.

Cel mai optim regim de temperatura pentru Maxibent P este cel de 20+2°C. In aceste conditii
s-a inregistrat cea mai micd densitate optica, un pH redus, iar valorile aciditatii si densitatii au
crescut pana la 58,5g/L si respectiv 1027 kg/m®. Granulele Maxibent G si-au manifestat cel mai
eficient activitatea de clarificator la temperatura de 40+2°C, valorile aciditatii fiind de 58,7g/L,
densitatea de 1025 kg/m?® si pH de 2,83. Temperatura de refrigerare are efect opus, inhiband la

maxim proprietatile de clarificator. Aceleasi efecte are temperatura si asupra agentilor PVVIN si

Bentonita Polvero.
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Durata de contact dintre otet si agentul de limpezire

Ca parametru tehnologic al procesului de limpezire a otetului a fost selectatd durata
contactului otetului cu suspensia agentului de limpezire. Mostrele de amestec al otetului cu
suspensiile au fost analizate dupa prima ora de contact, 2 ore, 3 ore si 24 ore. Valorile densitatii

optice pentru perioadele date sunt reprezentate in figura 4.28.
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Fig. 4.28 Influenta duratei de contact asupra procesului de limpezire. Rezultatele sunt
prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

Datele reprezentate in figura 4.28 demonstreaza ca contactul dintre otet si agentul de
limpezire se manifesta in primele ore, astfel, pentru Maxibent P si Gelatina V. O., perioada optima
de contact este de 2 ore. Dupi 2 ore densitatea optica are tendinti de scidere care decurge lent. In
acelasi timp, densitatea opticd a otetului tratat cu Bentonita Polvero, Maxibent G si PVVIN s-a
stabilizat dupa 3 ore. in toate mostrele, perioada de contact de 24 ore nu cauzeazi modificari
esentiale in comparatie cu 3 ore de contact.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca cea mai buna proprietate de clarificator a manifestat-
0 agentul Maxibent P, la care dupa 2 ore absorbanta a atins valoarea de 0,400, in timp ce cu alti

agenti aceasta valoare nu a fost atinsa nici dupa 24 ore.

Durata de tratare

Din datele expuse mai sus concluziondm ca in perioade scurte de timp, in dependenta de
agentul de limpezire folosit, pot fi obtinute diferite niveluri de limpiditate a otetului. Un otet mai
limpede presupune si un grad de puritate mai mare, respectiv, o aciditate mai inalta si densitate
mai mare. Reiesind din aceste considerente, a fost determinatd evolutia acestor parametri in

dependenta de durata tratarii otetului.
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Tabelul 4.14. Modificarile pH, AT si densititii a otetului dupi limpezire in dependenta de
durata procesului de limpezire*

Timp | MaxibentP | MaxibentG | PVVIN | Gelatina V Oro | Bentoniti Polvero
Valorile pH
PH initial 2,89+0,03 2,89+0,02 2,89+0,05 2,89+0,02 2,89+0,02
1 ora 2,84+0,02 2,86+0,07 2,87+0,02 2,88+0,01 2,86+0,04
2 ore 2,80+0,06 2,84+0,02 2,85+0,07 2,86+0,03 2,85+0,01
3ore 2,80+0,07 2,83+0,01 2,83+0,02 2,84+0,05 2,84+0,02
24 ore 2,79+0,04 2,83+0,01 2,81+0,01 2,84+0,07 2,83+0,03
AT, g acid acetic /L
A initiala 56,2+0,8 56,2+0,2 56,2+0,9 56,2+0,8 56,2+0,5
1 ora 58,1+0,3 57,4+0,6 57,9+0,4 57,8+0,1 57,5+0,1
2o0re 58,5+0,1 58,2+0,5 58,2+0,7 58,3+0,3 58,2+0,8
3 ore 58,8+0,2 58,4+0,3 58,2+0,6 58,5+0,1 58,4+0,3
24 ore 58,8+0,4 58,5+0,1 58,3+0,3 58,6+0,8 58,5+0,9
Densitate, kg/m?
P initiala 1020+10 1020+18 1020+12 1020+13 1020+14
1ora 1024+16 1023+13 1021+11 1022+11 1023+19
2 ore 1027+12 1024+17 1023+11 1023+18 1024+12
3 ore 1027+13 102615 1025+13 1023+17 1026+11
24 ore 1027+12 1026+11 1026+15 1024+14 1026+15

*Elaborat de autor, iar rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard.

Din datele inserate in tabelul 4.14 se observa ca relatia dintre durata tratamentului otetului cu
agenti de limpezire si parametrii fizico-chimici ai otetului dupa limpezire este direct proportionala.
Totusi, unii agenti au capacitate mai mare de reducere a pH sau a cresterii densitatii si aciditatii
otetului decat altii. In urma tratirii otetului cu Maxibent P s-a obtinut cea mai mici valoare a pH
(2,79) si, respectiv, aciditatea totala cea mai inalta (58,8 g/L). Cele mai mici valori ale acestor

parametri s-au inregistrat in cazul tratarii otetului cu PVVIN si Gelatina V. O.

Centrifugarea

In industrie, dupd amestecarea vinurilor sau sucurilor cu agenti de limpezire, pentru
eliminarea lor prin sedimentare, se recurge la centrifugare. Procesul de centrifugare determina
depunerea particulelor cu masa moleculara mare din suspensie in precipitat, respectiv utilizandu-
se supranatantul limpezit. In studiul dat s-a cercetat posibilitatea introducerii etapei de centrifugare
in procesul de limpezire a otetului. Mostrele de otet amestecate cu suspensia agentului de limpezire
au fost supuse centrifugdrii in diferite perioade de timp: 3, 4, 5 si 6 min. la frecventa de 3000 min

! 1n figura 4.29 este reprezentat efectul etapei de centrifugare asupra densittii optice a otetului.
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Fig. 4.29. Influenta duratei procesului de centrifugare asupra densitatii optice a otetului
tratat cu diferiti agenti. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; p<0,05

Din datele reprezentate in figura 4.29 se poate concluziona ca centrifugarea poate fi inclusa

in procesul tehnologic de limpezire a otetului, dar nu in cazul tuturor agentilor de limpezire. De

exemplu, pentru Maxibent P nu s-a observat nici o legitate intre perioada centrifugarii si densitatea

optica a otetului, acesta inregistrand valori mai Tnalte decat in cazul omiterii centrifugarii.

In cazul celorlalti agenti de limpezire, S-a observat o relatie invers proportionala intre

perioada centrifugarii si densitatea optica. Deci, odata cu cresterea perioadei de centrifugare scade

densitatea optica a otetului, care de fapt indica cresterea nivelului de limpiditate al acestuia [176].

Toti parametrii obtinuti corespund normelor HG nr.1403 [56], iar abateri nu s-au inregistrat,

rezultatele fiind incluse in tabelul 4.15.

Tabelul 4.15. Indici fizico-chimici ai otetului dupa limpezire in comparatie cu HG

Nr.d/o | Denumirea parametrilor | Valori obtinute* | Norma din HG nr. 1403
1 pH la T=25°C 2,73+0,01 -
2 Densitate, kg/m? 1014+10 1013-1020
3 Alcool rezidual, % vol. 0,9+0,1 nu mai mult de 1
4 Aciditate totala, g/L 60,1+0,1 59,4-92,0
5 Aciditate volatila, % 7,71+0,05 5,55-7,95
6 Aciditate fixa, % 0,30+0,01 -
7 Extractul sec, g/L 17,50+0,13 8,71-24,88
8 Cenusa, g/L 1,75+0,25 1,47-3,10
9 Brix° 5,6+0,1 -

*Elaborat de autor si pe baza datelor din HG nr.1403, rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere

standard.
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Utilizarea ingredientelor naturale n productia otetului araté cd acesta contine diversi macro-
si micronutrimente, care determina naturaletea si autenticitatea produsului. Compozitia minerala
a otetului elaborat este prezentata in anexa 7.

Parametrii organoleptici ai otetului obtinut sunt:

o aspectul exterior: lichid, fara sediment;

o culoarea: galbena cu nuanta usor maronie;
O consistenta: viscozitate mica;

o mirosul: intepator, fara nuanta de substrat.

4.6. Caracteristici fizico-chimice si microbiologice ale oteturilor din vin alb
Au fost analizate 6 tipuri de oteturi din vin alb, trei dintre care au fost procurate din comert
de peste hotare (Anglia, Germania, Rusia), doud de pe piata RM si unul produs in conditii de

laborator in cadrul cercetarii (tabelul 4.16).

Tabelul 4.16. Caracteristica oteturilor albe*

Marca comerciala Codul Tara Producatorul Prelucrarea
tehnologica
Otetul ,,White wine vinegar” OCA | Anglia RAW nefiltrat, organic,
nepasteurizat
Otetul ,,Weifiwein essig” OCG | Germania | Rapunzel nefiltrat, bio
Otetul ,,Galaxy” OCGr | Grecia S.Mavidou & Sons Q. | -
Otetul ,,Mos lon” OCM | RM Triodor -
Otetul ,,Wine Orleanic Vinegar” | OCR | Rusia 00O Onummuk Dync | natural
Otet din vin alb din struguri OEL |RM UTM netratat
Noah

*Elaborat de autor conform informatiei de pe eticheta.

Toate tipurile de otet au fost supuse determinarilor fizico-chimice standardizate pentru a le

confirma calitatea si a le compara cu documentele normative in vigoare.

4.6.1. Aciditatea totala

In cadrul cercetirii, s-a efectuat analiza aciditatii totale a otetului conform metodei 9 din
tabelul 2.6. Conform standardelor (HG RM si SM, GOST si STAS), aciditatea totala a otetului din
vin trebuie sa aiba o valoare de minimum 60 g/L (calculat in acid acetic) [56 - 58]. Rezultatele

obtinute sunt reprezentate in figura 4.30.
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Fig. 4.30. Valorile AT a oteturilor din vin alb. Rezultatele sunt prezentate ca medie +
abatere standard; p<0,05
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Conform datelor obtinute, aceste valori sunt confirmate de informatia de pe ambalaj, care
etaleaza 0 aciditate totald pentru oteturile din vin egala cu 59,4-92,0 g/L, insa mici abateri s-au
inregistrat la otetul produs iIn RM.

Analizand rezultatele inregistrate de savantii taivanezi Rei-Chu Chang si colab., s-a observat ca
valorile aciditatii totale pentru oteturile din vin alb variaza in limitele cuprinse intre 50-90 g/L, doar

numai doua probe au avut valori de 49,5-49,7 g/L datorita continutului ridicat de zahar adaugat [177].

4.6.2. Alcoolul rezidual (fractie volumica)

Continutul de alcool rezidual a fost determinat prin metoda 12 din tabelul 2.6. Conform
documentelor normativ-tehnice, valoarea alcoolului rezidual (fractie volumica) a otetului din vin
trebuie sa fie, conform HG nr. 1403 a RM, de 1% maximal admisibil, iar conform SM si SR —
maximum 1,5% pentru otetul din vin [56, 57, 58]. Rezultatele sunt reprezentate in figura 4.31.
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=
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»  SMmax1,5%
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1 | 1,1
HG nr.1403 max 1 %

0,5 - i i
0’1 '- | | |
||

OCM OCA OCG OEL

OCR OCGr

=
N

Alcool rezidual , %vol.
o o o
w (o)) ©

o
o

Fig. 4.31. Valorile alcoolului rezidual al oteturilor din vin alb. Rezultatele sunt prezentate
ca medie =+ abatere standard; p<0,05
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Rezultatele obtinute denota ca oteturile nefiltrate au valoare ce depaseste norma stabilita de
1% din HG nr.1403 a RM, dar corespund normativelor stipulate in standardele moldovenesc (SM)

si romanesc (SR) cu norma de 1,5%.

4.6.3. Densitatea

Densitatea otetului a fost determinati prin metoda 15 din tabelul 2.6. in baza datelor obtinute

a fost construitd diagrama din figura 4.32, care demonstreazi ci valorile variazi de la 1004 kg/m?®
pani la 1012 kg/m?.

1020
o 1015 1012 1010 1009 1010
£ 1010 : | ‘ | 1008
) 1004
X< 1005 : 3 : : : :
2 1000 - ; ; ; ; i
2 995 i i i i i ‘
2
S 990 i i i i i ‘
Q o985 i ] ] i i ‘

980

OCR OCGr OCM OCA OCG OEL

Fig. 4.32. Valorile densit:tii oteturilor din vin alb. Rezultatele sunt prezentate ca
medie + abatere standard; p<0,05
Analizand cercetarile efectuate de Rei-Chu Chang si colab. de la Universitatea din Taiwan,
au constatat ca pentru oteturile din vin alb s-au obtinut valori cuprinse in limitele 970-1000 kg/m?
[177]. Se poate mentiona ca otetul filtrat OCGr si cel nefiltrat OCG au aceleasi valori ale densitatii,
iar otetul OCA si OEL au valori apropiate: 1008-1009 kg/m?®. Otetul OCM produs in Moldova are

cea mai mica valoare - 1004 kg/m?, iar otetul OCR cea mai mare valoare - 1012 kg/m®.

4.6.4. pH
Acest parametru la fel lipseste in documentele normative ca parametru de calitate al otetului
din vin. Dar se cunoaste ca cu cat valoarea pH este mai mica, cu atat valoarea aciditatii este mai

mare. Potrivit Jamaludin si colab., limitele valorilor pH pentru otet sunt de la 2,00 la 3,50 [178].

4,0
3,06 3,00
3.0 2,75 2.54 2,77 2,78
< 20
1,0
0,0
OCR OCGr OCM OCA OCG OEL

Fig. 4.33. Valoarea pH al oteturilor din vin alb. Rezultatele sunt prezentate ca medie
+ abatere standard; p<0,05
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Conform rezultatelor obtinute (figura 4.33), s-a constatat ca valorile pH ale oteturilor filtrate
si nefiltrate se incadreaza in scara de la 2,54 - 3,06, ceea ce denota mediul acid al acestora. Valoarea
limitd a pH pentru otet este de 2,0-3.,5, ceea ce demonstreazd cd valorile determinate in cadrul
experimentelor pentru oteturile filtrate nu depasesc valorile admisibile [179]. S-a constatat ca otetul
produs chimic este mai acid decat cel obtinut din materii prime naturale, de exemplu, otetul OCGr.

Prin urmare, comparand rezultatele obtinute cu ale lui Jamaludin si colab., observam ca
valorile oteturilor din vin alb sunt apropiate de rezultatele obtinute ale oteturilor filtrate, ceea ce
denota ca oteturile din vin alb analizate au aproximativ aceleasi valori [178].

Conform datelor prezentate de Arvaniti si colab., otetul sintetic, cu pH 2,70 se atribuie la
oteturile nefiltrate, care au valori mari ale pH ce sunt cuprinse intre 2,78-3,06 [180]. Otetul OCGr

are valori apropiate cu cel sintetic, ceea ce confirma ca poate fi produs si pe cale chimica.

4.6.5. Extractul sec
Extractul sec in otet s-a determinat cu scopul evaluarii substantelor nevolatile, care in
anumite conditii fizice determinate nu se volatilizeaza, ci raiman in reziduu, ceea ce conduce la

scaderea calitatii produsului. Valorile de comparatie au fost luate din HG nr. 1403 [56].

15
11,85
-l
g 12 10,90 10,35
g 9,00
(3]
® 9 HG min 8,71 g/L
2 6,40
S 6
i
3 2,55
0 d
OCR OCGr OCM OCA OCG OEL

Fig. 4.34. Valorile extractului sec al oteturilor din vin alb. Rezultatele sunt prezentate ca
medie + abatere standard; p<0,05

Analizand rezultatele (figura 4.34) si comparandu-le cu standardul in vigoare, s-au depistat
abateri. Valoarea admisibila a extractului sec este de 8,71-24,88 g/L. Dar continutul extractului sec
in oteturile nefiltrate au valori cu mult mai mari de 9,00-11,85 g/L decat cele filtrate, totodata, sunt
in concordantd cu normativul stabilit, pe cand valorile oteturilor filtrate — 2,55-10,90 g/L, si anume,
otetul OCGr si OCM au valori minime. Se constata ca aceste oteturi nu au fost supuse prelucrarii
stabilite conform tehnologiei de fabricare sau au fost supuse unor tratamente tehnologice incorecte,

deoarece prin adaugarea de acid acetic ce poate cauza reducerea calitatii produsului.
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4.6.6. Proprietitile antimicrobiene ale otetului obtinut

Scopul cercetarilor a fost de a investiga capacitatea antimicrobiana a otetului din vin alb fata
de microflora de alterare. In acest context, au fost cercetate proprietitile antimicrobiene a 2 oteturi
(din comert si obtinut n cadrul cercetarilor) fatd de microflora de alterare din legume, fructe si
produse lactate. Aceasta proprietate a otetului de combatere a microflorei patogene este folosita la
producerea conservelor din legume si iaurturilor. Pentru a investiga proprietatea antimicrobiana,
in calitate de culturi test s-a folosit microflora de pe legume si fructe (ardei gras si struguri) si
jaurtul alterat. Activitatea antimicrobiana a bacteriilor acetice selectate a fost studiata prin metoda
godeurilor [181], iar diametrul zonelor de liza al celulelor a fost stabilit conform gradatiei lui
M.Birgher [182, 183]. Rezultatele cercetarilor privind activitatea antimicrobiand a oteturilor

studiate sunt expuse in tabelul 4.17.

Tabelul 4.17. Proprietatile antimicrobiene ale oteturilor studiate
_ D
- S e .
= | 3= T 9 T Imaginea
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= | N S 3 marirea x100
o<
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8 5 SIS Transparent - (microbiota
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Continuarea tabelului 4.17.

1 2 3 5 6 8

Profil - plat Bacterii
Culoare - alb- cilindrice de
galbuie dimensiuni
Margini - ondulate mijlocii

= Forma - neregulata (Proteus,

s Luciu - fara subtilis)

S Marime — 2 mm

= € | Transparenta -

= =~ | translucid

)§ F [ Profil - pulviant Streptococi

N~

S o6 | Culoare - alb- aranjati

§ galbuie singular, Tn

= Margini - lobate perechi

< Forma - neregulata
Luciu - fara
Marime - 1,5 cm
Transparentd —
translucid

Proprietatile culturale, morfologice si fiziologice au permis identificarea bacteriilor
acetice, a microorganismelor caracteristice microbiotei epifite de alterare a fructelor, legumelor si
produselor lactate. ldentificarea a fost efectuata dupa dimensiuni, forma, culoare a coloniilor,
precum si forma, marginea si asociatiile celulelor bacteriene.

Din microbiota epifita de alterare au fost identificati: micrococi, streptococi, streptococi
lactici, bacteriile genului Lactobacillus. Culturile izolate de acetobacterii si otetul maia au
demonstrat capacitatea antimicrobiana utilizind metoda de Godeuri si teste cu hartie de filtru. Zona
de retinere a cresterii microbiotei de alterare este mai mare de 1-1,5 cm. Conform gradatiei lui
cu diametrul de la 11 pana la 15 mm denota o sensibilitate medie [183].

Analizand datele din tabelul 4.17, putem concluziona cd activitatea antimicrobiand a
otetului obtinut din vin alb, prin fermentare naturala s-a dovedit a fi mai mare in comparatie cu cel

din comert, ceea ce denota prezenta compusilor naturali.

4.7. Optimizarea tehnologiei de fabricare a otetului din vin
Procedeul de obtinere a otetului prin fermentarea acetica a produselor naturale cu
utilizarea talasului din stejar, carpen, fag, mesteacan sau coceni de porumb se cunoaste din
timpurile cele mai vechi [184]. De asemenea, este cunoscut procedeul de utilizare si a altor tipuri
de talas cum ar fi din salcam, cires, castan, coc0s, mangal, spuma de mare si chiar segmente de

bambus [185, 186]. Aceste materiale de umplutura in unele tari sunt utilizate in calitate de talas la
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fermentarea alcoolica a vinului. La fel, se folosesc la colorarea si imbunatatirea proprietatilor
gustative ale bauturilor alcoolice tari. S-a stabilit ca, din punct de vedere organoleptic, taninele
stejarului ocupa un loc intermediar in ansamblul taninelor oenologice [168].

Conform procedeului descris de Duran Guerrero si colab., utilizarea talasului din stejar
in procesul de fermentare acetica simuleaza in mod natural procesul de maturare a otetului, astfel
diminuéand timpul de obtinere a otetului cu proprietati organoleptice superioare [187].

Dezavantajul acestor procedee consta in utilizarea substratului, in primul rand, destul de
costisitor si, in al doilea rand, unele dintre ele nu sunt specifice regiunii noastre, de exemplu bambusul,
spuma de mare etc. Utilizarea substratului scump afecteaza in mod direct costul produsului finit. Dar
otetul nu se refera la produsele cu pret ridicat pentru care cumparatorul este dispus sd plateasca mult.

Unele tipuri de substrat nu influenteazd pozitiv calitatile organoleptice ale otetului,
dimpotrivd - negativ, ceea ce necesita aplicarea ulterioard a operatiei de limpezire cu agenti
suplimentare. Astfel, costul otetului finit creste de aproape 2 ori [169].

Problema rezolvata in cadrul tezei de fatd este obtinerea otetului din vin alb prin utilizarea
substratului din materie prima autohtona cum ar fi: coaja de nuci grecesti si alune, care sunt deseuri
din industria nucifera [188]. Aproximativ 49-50% din masa nucului reprezinta coaja, care este utilizata
in diverse domenii ca de exemplu 1n calitate de Ingrasdminte sau in productia de furaje; cojile maruntite
sunt utilizate in industria chimica la fabricarea produselor cosmetice, scruburilor, diverse creme etc.

In cadrul cercetarii a fost:

v' elaborata instructiunea tehnologica IT MD 67-41184408-01:2021 privind fabricarea
otetului din vin, din fructe si din fructe de padure, conform cerintelor reglementarilor tehnice
”Oteturi si acid acetic de uz alimentar” aprobate prin HG nr.1403 din 09.12.2008 de catre grupul
de autori: Gaina B. dr.hab., prof.univ., acad., ASM; Boistean A. lec.univ., FTA, UTM si Baciu V.
conducator SRL”V.DEVELOP”;

v' efectuate incercari de testare a culturii de bacterii acetice Acetobacter aceti CNMN-AcB-
01, izolate din strugurii soiului autohton Noah in procesul industrial de fabricare de otetului din
vin in conformitate cu instructiunele tehnologice IT MD 67-41184408-01:2021 (Anexa 8).

v'aplicata in calitate de prototip schema tehnologica descrisa de Budak si colab. si ulterior
optimizata prin inlocuirea substratului, si respectiv, procesele necesare pentru pregatirea acestuia

[59]. Schema-bloc optimizata de obtinere a otetului din vin alb este reprezentata in figura 4.35.
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Fig. 4.35. Schema-bloc optimizati de obtinere a otetului din vin alb
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Metoda de pregatire a substratului
Coaja de nuca/alune a fost supusa prelucrarii primare prin parcurgerea urmatoarelor etape:
1. Spalarea sub un jet de api la temperatura 80+1°C timp de 10 minute.
2. Uscarea in etuva la temperatura 32+1°C, 48 de ore.
3. Inocularea cu bacteriile acetice din maia (otet din vin nefiltrat) timp de 72 de ore, in raport
de 1:4.
Procesul de fermentare cu ajutorul substratului din coaja de nuci grecesti/alune
Probele au fost supuse procesului de fermentare acetica in pahare Erlenmeyer de 1 litru, timp
de o luni, intr-un mediu controlat, la temperatura constanti de 29+2°C, cu monitorizarea periodici
a parametrilor: temperatura, pH, Brix, densitatea, producerea acidului acetic. Pe parcursul a 15 zile
de fermentare acetica s-a observat ca probele s-au apropiat de valoarea minimala admisibila 60
g/L stipulatd in actele normative ale RM. Astfel, putem concluziona ca utilizarea cojii de nuci
grecesti sau de alune in calitate de substrat prin metoda rapida de fermentare aceticd sporeste
obtinerea produsului finit si imbunatateste proprietatile organoleptice ale acestuia. Tehnologia de
obtinere a otetului din vin alb a fost descrisa in brevetul de inventie Procedeu de obtinere a otetului
din vin alb [189]. Brevetul de inventie de scurtd durata cu nr. MD 1517 Y a fost solicitat de catre
SRL Fermented fruts care a inchiat cu UTM un contract de licenta neexclusiva de folosire a acestuia,
in scopul comercializarii produsului obtinut in urma aplicarii procedeului descris (anexa 9).
Utilizarea substratului din materia autohtona (coji de nuci grecesti si alune) a condus la
dezvoltarea sporita a tulpinei de bacterii Acetobacter aceti CNMN-AcB-01, izolate din produse
vitivinicole locale, si a contribuit la acumularea acidului acetic intr-un timp de 2 ori mai scurt in
comparatie cu tehnologia de fermentare clasica, ceea ce a condus la optimizarea schemei

tehnologice de obtinere a otetului din vin alb.

4.8. Concluzii la capitolul 4

S-a efectuat analiza a pietei RM cu referire la sortimentul de oteturi si s-a constatat ca 43%
din oteturile prezente pe rafturile magazinelor sunt produse autohtone. In sortiment predomina
otetul de masa cu diferite concentratii, urmat de otetul de mere si in cantitati mici otetul de vin.
Coeficientul anvergurii sortimentului de oteturi comercializat in RM este de 0,5 - insuficient pentru
o tara agrara.

S-a stabilit opinia consumatorilor cu privire la utilizarea otetului. S-a constatat ca din 103
respomdenti 74,8% utilizeaza otetul in calitate de condiment, la marinarea legumelor, foarte des

la prepararea dresingurilor pentru salate, foarte rar pentru mentinerea culorii legumelor si
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marinarea carnii. S-a concluzionat cd, chiar dacd otetul este un produs alimentar cunoscut,
utilizarea lui este foarte restransa.

In urma obtinerii otetului din sucul concentrat de struguri albi s-a constatat ca nutrimentele nu
joaca un rol important in procesul de fermentare alcoolica, deoarece diferentd intre probe a
continutului alcoolului este doar de 0,5%. Totodata, la fermentarea acetica s-a inregistrat cu 33% mai
mult de acid acetic in proba cu nutrimente comparativ cu martorul. Pentru sporirea fermentarii acetice
in conditii industriale, la obtinerea otetului din concentrat de struguri albi recomandam utilizarea
nutrimentelor in cantitati de (NH4)2SO4-0,135g, K2CO3-0,005¢ si zaharozei C12H22011 - 2,79.

S-a cercetat influenta paramentrilor biochimici si tehnologici asupra fermentarii acetice. S-a
stabilit ci continut de SO, de pani la 160 mg/dm® permite desfisurarea procesului de fermentarea
acetica in vinul sulfitat fara abateri. S-a cercetat influenta diferitor cantitati de otet-maia (10, 20, 30,
40 si 50%) asupra parametrilor fizico-chimici timp de 14 zile de fermentare acetica. S-a demonstrat
ca cantitatea de 30% asigura atingerea valoarii minime de acid acetic de 60 g/L la a 14 zi de
fermentare. S-a stabilit ca in timpul procesului de fermentare acetica substratul pentru bacteriile
acetice influentiaza neesential parametrii fizico-chimici, totodata cauzand modificarea
semnificativa a culorii otetului obtinut. Rezultate relevante s-au obtinut la utilizarea coajii de nuca,
astfel valoarea Ic a crescut de la 0,69 la 20,703, totodata L* creste de circa 2 ori, a* s-a modificat
de la 6,55 1a 2,69, b* se dubleaza, AE*(26,90) demonstreaza modificari importante a culorii.

S-a determinat cantitatea optimd de agenti de limpezire pentru filtrarea otetului din vin alb.
S-a stabilit regimul optim de temperatura pentru diferiti agenti de limpezire. Astfel pentru Maxibent
P este de 20°C, inregistrandu-Se cea mai micd densitate optica, pH redus, iar valorile aciditatii si
densititii au crescut pani la 58,5¢/L si 1027 kg/m® respectiv. Agentul Maxibent G este eficient la
temperatura de 40°C, valorile aciditatii atingand 58,7g/L AT, densitatea de 1025 kg/m® si pH de 2,83.

S-au studiat prin comparare particularitatile fizico-chimice si microbiologice ale otetului
din vin alb obtinut, cu cele din comert. Rezultatele au demonstrat ca oteturile comercializate pe
piata RM nu corespund totalmente normelor stabilite pentru oteturile din vin, doar pentru cele
sintetice. S-a demonstrat cd otetul elaborat corespunde tuturor parametrilor fizico-chimici
(pH=2,73; p =1014 kg/m?; Al. rez.=0,9%; AT=60,1g/L) si este un produs competitiv, intrunind
cele mai bune caracteristici organoleptice.

In baza cercetrilor a fost elaborati instructiunea tehnologica IT MD 67-41184408-01:2021
privind fabricarea otetului din vin; efectuate incercari de testatre a culturii de bacterii acetice
Acetobacter aceti CNMN-AcB-01; optimizata schema-bloc de obtinere a otetului din vin alb.

Rezultatele obtinute au permis brevetarea procedeului de obtinere a otetului din vin alb.
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5. TEHNOLOGIA FABRICARII BAUTURILOR NEALCOOLOCE CU
OTET DIN VIN ALB

In ultimele decenii se utilizeaza pe larg concentratele de bauturi ricoritoare. In baza lor,
industrial sau in conditii de casa, se pregatesc bauturi racoritoare printr-o simpla diluare cu apa.
Acest procedeu de preparare a bauturilor este foarte simplu, cu un volum redus de munca si nu
prevede utilaj tehnologic complicat [192].

Exista multe modalitati de a pastra/conserva fructele sezoniere, printre cele mai frecvent
utilizate fiind fabricarea sucurilor si bauturilor ricoritoare. In cadrul cercetirii au fost elaborate
retete a bauturilor nealcoolice care includ adaugarea otetului obtinut prin fermentarea naturala si
indulcirea acestuia cu zahar. Acidul acetic din otet actioneaza in calitate de conservant, astfel incat

bautura ramane delicioasa pe tot parcursul anului [193].

5.1. Opinia consumatorilor cu referire la consumul bauturilor nealcoolice cu otet

In perioada 01.03.2020-01.04.2020 a fost efectuat un sondaj in format on-line, folosind
platforma web Survey, privind cunostintele si opinia consumatorilor despre bauturile nealcoolice.
Au fost receptionate 62 de chestionare dintre care au fost validate 60, ceea ce constituie o rata de
raspuns de 96,7%. Datele au fost prelucrate cu ajutorul sistemului SPSS, fiind utilizate mai multe
metode de analiza statistica cum ar fi: analiza descriptiva, diagrame in forma de bare si altele
(anexa 10).

La acest sondaj au participat 78% femei si 22% barbati (figura A.10.1); cu varsta cuprinsa
intre 18-30 ani au participat 59,3% persoane, de la 30 pana la 50 - 35,6% si mai mare de 50 ani -
5,1% (figura A.10.2). Respondentii au fost in mare parte angalati, dar si studenti (figura A.10.4.).
Cea mai mare parte a respondentelor sunt din RM - 33, din Rusia - 14, cate 2 respondenti din
Spania si cate unul din Portugalia, Cehia, Canada, Germania si Israel (figura A.10.3). Dintre ei,
39,2% au studii superioare, 5,9% - studii postuniversitare, 45,1% - continua studiile la universitati
s1 9,8% au studii gimnaziale si liceale (figura A.10.5).

La intrebarea ce UAP viziteaza respondentii in timpul liber, s-a observat ca cafenelele si
restaurantele sunt cele mai solicitate, urmate de fast-food, apoi de baruri si cluburi de noapte. Au
fost persoane care au raspuns ca nu viziteaza UAP, prin urmare, cumpara bauturi in supermarketuri
(figura A.10.6).

Din sortimentul bauturilor, cea mai mare parte dintre respondenti au mentionat ca prefera

cocktail-urile - 30,8%, apoi urmeaza sucurile fresh - 17,3%. Sucurile din comert sunt consumate
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numai de 13,6% din respondenti, dintre acestea 9,9% prefera bauturile din comert, totodata, 3,7%

de respondenti prefera bauturile de casa: compoturi, limonade, smoothie etc. (figura A.10.7).

5.2. Schema tehnologica de obtinere a bauturilor nealcoolice
Scopul cercetarii a fost elaborarea tehnologiei bauturilor racoritoare, folosind inclusiv si

otetul din vin alb. In tabelul 5.1 sunt prezentate retetele bauturilor elaborate.

Tabelul 5.1. Retetele bauturilor nealcoolice elaborate*

Nr. Raport de ingrediente (pentru 1 litru de bautura finita)
d/o Denumirea si fructe/ plante condi- .
. - zahar, . otet, | apa,
codificarea a bauturilor pomusoare, aromatice, mente, ’
o g mL mL
g g g
1 | Prune cu levantica-PrL 200 200 2 - 100 =
2 | Piersici cu scortisoara-PiS 200 200 - 2 100 | € 5
3 | Mir cu vanilie-MV 200 200 - 2 100 § §
4 | Zmeura cu menta-ZM 200 200 10 - 100 | B =
5 | Capsuna cu busuioc-CB 200 200 10 - 100 2

Notd. *elaborat de autor, **norma fructelor/vomusoarelor este indicatd pentru masa netd.

Calitatea bauturilor obtinute a fost apreciatd dupa valorile caracteristicilor senzoriale, fizico-
chimice si microbiologice. Rezultatele analizelor sunt expuse in compartimentul 5.4.

Tehnologia de obtinere a bauturii nealcoolice in care este folosit otetul din vin alb include
2 etape:

1. Pregatirea concentratului. Fructe sau pomusoare, plante aromatice sau condimente se
presoare cu zahar. Se lasa timp de 1-6 ore pentru macerare la temperatura de 20+2°C. Ulterior
otetul se Incalzeste pana la 90+2°C, se tempereazad pana la 50+2°C, se toarnd peste compozitia
formata si se amesteca. Se continua maturarea timp de 1-3 zile la temperatura de 3+1°C.

2. Etapa 2 se incepe cu procesul de filtrare. Ulterior precipitatul a fost tratat cu apa, pentru
a extrage componentele nutritive. Filtratul obtinut s-a adus pana la cota cu apa, apoi se
imbuteliaza in ambalaj steril si se depoziteaza la temperatura de 3+£1°C timp de 30 zile. Schema

tehnologica de obtinere a bauturii elaborate este redata in figura A 11.1, anexa 11.

5.3.Valoarea energetici a bauturilor nealcoolice
In perioada verii, cand aportul hidric este mare, aciditatea gastrica se diminueaz, ceea ce
favorizeaza aparitia infectiilor bacteriene si virale in tubul digestiv. In aceasti perioada creste
volumul consumului bauturilor racoritoare. Este evident ca creste cererea lor in unitatile
comerciale, dar ele nu sunt recomandate datoritd continutului mare de zahar, aciditatii inalte,

utilizdrii colorantilor sintetici, conservantilor etc.
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In tabelul 5.2 este inseratd cantitatea de proteine, grasimi si carbohidrati calculate pentru

bauturile nealcoolice elaborate [194].

Tabelul 5.2. Valoarea energetica a bauturilor elaborate

Codul Materia Canti- oroter- gréz?loa'glice;ergema
bauturii prima tatea . kcal/100g | kJ/100g
ne, g mi, ¢ de, g
PrL Prune, g 30 0,24 0,09 2,88 12,60 52,75
PP Zahar tos, g 10 0,00 0,00 9,97 39,80 166,6
%ﬁ’ Otet din vin alb, mL_| 10 000 000 |030 |3,20 1339
Levantica usc., g 0,2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Apa potabila, mL p.C. 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
Total per 100 mL | 0,21 0,08 10,94 | 46,29 193,8
PiS Piersici, ¢ 30 0,27 0,03 3,39 13,80 57,77
of Zahaar tos, g 10 0,00 0,00 9,97 39,80 166,6
& Otet din vin alb, mL | 10 0,00 0,00 030 | 3,20 13,39
Scortisoara, g 0,2 0,01 0,01 0,16 0,52 57,77
Apa potabila, mL p.c. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total per 100 mL | 0,23 0,03 11,5 47,69 199,7
MV Mere, g 30 0,12 0,12 2,94 14,10 59,03
v& Zahar tos, g 10 0,00 0,00 9,97 39,80 166,6
N : ), Otet din vin alb, mL | 10 0,00 0,00 0,30 3,20 13,39
‘$ Vanilie, g 0,2 0,00 0,00 0,03 0,58 2,42
Apa potabila, mL p.c. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total per 100 mL | 0,10 0,10 11,01 | 47,98 200,9
Zmeura, ¢ 30 0,24 0,15 2,49 13,80 57,77
Zahar tos, ¢ 10 0,00 0,00 9,97 39,80 166,6
Otet din vin alb, mL | 10 0,00 0,00 0,30 3,20 13,39
Menta proasp., g 1 0,04 0,00 0,08 0,49 2,05
Apa potabila, mL p.c. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total per 100 mL | 0,23 0,13 10,61 | 47,35 198,2
CB Capsune, g 30 0,24 0,12 2,25 |12,30 51,49
‘ ' Zahar tos, g 10 0,00 0,00 9,97 39,80 166,6
m Otet din vin alb, mL | 10 0,00 0,00 0,30 3,20 13,39
' Busuioc proas., ¢ 1 0,03 0,01 0,04 0,27 1,13
Apa potabila, mL p.c. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total per 100 mL | 0,22 0,1 10,38 | 45,93 192,3

Notd. PrL — prune cu levanticd, PiS — piersice cu scortisoard, MV —mere cu vanilie; ZM — zmeura cu

mentd, CB — capsune cu busuioc, p.C. - se aduce pand la cotd.

Analiza tabelului 5.2 demonstreaza ca bauturile elaborate contin o cantitate semnificativa de
glucide datorita zaharului, fructelor sau pomusoarelor, care au valori de la 10,38 pana la 11,50 g/100
mL. A fost comparat continutul de carbohidrati (conform normelor) in bauturile nealcoolice elaborate,

in comparatie cu cele selectate din comert (tab. 5.3).
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Tabelul 5.3. Valoarea energetica a bauturilor din comert™

) Valoarea energetica
. ) Cantita- : o .
Denumirea produsului tea. mL protei- | grasi- | gluci- kJ/ kcal/
’ ne,g | mi,g | de,g | 100mL | 100 mL

Bauturd racoritoare cu pulpy 100 0,00 | 0,00 [12,10 | 2140 | 50,0
grapefruit (Cappy)
Bautura racorit i

T TACOIToATe 1 pure 100 0,00 | 0,00 |1400 | 217,7 | 52,0
concentrat de piersica (Prigat)
Bauturd dulee mojito de 100 0,00 | 0,00 | 18,60 | 3200 | 756
capsune (O4yakoBo)
BautTlra cu sucuri de fructe 100 0.00 0,00 | 11,00 188.4 45,0
(Tedi)
Bautura =

auturd carbogazoasd de 100 0,00 | 0,00 | 1020 | 177,0 | 42,0
capsune si kiwi (Fanta)

*Elaborat de autor conform informatiei de pe eticheta.

Datele din tabelele 5.2 si 5.3 demonstreaza ca valoarea energetica a bauturilor elaborate este
aproape de valoarea energetica a aceleiasi cantitati de bauturi dulci din comert. Diferentd este
nesemnificativa, dar avantajul consta in faptul ca bauturile nealcoolice elaborate sunt obtinute din
materii prime naturale, pe cand cele din comert contin un sir de aditivi artificiali. Prin urmare,
bauturile obtinute pot fi oferite ca alternativa sanatoasa si naturald a bauturilor nealcoolice din

comert, cat si pentru servire in UAP.

5.4. Indicele glicemic al bauturilor elaborate

Bauturile elaborate contin cantitati importante de glucide de circa 10,2-11,5% (tab.5.2) la fel
ca si cele din comert. De exemplu, bauturile racoritoare Coca-Cola si Fanta contin respectiv 10,6%
si 11,7% de zahar [195]. Rey-Lopez si Gonzalez califica aceste bauturi ca produse cu indice
glicemic (IG) moderat (63 si 68 respectiv), dar cu valori foarte apropiate de produsele cu 1G inalt
(>70) care, fiind consumate frecvent si in cantitati mari, ar putea duce la dependenta de insulina
si diabet, precum si la boli coronariene, metabolice si obezitate [196]. In acest sens, prezinti interes
determinarea IG al bauturilor elaborate.

IG al unui aliment este reprezentat in raport cu un produs alimentar de referinta (de regula,
glucoza), care este apreciat cu un index de 100. David J. Jenkins de la Universitatea din Toronto a
propus in 1981 utilizarea IG. Cercetarile au fost efectuate in conformitate cu standardul international
ISO 26642 cu ajutorul glucometrului Clever Chek TD-4227 [122].
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Studiul evolutiei glicemiei dupa consumul bauturilor elaborate

La studiu au participat 9 persoane cu starea de sanatate bund, care s-au oferit in calitate de
voluntari. Pe parcursul a 7 zile, toti voluntari au consumat fiecare tip de bautura elaborata in
cantitate ce continea 25 g de carbohidrati (conform standardului ISO 26642), glucoza praf ca etalon
in cantitate de 25 g si o bautura fara addugarea otetului.

Bauturile nealcoolice au fost servite inainte de micul dejun, pe stomacul gol. Probele de
sange capilar au fost colectate la intervalele de timp 0, 15, 30, 45, 60, 90 si 120 minute. Tuturor
voluntarilor li s-a determinat indicele masei corporale (IMC) si li s-a atribuit codificarea inclusa
in tabelul 5.4.

Tabelul 5.4. Caracteristicile participantilor*

Nr. Sex | Varsta IMC** Glucoza plasmatica pe stomacul gol,
d/o kg/m? mmol/L

1 B 25 29,6 4,8

2 B 23 20,2 4,3

3 F 20 22,5 4,5

4 B 25 19,9 4,2

5 F 23 21,2 4,9

6 F 36 26,7 4,5

7 F 38 21,5 4,6

8 B 42 28,4 4.8

9 F 28 21,7 4,5

Nota. *Elaborat de autor; IMC** - indicele masei corporale.

Shah si Braverman mentioneaza ca IMC este un indicator recunoscut stiintific, stabilit in
urma rezultatelor unor studii populationale de mare anvergura, care au avut ca scop relevarea unei
legaturi intre raportul masa corpoala/inaltime, pe de-0 parte, si starea de sanatate, pe de alta parte.
Statisticile aratd ca persoanele al caror IMC este cuprins in intervalul 18,50-25 au o stare de
sanatate mai bund. Valorile IMC de peste 25 coincid cu cresterea proportionala a problemelor de
sanatate - cu cat masa corporald este mai mare, cu atat creste riscul aparitiei problemelor de
sanatate. Dar si deficitul ponderal excesiv reprezinta un risc de aparitie a unor probleme de sanatate
[197].

Din datele incluse in tabelul 5.4 se observa ca la studiu au participat 33% persoane (3) cu
IMC care depaseste valoarea de 25, ceea ce denota ca o mare parte dintre participanti au masa
corporald normala (anexa 12).

Raspunsul glicemic al participantilor dupa consumul cantitatii de bautura echivalenta cu 25

g de glucide este prezentat in tabelul 5.5.
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Tabelul 5.5. Evolutia IG in timp in urma consumului bauturilor elaborate

Timp, Glucoza plasmatici, mmol/L Valoare ES
min. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 medie | amediei
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Etalonul (glucoza)
0 49 | 38 | 43 | 46 | 46 | 49 | 32 | 42 | 48 4,4 0,2
15 63 | 52 | 81 | 68 | 68 | 68 |69 | 73 |70 6,8 0,3
30 73 |84 |76 | 77 |67 |65 727879 7,5 0,2
45 61 | 74 | 65 | 68 | 70 | 66 | 63 | 66 | 6,4 6,6 0,1
60 59 | 48 | 52 | 52 | 58 | 59 | 46 | 51 | 52 53 0,2
90 52 | 49 | 45 | 46 | 48 | 56 | 43 | 49 | 47 4,8 0,1
120 48 | 44 | 42 | 40 | 44 | 52 | 41 | 42 | 43 4,4 0,1
At 107 | 271 | 166 | 126 | 134 | 126 | 240 | 178 | 113 162 19
Bautura de prune cu levantica
0 48 | 43 | 47 | 42 | 50 | 43 | 45 | 42 |47 4,5 0,1
15 48 | 61 | 56 | 60 | 65 | 56 | 63 | 48 |53 5,7 0,2
30 46 | 71 | 51 | 65 | 66 | 62 | 7,1 | 40 |63 59 0,4
45 50 | 60| 52| 66 | 66 | 54 |72 |43 |54 5,7 0,3
60 54 | 52 | 53 | 40 | 51 | 46 | 43 | 48 |52 4,9 0,2
90 56 | 49 | 47 | 39 | 48 | 43 | 41 | 42 |46 4,6 0,2
120 50 | 44 | 48 | 38 | 41 | 41 | 37 | 43 |44 4,3 0,1
A 44 | 134 | 43 33 72 71 | 105 | 47 |54 67 11
€] 41 49 26 26 54 56 | 44 | 26 |48 41 4
Bautura de piersici cu scortisoara
0 39 | 46 | 42 | 49 | 49 | 45 | 48 | 46 |47 4,6 0,1
15 46 | 57 | 63 | 54 | 63 | 50 | 68 | 58 |48 5,6 0,3
30 49 | 76 | 55 | 57 | 64 | 59 | 63 | 62 |50 59 0,3
45 48 | 6,1 | 49 | 50 | 65 | 6,0 | 55 | 45 |57 54 0,2
60 48 | 56 | 47 | 47 | 49 | 48 | 49 | 49 |48 4,9 0,1
90 39 | 50 | 42 | 42 | 47 | 45 | 43 | 48 |47 4,5 0,1
120 37 | 47 | 37 | 38 | 41 | 44 | 34| 38 |43 4,0 0,1
At 59 | 120 | 73 20 67 58 64 | 42 |23 58 10
€] 55 44 44 16 50 46 27 | 24 |20 36 5
Bauturd de mere cu vanilie
0 47 | 48 | 45 | 47 | 49 | 44 | 48 | 54 |43 4,7 0,1
15 54 | 52 | 50|63 |67 |52 |72]|69 |48 59 0,3
30 61 | 71 |61 | 60 | 68 | 58 | 78| 72 |56 6,5 0,3
45 47 | 66 | 63 | 66 | 65 | 60 | 70 | 6,7 |54 6,2 0,2
60 48 | 65 | 58 | 55 | 48 | 46 | 51 | 49 |43 51 0,2
90 48 | 53 | 49 | 53 | 45 | 42 | 48 | 46 |48 4,8 0,1
120 48 | 46 | 47 | 46 | 42 | 42 | 43 | 41 |43 4,4 0,1
At 38 | 117 | 102 | 106 | 54 53 | 113 | 65 |58 78 10
€] 36 43 61 84 40 42 47 | 37 |51 49 5
Bauturd de zmeurd cu mentd
0 48 | 44 | 45 | 44 | 47 | 48 | 45 | 49 |50 4,7 0,1
15 51 |63 |53 |61 64| 50 |56)|65]64 59 0,2
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Continuarea tabelului 5.5.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
30 56 | 55 | 52| 65 | 65| 67 | 68 | 60 |6,7 6,2 0,2
45 62 | 41 | 56 | 70 | 65 | 55 | 68 | 6,1 |55 59 0,3
60 54 |49 |53 | 44 | 49 | 46 |47 |52 |56 5,0 0,1
90 50 | 48 | 51 | 40 | 45| 45 |42 |43 |51 4,6 0,1
120 | 4,7 | 42 | 48 | 43 | 40 | 45 | 33|40 |35 4,1 0,2
A 54 | 61 | 79 | 9 | 81 | 41 | 87 | 61 |69 70 6
IG 50 | 23 | 48 | 76 | 60 | 33 | 36 | 34 |61 47 6

Bautura de capsune cu busuioc

0 47 | 48 | 44 | 43 | 50 | 48 [ 4543 |49 4,6 0,1
15 50 | 52 | 53160 66| 50/[66]62]65 5,8 0,2
30 55 184 | 5265|6965 |74]50]6,0 6,4 0,4
45 6,1 | 74 | 56 | 66 | 67 | 52 [55]54 60 6,1 0,2
60 55 |48 | 52 | 40 | 50 | 47 [40]48 |52 4,8 0,2
90 50 149 |50 39 |46 | 44 39|48 |43 4,5 0,1
120 | 48 | 44 | 45 | 42 | 40 | 45 | 35|42 |40 4,2 0,1
At 66 | 102 | 81 | 90 | 78 | 34 | 86 | 80 |65 76 6
IG 62 | 38 | 49 | 71 | 58 | 27 | 36 | 45 |58 49 5

Bautura de capsune cu busuioc fira otet

0 46 | 44 | 46 | 49 | 43 | 47 | 45|46 |48 4,6 0,1
15 66 | 58 | 69 | 65 |57 |68 [59]61]|57 6,2 0,2
30 6,7 1 63|71 60 7063677170 6,7 0,1
45 58 | 47 | 77 160 | 63|57 [56]65]65 6,0 0,3
60 46 | 40 | 61 | 52 | 55|52 |49 |56 |50 5,1 0,2
90 43 | 41 | 45 | 43 | 50 | 46 |44 |47 |53 4,6 0,1
120 | 41 | 41 | 42 | 40 | 46 | 45 [ 4341139 4,2 0,1
A 54 | 49 | 71 | 43 | 90 | 55 | 61 | 88 |80 66 5,8
IG 84 | 67 | 60 | 88 | 257 | 122 | 179 | 72 |75 112 21,9

Aria suprafetei sub curba glicemicd a probelor analizate a fost calculatd conform
standardului ISO prin metoda 30, tabelul 2.6. Rezultatele sunt reprezentate in anexa 13, figurile
A.13.1-13.7.

Rezultatele obtinute pentru proba etalon demonstreaza ca nivelul zaharului in sange dupa
consumarea produsului creste treptat de la 4,4 mmol/L pana la 7,5 mmol/L in primele 30 minute,
dupa care scade repede de la 6,6 mmol/L pana la 4,4 mmol/L timp de 1,25 ore. Astfel glucoza
plasmatica in sange a atins valorile inainte de consum. Valoarea medie a ariei a fost de 162, iar
eroarea standard a mediei a fost de 19.

Dupa consumul bauturilor nealcoolice elaborate, nivelul de glucoza plasmatica in sange a
crescut treptat de la 4,5-4,7 mmol/L pana la 5,9-6,5 mmol/L in primele 30 minute, dupa care scade

repede pana la 4,8-5,1 mmol/L, iar dupa 2 ore s-a diminuat pana la 4,0-4,4 mmol/L, ceea ce denota
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ca valorile atinse sunt mai mici decat inainte de consum. Indicele glicemic al bauturilor a variat
de la 36 pana la 49.

Dupa consumarea probei fara otet, nivelul de glucoza plasmatica in sange creste treptat de
la 4,6 pana la 6,7 mmol/L in primele 30 de minute, apoi scade repede si dupa 1,5 ore are valoarea
egala cu cea inainte de consum. Indicele glicemic al bauturii fara otet este 112, practic, de 2 ori
mai mare comparativ cu probele cu otet.

Rezultatele obtinute si multiplele investigatii stiintifice realizate recent au documentat ca
ingestia otetului diluat de catre adultii sanatosi reduce raspunsul glucozei la o incarcatura de
carbohidrati. Exista, de asemenea, unele dovezi ca ingestia de otet diluat creste satietatea pe termen
scurt [198-200].

Efectul antiglicemic al otetului a fost raportat pentru prima data de Ebihara si Nakajima in
1988. Raspunsul glucozei din sange la sobolani, la 0 incércatura de amidon de porumb de 10% a fost
redus semnificativ cand a fost administrat concomitent cu o solutie de acid acetic 2% [198].

Potrivit lui Ostman si colab., suplimentarea unei mese pe bazi de paine din grau alb stropiti
cu otet a redus raspunsul postprandial de glucoza din sange si insulina si a crescut nivelul subiectiv
de satietate. Autorii considera ca exista o relatie inversa doza—raspuns intre nivelul acidului acetic
si raspunsurile la glucoza si insulind, si o relatie liniara doza—raspuns intre acidul acetic si gradul
de satietate [199].

Brighenti si colab. au determinat ca administrarea pe cale orala a acidul acetic diluat poate
avea actiune benefica asupra evolutiei glicemiei. O doza mica de otet, sub forma de sos pentru
salatd consumatd la o masa mixtd, este suficienta pentru a influenta in mod pozitiv raspunsul

glicemic si aducerea lui la parametrii normali [200].

5.5. Indicii de calitate ai bauturilor nealcoolice
5.5.1. Caracteristicile fizico-chimice si cromatice
Caracteristicile fizico-chimice si cromatice au fost determinate pentru cinci probe de bauturi
nealcoolice din diverse fructe si pomusoare cu otet din vin alb. Rezultatele analizelor sunt incluse
in tabelul 5.6.

Tabelul 5.6. Caracteristicile fizico-chimice si cromatice ale bauturilor elaborate*

Nr. Indicii Probele bauturilor elaborate

d/o PrL PiS MV ZM CB
1 2 3 4 5 6 7
1 | pH 3,53+0,02 3,51+0,01 3,47+0,07 3,43+0,02 3,33+0,01
2 | Densitate, kg/m?® 1056+13 1045+11 1050+12 1047410 1047410
3 | Brix° 15,1+0,7 11,440,2 13,2+0,1 12,5+0,2 12,3+0,8
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Continuarea tabelului 5.6.

1 2 3 4 5 6 7

4 | AT, glL 15,240,5 14,240,3 14,120,5 15,120, 1 15,4+0,4
5 | L* 15,4640,02 | 26,95+0,32 | 28,93+0,31 | 14,27+0,03 | 17,94+0,06
6 |a* 5.41%0,03 431£0,19 | 5,73x0,14 | 9,89+0,05 | 15,17+0,10
7 | b* 2,78+0,03 | 13,53£0,52 | 19,26£0,38 | 2,97+0,05 | 7,71+0,05
8 |c* 6,08£0,02 | 14,20+0,17 | 20,09+0,01 | 10,33+0,23 | 17,02+0,04
9 | H*S 27,20+0,23 | 72,330,09 | 73,43+0,32 | 16,72+0,09 | 26,94+0,02

*Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard.

Analizand datele din tabelul 5.6, se observa similitudinea mai multor parametri cum ar fi:
pH, densitatea, aciditatea totala. O diferenta semnificativa se observa la indicii culorii determinati
prin metoda CIELab. Pentru doua probe, PiS(26,95) si MV(28,93), valoarea L - luminozitatea - s-
a obtinut mai mare, ceea ce demonstreaza ca probele emit mai multd lumina. Rezultatele probelor
PrL, CB si ZM la valoarea L a variat de la 14,27 pana la 17,94, ceea ce confirma prezenta culorii
mai inchisd, adica bauturile emit mai putina lumina. Componentele a* si b* sunt pozitive, ceea ce
denota ca culoarea probelor este cuprinsa in intervalul rosu-portocaliu-galben. Culoarea rosie,
dominantd in probele CB si ZM, se datoreaza extractiei de antocieni din fructe, iar dominarea
culorii galbene 1n probele MV si PiS se datoreaza extractiei de carotenoide.

De asemenea, bautura MV are o culoare saturata, deoarece valoarea cromaticitatii C* se afla
mai departe de originea sistemului de coordonate, constituind 20,09. In cazul bauturii PrL valoarea
C* este de 6,08 fiind in apropierea originii sistemului de coordonate, demonstrand prezenta
nuantelor de culoarea gri si respectiv intensitatea culorii este redusad. Rezultatele H* a bauturilor
aratd ca ele sa afle in cadranul I trigonometric. Se atesta ca in bauturile ZM, CB si PrL culoarea
rosie este predominanti, avand H* 16,72°, 26,94° si 27,2° respectiv. In bauturile PiS si MV

unghiul de nuanta a constituit 72,33° si 73,43°, respectiv predomina culoarea galbena.

5.5.2. Caracteristicile microbiologice

Caracteristicile microbiologice au fost determinate pentru cinci probe de bauturi nealcoolice
elaborate din diverse fructe sau pomusoare cu otet din vin alb. Probele cu bauturi au fost pastrate
in recipiente din sticld cu capac ermetic la temperatura 3+1°C. Pentru determinarea microbiotei
bautorilor nealcoolice au fost utilizate 2 tipuri de medii: Sabouraud si Agar. Au fost descrise
proprietatile culturale si morfologice dupa colorarea si microscopia coloniilor cu determinarea
numarului total de microorganisme. Rezultatele sunt inserate in tabelul 5.7, in functie de dinamica

pastrarii timp de 6 luni.
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Tabelul 5.7. Dinamica dezvoltarii microbiotei bauturilor

Durata de | NMMAFA, Bacterii Drojdii si M/o
Biuturi pastrarea | (UFC)/cm® | coliforme, mucegaiuri, patogene,
probelor, | maximal | nuseadmit | UFC/cm® | nu se admit
zile (cmd): maximal in (cm®):
Conform HG 934 din Pani la 30 333 100 25
15.08.2007 30 de zile
PrL, PiS, MV, CB, 1 n.d n.d. n.d. n.d.
ZM
PrL 0,9x10 n.d. n.d. n.d.
PiS 1,3x10 n.d. n.d. n.d.
MV 30 0,2x10 n.d. n.d. n.d.
ZM 1,4x10 n.d. n.d. n.d.
CB 0,3x10 n.d. n.d. n.d.
PrL 1,2x10 n.d. n.d. n.d.
PiS 3,8x10? n.d. n.d. n.d.
MV 180 1,3x10 n.d. n.d. n.d.
ZM 1,8x10? n.d. 1 n.d.
CB 0,5x10 n.d. 2 n.d.

Notd. n.d. — nu s-a depistat

S-a efectuat analiza microbiologica a bauturilor nealcoolice elaborate in functie de evolutia
microbiotei in timpul pastrarii pana la 6 luni. E cunoscut faptul ca fructele si pomusoarele proaspete
contin diverse populatii de bacterii si drojdii. Aceste microorganisme pot fi Inlaturate total sau partial
prin procesul de spalare in dependenta de structura si starea suprafetei produsului [201].

Analizand evolutia microbiotei conform datelor din tabelul 5.7, se observa ca bauturile
sunt preparate in conditii igienice corecte, iar prezenta acidului acetic joaca un rol important
antimicrobian si conservant. Putem mentiona cd in timpul prepardrii, sub actiunea acidului acetic,
unele microorganisme din bauturi trec in stare de anabioza. Abia dupa pastrarea timp de 30 zile la
temperatura de 3+1°C se observa o crestere nesemnificativa a numéarului de microorganisme Ce se
incadreaza in limita admisibila mentionati in HG nr. 934 [202]. In concluzie putem afirma ci
durata de valabilitate a bauturilor este de 30 zile. Pentru unele bauturi (PiS si ZM) pastrate timp
de 180 zile, se observa dezvoltarea coloniilor unice de micromicete. Acest fenomen se datoreaza
microflorei specifice si structurii anatomice a pomusoarelor (capsune, zmeura), care este mai

numeroasa si variatd comparativ cu microflora fructelor (mere, prune).

5.5.3. Caracteristicile organoleptice
Aprecierea calitatii bauturilor nealcoolice se face in urma determinarii indicilor fizico-

chimici si organoleptici. Caracteristicile calitatii evaluate prin metode organoleptice sunt
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parametrii apreciati In mod prioritar de catre consumatori. Evaluarea organoleptica a calitatii
bauturilor nealcoolice a fost efectuata de un grup de degustatori format din zece voluntari.
Calitatile senzoriale (aspect, miros, culoarea, consistenta, gust, post-gust) ale
sortimentului de bauturi nealcoolice elaborate au fost apreciate dupa scara de punctaj. in baza
rezultatelor punctajelor medii ale analizei senzoriale a 5 probe de bauturii nealcoolice elaborate

din diverse fructe si pomusgoare autohtone a fost construita diagrama din figura 5.1.

Aspect
5,0

Miros —s—PrL
PiS
MV
ZM

—a—CB

Gust

Consistenta

Fig. 5.1. Profilul senzorial al probelor

Asadar, putem concluziona ca toate bauturile nealcoolice analizate au prezentat gust si aroma
dulce cu nuantd acrie corespunzatoare ingredientelor din care au fost obtinute. Unii degustdtori au
sesizat o nuantd slaba de otet, dar acest lucru nu a afectat in mod negativ opiniile referitor la
calitatea bauturilor nealcoolice.

De asemenea, degustatorii au evaluat capacitatea bauturilor de a da o senzatie de usurinta si
prospetime, deosebit de importantd pentru bauturile racoritoare consumate pe timp de vara.
Bauturilor nealcoolice elaborate au aspect si consistentd asemandtoare cu ale bauturilor
carbogazoase din comert si culoarea deschisa a materiilor prime utilizate (galben-deschis, roz-
deschis etc.).

In baza datelor din figura 5.1, cele mai apreciate bauturi nealcoolice au fost PiS si ZM cu
scara de punctaj de 5,0 puncte. Pe locul doi s-a plasat CB cu un punctaj de 4,9. Pe locul trei s-a
situat MV cu 4,85 puncte si pe locul patru - PrL acumuland 4,7 puncte. Bautura PrL a acumulat
cele mai putine puncte, deoarece nu toti degustatorii agreeaza gustul de levantica. Media generala
pentru toate tipurile de bauturi nealcoolice apreciate a constituit 4,89 puncte din 5,0 posibile, ceea
ce este un indicator suficient de inalt pentru a satisface cererea unui numar mare de consumatori

si pentru a devini un produs competitiv cu bauturile nealcoolice din comert.
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5.6. Concluzii la capitolul 5
In urma rezultatelor analizate mai sus au fost formulate urmitoarele concluzii:

1. A fost propusa o modalitate noud de valorificare a otetului din vin la fabricarea bauturilor
nealcoolice cu utilizarea fructelor, pomusoarelor si plantelor aromatice in scopul diversificarii
sortimentului bauturilor racoritoare din produsele naturale autohtone.

2. Au fost elaborate retetele si schema tehnologica de producere pentru cinci tipuri de
bauturi. Rezultatele obtinute au demonstrat cd valoarea energeticd a bauturilor elaborate este
apropiata de cea a bauturilor din comert. Avantajul bauturilor elaborate consta in faptul ca sunt
obtinute din materii prime naturale autohtone, pe cand cele din comert contin un sir de aditivi
artificiali. Prin urmare, bauturile obtinute pot fi oferite ca alternativa sanidtoasd si naturald a
bauturilor dulci, si pot fi recomandate pentru servire si in unitatile de alimentatie publica [203].

3. In baza rezultatelor obtinute privind IG al bauturilor nealcoolice elaborate s-a constatat c
acestea sa refera la bauturi cu 1G scazut (PrL-41 IG, PiS-36 IG, MV-49 IG, ZM-47 1G, CB-49
IG). S-a confirmat ca prezenta otetului natural in cantitate de 10%/L in compozitia bauturilor
nealcoolice elaborate a fost eficient in reducerea nivelului postprandial de glucoza si insulina si
este considerat un adjuvant efecient pentru imbunatatirea controlului glicemic [204].

4. Au fost cercetate principalele caracteristici fizico-chimice, cromatice, microbiologice si
organoleptice ale bauturilor elaborate. S-a constatat o similitudine a mai multor parametri fizico-
chimici. O diferenta semnificativa s-a observat pentru indicii cromatici. Pentru bauturile PiS si MV
luminozitatea a fost de 26,95 si 28,93 respectiv, iar pentru PrL, CB si ZM a variat de la 14,27 pana
la 17,94. Analiza microbiologica a bauturilor elaborate pastrate pana la 6 luni a constatat ca ca sub
actiunea acidului acetic, unele microorganisme din bauturi trec in stare de anabioza. Abia dupa de
30 zile de pastrare la temperatura de 3+1°C se observa o crestere nesemnificativa a numarului de
microorganisme ce se incadreaza in limita admisibila mentionata in HG nr. 934.

5. S-a evaluat calitatea bauturilor elaborate cu ados de otet de vin alb prin analiza senzoriala
(aspect, miros, culoare, consistentd, gust, post-gust), fiind in corespundere cu datele din
reglementarile tehnice pentru bauturi. S-a constatat, ca toate bauturile nealcoolice au prezentat gust
si miros dulce cu nuantd acrie corespunzatoare ingredientelor din care au fost obtinute.
Degustatorii au sesizat o nuanta slaba de otet, dar acest lucru nu a afectat in mod negativ opiniile
referitor la calitatea bauturilor nealcoolice. Cele mai apreciate bauturi au fost PrS si ZM cu un

punctaj mediu de 5,0 puncte.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Cercetarile si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor ,,OPTIMIZAREA
TEHNOLOGIEI SI CARACTERIZAREA CALITATII OTETULUI DIN VIN AUTOHTON” au
condus la formularea urméatoarelor concluzii:

1. Pentru prima data a fost izolata din materii prime autohtone o tulpina noua de bacterii
acetice cu proprietati biotehnologice valoroase. In urma realizirii testelor biochimice si aplicarii
metodei RT-PCR s-a constatat cu sigurantd apartenenta tulpinii izolate la genul Acetobacter.
Tulpina Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 a fost depozitatd in Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie. In urma
testarii tulpinii Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 in conditii industriale la intreprinderea ,,V.
DEVELOP” SRL s-a constatat interesul practic al utilizarii acesteia Tn producerea otetului din vin
autohton (capitolul 3) [130 -132].

2. A fost studiata posibilitatea obtinerii otetului din suc concentrat din struguri albi si impactul
adaugarii nutrimentelor asupra fermentarii alcoolice si acetice. S-a constatat cd adaugarea
nutrimentelor in procesul de fermentare acetica in cantitati de 0,135g/L-(NHa4)2SO4; 0,005g/L-K2COs
si 2,79/L-C12H22011 contribuie la acumularea acidului acetic cu 33% (subcapitolul 4.3.2) [190].

3. S-a demonstrat posibilitatea utilizarii vinului sulfitat (cu continutul de 80, 160, 240 si 320
mg/dm? de SO) pentru fabricarea otetului. S-a stabilit ci doza pani la 160 mg/dm?® SO, permite
desfasurarea procesului de fermentare acetica in vinul sulfitat fara abateri si acumularea acidului
acetic in cantitate minim admisibila de 60 g/L (subcapitolul 4.4.2) [191].

4. S-a cercetat influenta diferitor cantitati (10, 20, 30, 40 si 50%) de otet-maia optinut prin
valorificarea tulpinii izolate Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 asupra parametrilor fizico-chimici
ai otetului. S-a demonstrat ca cantitatea de 30% de otet-maia asigura atingerea valorii minime de
acid acetic de 60 g/L la a 14 zi de fermentare (subcapitolul 4.4.3) [148].

5. S-a demonstrat ca utilizarea substratului micsoreaza durata procesului de fermentare
acetica de circa 2 ori si influentiaza neesential parametrii fizico-chimici ai otetului. Totodata coaja
de nuca modifica semnificativ culoarea produsului finit. Astfel valoarea Ic a crescut de la 0,69
pana la 20,70, totodatda AE*(26,90) demonstreaza modificari importante a culorii (Subcapitolul
4.4.4) [170].

6. S-a demonstrat ca intensitatea procesului de limpezire a otetului din vin alb este maxima
in primele 10 minute, urmata de o scadere esentiala a ratei de clarificare. Au fost stabilite conditiile

optime pentru limpezirea otetului din vin alb dupa cum urmeaza: doza de agent de limpezire - 2
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g/L; timpul de agitare - 3 min.; timpul de contact - 10 min.; separarea agentului de limpezire prin
centrifugare la 3000 min timp de 3 min. (subcapitolul 4.5) [172, 176].

7. In baza cercetarilor a fost elaboratd instructiunea tehnologicd IT MD 67-41184408-
01:2021 privind fabricarea otetului din vin; efectuate incercari de testatre a culturii de bacterii
acetice Acetobacter aceti CNMN-AcB-01; optimizata schema-bloc de obtinere a otetului din vin
alb. Rezultatele obtinute au permis brevetarea procedeului de obtinere a otetului din vin alb
(subcapitol 4.7) [189].

8. Au fost elaborate retete si schema tehnologica pentru cinci bauturi nealcoolice cu
valorificarea otetului din vin alb obtinut. S-a demonstrat ca valoarea energetica a bauturilor
elaborate se incadreaza in intervalul de 1a 45,93 pana la 47,98 kcal/100 mL si este apropiata de cea
a bauturilor din comert (de la 42,00 pana la 75,60 kcal/100 mL). Avantajul bauturilor elaborate
este argumentat de utilizarea materiilor prime naturale autohtone si prezinta o alternativa sanatoasa
a bauturilor din comert (subcapitol 5.3) [203].

9. S-a constatat ca in urma consumului bauturilor nealcoolice elaborate acestea se refera la
bauturi cu IG scazut (PrL-41 1G, PiS-36 1G, MV-49 IG, ZM-47 1G, CB-49 IG). S-a confirmat ca
prezenta otetului natural in cantitate de 10%/L a fost eficienta in reducerea nivelului postprandial

de glucoza si insulind, ceea ce confirma efecienta lui in imbunétatirea controlului glicemic

(subcapitolul 5.4) [204].
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Problema stiintifici importantd solutionati. Pentru prima datd a fost izolatd,
caracterizatd, identificatd si pasaportizata o tulpina noua de bacterii acetice Acetobacter aceti
CNMN-AcB-01, ceea ce a condus la optimizarea tehnologiei de obtinere a otetului din vin alb cu
valorificarea cojii de nuci grecesti in calitate de substrat, fapt ce a permis eficientizarea procesului

de fabricare a otetului si imbogatirea lui cu substante minerale, indici cromatici si organoleptici.

In baza rezultatelor obtinute au fost formulate urmitoarele recomandiri:

e Fabricarea otetului din vin alb in conditii industriliare cu utilizarea cantitatii de min. 30%
a maielei obtinute prin valorificarea tulpinii Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 izolata din
materie prima autohtona.

e Utilizarea nutrimentelor la fermentarea acetica in cantitatea optimala de: (NH4)2SOs -
0,135 g/L, K2CO3- 0,005 g/L si C12H22011- 2,7 /L.

e Fabricarea otetului din vin comercial cu un continut de anhidrida sulfuroasa de maxim 160
mg/dm?.

e Ultilizarea cojii de nuci grecesti (Juglans Regia L.) in calitate de substrat pentru inocularea
cu bacteriile acetice Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 in raport de 1:4 (coaja:vin).

e Valorificarea otetului din vin alb autohton in cantitate de 10%/L, in calitate de conservant

natural la fabricarea bauturilor nealcoolice.
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Anexa 1

Utilajul tehnologic proiectat si executat in cadrul proiectului
18.80015.5007.222T. ,,Elaborarea biotehnologiei si implementarea liniei moderne de
producere a otetului heresat natural condimentat de calitate inalta competitiv pe piata internd
si externa”

Fig.A.1.2. Instalatia de filtrare prin membrane Fig.A.1.3. Rezervor pentru receptia materiei prime (in
stingd). Rezervor pentru produsul finit - otet (in
dreapta).

b i |
Fig.A.1.4. Instalatie si panoul de comanda Fig.A.1.5. Pasteurizator cu plici destinat sterilizarii
automatizat vaselor si produsului finit
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Extragerea ADN

Otet brut din struguri albi
Noah

Bacteriile acetice izolate
din otet brut pe mediu RAE

Centrifugarea t=3 min,
> n=1000 min!

A

A

Eliminarea fazei lichide

A

Spalarea cu apa fiziologica

A

Centrifugarea t=3 min,
n=1000 min*

Incubarea T=80+5°C,
=10 min

Centrifugarea t=3 min,
n=1000 min*

Fig. A.2.1. Schema-bloc de extragere a ADN
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Detectarea ADN

Pregatirea solutiilor de
reconstructie (tampon de
rehidratare + 2x Master Mix)

A

Pipetare 25uL solutie de
reconstituire in fiecare tub de

PCR

Pregatirea reactiilor de control

/

Control pozitiv,
5,0 uL cu ADN al
bacteriilor (etalon)

i

Control negativ,
5,0 uL cu tampon de
rehidratare

\ 4

Probe cu ADN extras
5,0 uL in fiecare tub PCR

A

inchiderea si agitarea tuburilor
PCR

A 4

Termociclul conform ghidului
step 1 step 2

=C =C
2:00 o5 ﬂ%
60 °C
1:00

fLoOx

A

Analiza si interpretarea
datelor

Fig. A.2.2. Schema-bloc de detectare a ADN
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Anexa 3

C INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

i SI BIOTEHNOLOGIE AL A.$.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

Mg

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: inbcnmn@yahoo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Chirsanova A., Boistean A., Rubtov S.

(numele, prenumele)

Universitatea Tehnica a Moldovei, UTM

(denumirea organizatiei)

Bd. Stefan cel Mare, 168, MD-2004, mun. Chisindu, Republica Moldova

(adresa deponentului)

Acetobacter aceti ATCC 23746

Tulpina oxideaza alcoolul etilic in acid acetic si este destinata
utilizarii la obtinerea otetului din vin

(Genul, specia §i destinatia tulpinii)
Numdrul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Acetobacter aceti CNMN-AcB-01

Data depozitarii: 21.12. 2020

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisinau, Republica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 96 09

E-mail: imbecnmn@yahoo.com

Web: www.imb.asm.md

Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, ///

academician, profesor universitar L. Cepoi

7,
Vﬂ,/ce?(/-/ T. Sirbu.
<
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Fig. A.3.1. Adeverinta de depozitare in CNMN a bacteriilor acetice izolate
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Anexa 4. Chestionar privind utilizarea otetului in bucatarie
Cod
Buni ziua. In cadrul studiului privind cunoasterea si utilizarea otetului in buctarie in randul populatiei va rugam si completati chestionarul urmator. Vi asigurim
deplina confidentialitate a opiniilor dumneavoastra. Interesul nostru este doar de a numaéra persoanele care au o opinie sau alta. Va multumim!

1. Sexul respondentului:
22,30% -
= Femenin
\ / = Masculin

0 masculin (1 feminin
77,70%

Fig. A.4.1. Sexul respondentului
2. Varsta respondentilor
[panala20  [120-29 ani [130-39 ani 5,82% 0 4,85%
|

ani 8,70% = pina la 20 ani
[J 40-49 ani [150-59 ani [ peste 60 ani " = 20-29 ani
= 30-39 ani

22,33% .
40-49 ani
58,30% = 50-59 ani

= peste 60 ani

Fig. A.4.2. Varsta respondentilor
3. Locul de trai:

50 49

40

30

20 11

10 3 3 2 3 4 4 3 2 2 3 2 5 4 3
0 - - — - | | - I — — - - || | -
R P R SRS S S S LR
P F S EFSFTF ST LS PSP
c,'°° é\\‘z 0& & 0‘0 0\‘)0 o O »° & oo"o 0@5“ ) (0"

Fig. A.4.3. Locul de trai al respondentelor



4. Ocupatia:
(] Student
[J Angajat
[J Antreprenor
(1 Casnic
[] Fara ocupatie

5. Studii:
{1 Scoala primara
(1 Gimnaziu
[l Liceu
] Facultate
[J Studii post universitare

6. Tipul de alimentatie
[0 Mixta
1 Ovo-lacto-vegetariana
[J Lacto-vegetariana
[J Vegetariana
[1 Raw vegana

3,2% 7,8% 1,
= Student
43,7%

= Angajat
= Atreprenor
Casnic

= Fara ocupatie

Fig. A.4.4. Ocupatia respondentilor

7,8% ‘7% o'ﬂ

Fig. A.4.5. Studii

= Studii post universitare
= Facultate
= Liceu

Gimnaziu

= Scola primara

0% 2,9%_0,0%  1,0%

0,
= Mixta
= Ovo-lacto-vegetariana
= Lacto-vegitariana
Vegetariana
= Raw vegana

Fig. A.4.6. Tipul de alimentatie
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7. in opinia dumneavoastri otetul este - :
[J Produs obtinut prin fermentare 11,7% B Produs obtinut
[J Substanta chimica
1 Acid natural

"I Condiment 27 25% ’
1 Varianta dvs. en .

9,7%

prin fermentare
u Substanta chimica

51,5% ® Acid natural

Condiment

Fig. A.4.7. Definirea otetului
8. Selectati tipurile de otet pe care le cunoasteti: (mai multe variante posibile)

[J Otet de masa [J Otet din pomusoare Otet de masa 90 (87.4 %)

: Otet din mere 101 {98.1 %)
[ Otet dfe mere [ Otet din mal.‘g g mere o g
[JOtet din vin alb [ Otet balsamic Otet din vin rosu 51(49.5 %)
. . . . . Otet di 21 (20,4 %)
"1 Otet din vin "1 Otet condimentat si aromatizat Otet din e 14 (155 %)
rosu "1 Acid acetic de uz alimentar Otst din pomusoare 1 (10.7 %)
’ Otet din malt 13 (12,6 %)

g Otet dln orez 0 AItEIE Otet balzamic
3 : Otet di tat si tizat

- Ofet din miere e
Otat de Sherry
fructe,cidru

Otet din trandafir

86 (83,5 %)

27 (26.2 %)

0 25 50 75 100 125

Fig. A.4.8. Tipurile de otet si utilizarea lor
9. Varugam si indicati cat de importanti sunt acesti factori cind procurati un otet

Foarte Important  Mediu Neimpo . . .
important rtant H Foarte important ® Important = Mediu Neimportant
Pret 0 O O O 100
Ambalaj 0 0 0 0 80
Produs autohton 0 O O O 60 45
Brand 0 0 0 0 40 203530 . 2218 27°730 303520
Gus i | | |I d | | BN RN SR |
Calitate 0 0 O O 0 - - =
Recomandat de al‘gii N [ [ [ Pret Ambalaj Produs Brend Gust Calitate Recomandat
national de altii

Fig. A.4.9. Factorii de selectare a otetului
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10. Procurati otet cu o concentratie de:
3%
[16%
[19%
11 Altele

11. Utilizati otetul in calitate de:
[J Condiment
[] Conservant
[J Dezinfectant
) Solutie anti calcar
"] In scop medical
[ Cosmetice naturiste
[] Altele

12. Cat de des utilizati otetul la prepararea bucatelor?

Nicioda

Mereu Des Rar

ta
Dresing pentru salate 0 0 0 0
Prepararea sosurilor 0 0 0 0
Mentinerea culorii legumelor 0 0 0 O
Fierberea oudlor O O O O
Fierberea rapida a cérnii \ O O O
Spumarea albusului \ O O O
Marinarea legumelor O O O O
Marinarea carnii O O O 0

9% 34
6% 49
4% 4
3% 13
Nu procura 3
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Fig. A.4.10. Concentratia otetului procurat
80 —— =
77 - |
60 76 69 . .
40 56
20 25 17+
0 | | L | B | L | | | h ¥
condiment conservant dezinfectant solutie in scop cosmetice
anticalcar medical naturiste
Fig. A.4.11. Metode de utilizare a otetului
Mereu Des Rar Niciodata
75
80 68
70 60
60 48 48
50 40 3838 40 3638
40 31 30
30 22/ % = 22 22 2222
20 14 1214
6 3 3 5 :
10 1 02 0
0
Dresing Prepararea Mentinerea Ferberea Ferberea  Spumarea Marinarea Marinarea
pentru salte sosurilor culorii oualilor rapida a albusului  legumelor carnii
legumelor carnii

Fig. A.4.12. Utilizarea otetului la prepararea bucatelor
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13. Dumneavoastra ati preparat otet de casa? (Daca rdaspunsul este Nu, atunci omiteti intrebarea 14 si 15)

(1 Da 13,60%
[ Nu
= Da
= Nu
86,40%
Fig. A.4.13. Prepararea otetului in conditii casnice
14. De cate ori ati preparat otet de casa?
[J Niciodata
[J O singura data 28,60%
(1 Ocazional 42,90% = O singura dat3
[J Permanent

= Ocazitional
’ = Permanent

28,60%
Fig. A.4.14. Frecventa preparirii otetului in conditii casnice
15. Din care motive preferati sa faceti otet de casa?
[ Dispunqi de o reteta persogalé 10,50%
[J Obtineti otet cu arome speciale

‘A n . .o = Nu au incredere in
[J Nu aveti incredere in calitatea otetului din comert calitatea otetului din
71 Alt motiv 25,20% comert
= Obtin cu arome speciale

personala
64,30%

Fig. A.4.15. Motivul preparirii otetului in conditii casnice
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16. Daca a-ti utilizat procesul de limpezire a otetului indicati ce metoda a-ti utilizat?

[ Auto limpezirea

[J Limpezirea cu bentonita Himpezire cu album!n? 0
. . . Limpezire cu gelating 0
0 L%mpezgea cu albumma Limpezire cu bentonita mesm 1
[J Limpezirea cu gelatina Autolimpezire 13
O Altd metodd 0 2 4 6 8 10 12 14
Fig. A.4.16. Procesul de limpezire utilizat

17. Utilizati otet din vin? (Dacd raspunsul este Nu, omiteti intrebarea 18)
[ Da
[JNu 44,70%

\ ’ 55,30% mDa = Nu
Fig. A.4.17. Utilizarea otetului de vin

18. Preferati ca otetul si fie din:
C'Vinalb
1 Vin rosu 35,40% = Vin alb

64,60% = Vin rosu
Fig. A.4.18. Tipul de otet de vin utilizat

19. Cu ce fel de arome preferati sa fie aromatizat otetul:

1 Tarhon
. Niciuna, nearomatizat mm 2
{1 Rozmarin Telina m 1
[1 Menta Piper,foi de dafin, ghimbir m 1
] Trandafir Frunzade zmeurd = 1
.. Piper boabe m 1
] Ardei iute Trandafir  —— 14
[1 Altele Tarhon S —————— 14
Rozmarin 49
Menté 19
Ardei iute 41
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Fig. A.4.19. Tipuri de arome ale otetului

153



20. Considerati ca otetul are asupra organismului efecte:

[1 Benefice
[ Nocive

21. Ce efecte benefice ale otetului cunoasteti?
"] Imbunatateste digestia
") Impiedica dezvoltarea tumorilor maligne
[J Regleaza glicemia
[J Stopeaza aparitia bolilor cardiovasculare
T Altele

22.  Ce efecte nocive ale otetului cunoasteti?
[] Favorizeaza aparitia gastritei
[] Scade nivelul de potasiu in oase
[ Distruge smaltul dintilor
1 Indigestie
T Altele

25
20
15
10

o wun

25
20
15
10

(%)}

= Benefice

27,70% -

= Nocive

72,30%

Fig. A.4.20. Efectele otetului asupra organismului

24 20 23
l . . 12

Tmbunititeste Tmpiedica Regleaza glicemia  Stopeazi aparitia
digestia dezvoltarea bolilor
tumorilor maligne cardiovasculare

Fig. A.4.21. Efectele benefice ale otetului

24
17
— —

Provaca indigestie Distruge smaltul  Reduce nivelul Favoreaza aparitia
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dintilor potasiului in oase gastritei

Fig. A.4.22. Efectele nocive ale otetului



Anexab

Vs

-

Nutriferm Advance

~
Receptie
nutrimente

Receptie
Receptie levuri

apa Enartis Ferm SC

Receptie Receptie
nutrimente suc concentrat
Nutriferm Special de struguri albi

J

v v v v v

-

=

Depozitare

Dozare ]

A

\ 4
l Dizolvare
L:S=1:10,
T=35+1°C

Diluare
zahéar 25 g/L

A

[
>

A 4 A 4

Dizolvare Inoculare cu levuri
N:S=1:10, EF=30g/hL
T=3511°C ~ +

A

Addugare nutrimente
NS=35g/hL

v

Amestecare
t=5-10 min

A 4 +

Dizolvare Fermentare alcoolica

N:S=1:10, N T=20+2°C, 1=5 zile
T=3511°C \ + 7

Adaugare nutrimente
NA=30g/hL

v

Fermentare alcoolica
T=2042°C, t=6 zile

. J

v

Decantarea vinului .
Sedimentul

de pe sedl.m.entul R i Valorificare
de drojdie

v

Depozitare
T max.20+2°C

\ 4

A\ 4

~

Fig. A.5.1. Schema-bloc a procesului de fermentare alcoolica a concentratului din suc
de struguri albi cu utilizarea nutrimentelor
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Anexa 6

Calculul cantitatii necesare de dioxid de sulf pentru utilizarea in cercetare

Pentru a majora concentratia de SO, intr-un vin alb in volum de 100 dal (V,) de la 40 mg/L
(concentratia initiala) (C,) pana la 80 mg/L (C,) a fost utilizata solutia de SO, 5% (C,).
Solutia s-a calculat reiesind din SO, 5% necesar pentru efectuarea majorarii concentratiei [125].

Enunt: V, =100 dal (1000 L)

C, =5%
C, =40 mg/L
C, =80 mg/L

Vo=7?
Rezolvare:
1) Cantitatea de SO, necesara pentru majorarea concentratiei initiale intr-un litru din vin:
80 mg/L — 40 mg/L =40 mg/L SO,
2) Aflam cantitatea totala de SO, necesara pentru sulfitare, multiplicind volumul vinului

destinat sulfitarii cu valoarea dozei de SO, obtinutd, reiesind din urmatoarea proportie:

1000 mL............... 40 mg SO,

De unde: X =4 mg sau 0,04 g SO,
3) Calculam volumul solutiei de SO, 5% necesara pentru majorarea concentratiei de

SO, in vin, reesind din proportia:

De unde X =0,0008 L sau 0,8 mL SO,

Raspuns: pentru majorarea concentratiei de SO, de la 40 mg/L pand la 80 mg/L in vinul cu
volumul de 100 mL sunt necesare 0,8 mL solutie de lucru de SO, pentru o proba, care respectiv
va contine cea mai micad concentratie de SO, addugatd. Pentru urmatoarele probe concentratia se
dubleaza, in care se va adauga:

Proba | — cu cantitatea de SO initiald => 40 mg/dm?3

Proba Il - 100 mL vin + 0,8 mL SO, => 80 mg/dm3

Proba 111 - 100 mL vin + 1,6 mL SO, => 160 mg/dm3

Proba IV — 100 mL vin + 2,4 mL SO, => 240 mg/dm3

Proba V - 100 mL vin + 3,2 mL SO, => 320 mg/dm3
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Anexa 7/

LABORATORUL DE INCERCARI ,,ILAS” AL I.P. ,,INSTITUTULUI DE CHIMIE”
AL MECC AL RM
MD -2028, m. Chisinau, str. Academiei, 3, tel. 022 739 977

Nr. 75

DENUMIREA PROBEI

RAPORT DE

INCERCARI

- Otet din vin alb

05 mai 2021

NUMARUL DE MOSTRE -1

PREZENTATOR - p.f. Boistean Alina

TIPUL S$1 SCOPUL INCERCARILOR - determinarea metalelor
Nr. Denumirea parametrilor Valorile Metoda de incercari
or. si unitatea de masura depistate
I Calciu (Ca+), mg/L 79,2 absorbtie atomica
2 Magneziu (Mg +), m g/L 53,1 absorbtie atomica
3 Fier (Fe) total, m g/L 6,38 absorbtie atomica
4 Sodiu g/L 125,3 emisie in flacara
5 Potasiu (K), m g/L 553,8 emisie in flacdra
6 Zinc (Mn), m g/L 0,63 absorbtie atomica
7 Fosfati (P205), m g/L 260,0 fotocolorimetrica

Nota: Rezultatele incercarilor se refera numai la mostra incercata.
Multiplicarea raportului de Incercéri este admisa cu acordul laboratorului

/

\ = / Ser ‘l..l-;g\S; ; "'/7/
“‘ PO 3y ;;‘\“‘

ALY
AL

A . R\
] R
R

Tatiana Mitina

Fig. A.7.1. Analiza chimici a otetului din vin alb elaborat
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Anexa 8

Certificat de implementare

Aprob
Director V. DEVELOP S.R.L.
BACIU Victoria

Prin prezenta se confirmd, cd in perioada de iunie 2020 - februarie 2021 la intreprinderea
Societatea cu R3spundere Limitatd V. DEVELOP (r-ul Straseni, sat. Cojusna, str. Revaz Lomtadze 4) au fost
efectuate incerciri de testare a culturii de bacterii acetice autohtone Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 ,
izolate din strugurii soiului autohton Nova, in procesul industrial de fabricare a otetului din vin, in

conformitate cu instructiuni tehnologice TU 9182-003-94883750-2013.

Implementare a fost realizatd de catre Doamna Alina BOISTEAN- lector universitar, ghidata de
Aurica CHIRSANOVA- conferentiar universitar, sef Departament Alimentatie si Nutritie din cadrul Facultatii

Tehnologia Alimentelor a Universitatii Tehnice a Moldovei si specialistii intreprinderii noastre.

Confirm c3 culturile de bacterii Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 au fost introduse n cantitate

necesari conform retetei de producere a otetului de vin.

Concluzii: Culturile de bacterii acetice autohtone Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 izolate din
strugurii soiului autohton Nova, prezintd interes practic si economic si pot fi utilizate in producere la

intreprindere.

Recomandare: de a organiza producerea industriald a culturii de bacterii acetice autohtone

Acetobacter aceti CNMN-AcB-01 pentru fabricarea otetului organic.

Data -_,"‘(7‘,'.7 & J/ ,,"‘_.._,(ﬂ

\Q.’.'?g;méﬁi‘ra L B7E
()\ 7 101 780 7

g

Fig. A.8.1. Certificat de implementare a bacteriilor Acetobacter aceti
CNMN-AcB-01
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Continuarea anexei 8

Fig. A.8.2. Instructiune tehnologica IT MD 67-41184408-01:2021
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REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 1517

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: Procedeu de obtinere a otetului din vin alb
Titular;: UNIVERSITATEA TEHNICA A MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2020.08.04
Durata brevetului: 6 ani

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director General

BODRO0000000000007070

Anexa 9

<>

oD

Fig. A.9.1. Brevet de inventie nr. 1517, publicat: in BOPI nr.4 30.04.2021

http://www.agepi.md/sites/default/files/bopi/BOPI 04 2021.pdf

160


http://www.agepi.md/sites/default/files/bopi/BOPI_04_2021.pdf

CONTRACT DE LICENTA NEEXCLUSIVA

Universitatea Tehnicd a Moldo»ea
(forma organizatorico-juridici g de titul i de drept)
in persoana domnului Bestan Viorel numxt in commuale Licentiator (Liceatiar), pe de o parte,

§l

SRL Fermented Fruits .
(forma organizatoricojuridica si denumires intreprinderii)
in persoana doamnei Munteanu Ludmila numit in continuare Licentiat, pe de altd parte, luind
in consideratie faptul ca:

1. Licentiatorul (Licentiarul) este titularul drepturilor exclusive asupra brevetului de invenfie
de scurtd duratd, conferite prin certificatul nr. MD 1517 ¥;

2. Licentiatul dore;te sd achizitioneze, in condt;nle snpulate in pre-enml contract, licenta de
folosire a br i de invenfie de scurtd duratd conform certific i la pet. 1, in
scopu] comercializarii produsului obfinut in urma aphcarn procedeului descrise in brevetul de
inventie de scurtd duratd cu nr. MD 1517 Y.

au convenit asupra urmitoarelor:

1. Definirea termenilor

in sensul prezentului contract, termenii de mai jos semnifici:

1.1. ,Certificat” - certificatul nr. MD 1517 Y, precum si documentele de protectie, care pot fi
obtinute pentru obiectul prezentului contract in perioada de valabilitate a acestuia.

1.2. ,Confidentialitate” — respectarea masurilor de preintimpinare a divulgirii accidentale sau
intentionate a datelor, ce tin de prezentul contract, persoanclor terte.

1.3. , Perioadi de dare de secami” — perioada de activitate a Licentiatului in scopul indeplinirii
clauzelor prezentului contract pentru fiecare trei Tuni, de la data intrarii in vigoare a contractului.

1.4. , Teritoriu” — Republica Moldova.

1.5. ,,Pliti neto” — platile ce includ achitarea de citre Licentiat a tuturor taxelor si impozitelor.

2. Subiectul contractului

Prin prezentul contract se stabileste modalitatea de folosire de citre Licentiat a drepturilor
neexclusive ale Licentiatorului asupra brevetului de inventie de scurti durati inregistrat conform
certificatului nr. MD 1517 Y.

3. Obiectul contractului

3.1. Licentiatorul (Licentiarul) acordd Licentiatului pentru termenul de valabilitate a
prezentului contract si pentru o recompensd din partea Licengiatului, licenta neexclusiva de
folosire a inventiei, protejati prin brevet de scurti durati.

Totodati, Licentiatului i se acorda dreptul:
de utilizare a brevetului de inventie de scurti durati, in zona teritoriald a Republicii Moldova, cu
scopul de a aplica la nivel de producere conform certificatului MD 1517 Y ”Procedeu de
obtinere a ofetului din vin alb,,

Continuarea anexei 9

12. Alte prevederi

13.1. Drepturile si obligatiile fiecireia din Parti in conformitate cu prezentul contract nu pot fi
cedate unei alte persoane fizice sau juridice fird un acord in scris al celeilalte Parti, cu exceptia
cazurilor previzute de prezentul contract.

13.2. Toate modificirile si completirile la prezentul contract se intocmesc in scris §i sunt
semnate de citre persoanele imputernicite in acest scop si aprobate de citre organele competente,
in cazul in care o asemenea aprobare este necesard.

13.3. Sub rezerva prevederilor prezentului contract, in toate celelalte cazuri se vor aplica
normele dreptului civil si dreptulni procesual civil din Republica Moldova.

13.4. Prezentul contract este incheiat la /7. £% 2 2 in doud exemplare.

Adresa si rechizitele bancare ale Pirtilor

| LICENTIATOR: LICENTIAT;
‘ Universitatea Tehnici a Moldovei (UTM) ‘ SRL Fermented Fruits

\dr.m,/r pop /2 —n/dw—t-q ?»-’,,,/,Lz'«

Adresa: Bd. Stefan cel Mare nr. 168, ST W . ey A

‘ MD-2004, Chigindu, Republica Moldova
‘ Tel.: (022) 23.78-61, fax: (022) 23.85.04
Codul fiscal: 1007600001506 Contul IBAN: /10564 Eoop000022 572502 57
Contul IBAN: MD32AG000000022512015310 Contul bancar: ... ...
Banca beneficiari: BC , Moldova-Agroindbank”  Banca beneficiari: 5, WMoblolove ‘//W‘?‘“'/A‘ wt
| SA — Codul bincii: 4 54/ 2x

| “
| Codul bancii: AGRNMD2X723

Benef'clar
Codul fiseal: 787/ 00024p%0

AR Director general Ludmila MUNTEANU
Rector Viorel BOSTAN °

\ £/l iZ: Semnitura 2z, e s
| Semnatura \—56—) el LS.
[ LS. Y ® 13 ) \

2

Fig. A.9.2. Contract de licenta neexclusiva a brevetului de inventie MD 1517 Y
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Anexa 10

Rezultate sondajului privind opinia consumatorilor despre prepararea bauturilor nealcoolice cu otet

Cod

Buni ziua. In cadrul studiului privind cunoasterea si utilizarea otetului la prepararea bauturilor nealcoolice in randul populatiei v rugam sa completati
chestionarul urmator. Va asiguram deplina confidentialitate a opiniilor dumneavoastra. Interesul nostru este doar de a cunoaste opiniile consumatorilor despre
bauturile nealcoolice cu otet. Va multumim!

1. Sexul respondentului:

O masculin 1 feminin
2. Virsta respondentilor
[Jpana la 18 ani
[118-30 ani
130-50 ani

[ peste 50 ani

3. Locul de trai:

40
30
20
10

= Femenin

\ ’ = Masculin
78,00%

Fig. A.10.1. Sexul respondentului

5,10% ‘ D 0/00% = pina la 18 ani
0,
35,60% = 18-30 ani
59’30% 30-50 ani

\

Fig. A.10.2. Virsta respondentilor

= peste 50 ani

33
14
. 1 1 2 1 1 1

Moldova Rusia Israil Republica Spania Germania Canada Portugalia

Ceha

Fig. A.10.3. Locul de trai al respondentilor



4. Ocupatia
[ Elev
(1 Student
[J Angajat
[J Antreprenor

[ Casnic 49.0%
[J Fara ocupatie

Fig. A.10.4. Ocupatia respondentilor

* = Studii pos
= Facultate
Liceu
45,1% = Gimnaziu

47,1%

5. Studii
[1 Gimnaziu

[l Liceu
] Facultate
(] Studii post universitare

Fig. A.10.5. Studii

6. Ce unitati ale alimentatiei publice preferati sa vizitati in timpul liber?
[ Bar 100
{1 Cafenea/restaurant 80

78
[J Fast-food 60
[J Cluburi de noapte 40 30
I Nici una 13 13
: _
., 1R —

Bar Cafenea/Restaurant Fast-Food Cluburi de noapte

Fig. A.10.6. Tipul UAP preferat
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= Student

= Angajat
Atreprenor

= Casnhic

= Fara ocupatie

t universitare

22

Nici una



7. Ce tip de bauturi preferati?
[J Sucuri freg

9 -
UJ Sucuri din comert 24,7% 17,3% = Sucuri fresh
(] Bauturi din comert = Sucuri din comert
’ 13,6%

Bauturi din comert

[ Cocktailuri

1 Bauturi de casa(compot, smoothine, etc.) 3,7% = Cocktailuri

[] Varianta dvs. - «
9,9% = Bauturi de casa

= Alt ceva

30,8%

Fig. A.10.7. Preferinte de bauturi
8. Ce este important pentru dumneavoastra in bautura?
[ Pretul

[J Naturaletea si autenticitatea

Gust original si unic

N
Ll Potoleste setea Gust dulce

1 Gustul dulce
(1 Gustul original si unic

Potolirea setei I
Naturaletea si autenticitatea
Pret

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4

Fig. A.10.8. Factori importanti ai bauturilor nealcoolice
9. Ce parere aveti despre bauturile care contin otet?
71 Nu mi-ar placea sa degust

1 Cred ci este delicioasa 28,8% * Numi-ar plicea sa degust

[0 Nu pot da un raspuns pana nu degust
= Cred ca este delicioasa

55,9%

15.3% Nu pot da un raspuns pina
nu degust

Fig. A.10.9. Parerea privind bauturile care contin otet
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10.  Ati consumat vreodata bauturi nealcoolice in care a fost utilizat otetul?

0 Da
[ Nu

18,6%

= Da = Nu

81,4%

Fig. A.10.10. Consumarea bauturilor care contin otet

11.  Daca ati raspuns pozitiv la intrebarea 9, atunci cu ce scop?

[J Pentru slabire

[J Pentru a imbunaétati sau a mentine sanatatea
{1 Pentru un gust special

[J N-am consumat

3,4% 6,8% .
= Pentru slabire
' 13,6%

= Pentru a imbunatati sau a
mentine sanatatea

Pentru un gust special

76,3% = N-am consumat

Fig. A.10.11. Scopul utilizarii bauturilor pe baza de otet

12.  Ce tip de otet ati folosit in bauturile nealcoolice preparate de Dvs. in conditii casnice?

[J De vin

[l De masa

[J Balsamic

[1 De orez

[1 De mere

[0 De malt

[J Varianta dvs.

50
40
40
30
20 15
10
0 || — |
De vin De masa Balsamic De orez De mere De malt N-am utilizat

Fig. A.10.12. Utilizarea otetului la prepararea biuturilor nealcoolice
165



13.  V-ar plicea sa gasiti pe rafturile mgazinelor bauturi nealcoolice in care au fost folosite diferite tipuri de otet?

[0 Da
“'Nu 35,6%
[J Nu-mi pasa = Da

50,8% = Nu

Nu-mi pasa
13,6%
Fig. A.10.13. Pirerea privind aparitia bauturilor cu otet pe rafturi
14. Credeti ca utilizarea otetului diluat are un efect pozitiv sau negativ asupra organismului uman?
[ Pozitiv
' Negativ = Pozitiv
[J Depinde de calitatea otetului
= Negativ

59,3% 20,3%

Depinde de calitatea
otetului

Fig. A.10.14. Influenta otetului asupra organismului
15. Daci ati raspuns pozitiv la intrebarea 14, atunci pentru care boli va fi benefici consumul bauturilor cu otet?

[ Diabetul zaharat 30 51
[] Bolile cardiovasculare 25
. 16
[J Obezitatea :‘5’
[l Intoxicatii 10 : 7 7 3
"1 Toate raspunsurile de mai sus 5 .
| Toaterispunsurle de malsus : ] ] —
1€1 unul din raspunsurilie de mat sus Diabet zaharat Bolile Obezitatea Intoxicatii Toate Nici unul din
cardiovasculare raspunsurile de raspunsurile de
mai sus mai sus

Fig. A.10.15. Cunoasterea influentei benefice a bauturilor cu otet
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16. Cum va place ideea de a folosi sirop concentrat din fructe, otet si zahar pentru cocktailuri in loc de siropuri si lichioruri pe baza de
adausuri sintetice?
[J Cred cé aceasta va fi o alternativa buna si utila 18,6%

[] Cred ca acest sirop nu se va incadra in retete clasice ‘ = Cred ca acesta va fi o alternativa
buna si utila
\ ’ = Cred ca acest sirop nu se va incadra

81 4% in retete clasice
,47

Fig. A.10.16. Parerea privind inlocuirea siropurilor
17. Ati auzit de bautura scrub? (Aceasta este o bautura veche americani, in care fructele sunt maturate in otet timp de aproximativ o
saptamana, apoi se adauga o cantitate mare de zahar.)
[J Am auzit si am gustat
[J Am auzit, dar n-am gustat

[J N-am auzit si n-am gustat

5,1%

15,3%
= Am auzit si am gustat

= Am auzit, dar n-am gustat

N-am auzit si n-am gustat
79,7%

Fig. A.10.17. Cunostintele privind bauturile cu otet
18.  Daca astfel de bautura (scrub) apare in meniul unititilor de alimentatie publica sau pe rafturile magazinelor, care este probabilitatea s 0
cumparati?

[J Cu placere voi cumpara .
14,3% 17,9%

o

[ Posibil, depinde de pret

0 Nu-I voi cumpdra .
* Cu placere voi cumpara

= Posibil, depinde de pret

Nu-l voi cumpara

67,9%

Fig. A.10.18. Nivelul de cumparare a bauturilor
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Receptie Receptie Receptie Receptie Receptie Receptie Receptie
fructe/ plante zahar-tos condimente otet din vin api ambalaj
pomusoare aromatice alb 6%
Depozitare
Sortare ‘ ’ Cernere ‘ ’ Dozare ‘ Pasteurizare ’ Filtrare ‘ ’ Dozare
v v T=90£2°C,
Spilare ‘ ’ Dozare ‘ G Dozare
Tiiere ‘ Temper%re
v T=50+2 C
Dozare ‘
v v Dozare

B

Amestecare t= 5-10 min ‘

v

Maturare T=20:!:20C, =6h

v

’ Omogenizare 7= 5-10 min Fi

v

Maturare T=3:!:10C, =1-3

v

Filtrare

v v

Filtrat

Precipitat

v

Amestecare
7=5-10 min

Filtrare

Amestecare

Dizolvare <

Ambalare <

Depozitare

T=341"C,
=30 zi

Anexa 11

FaEp T

gaen 7

Fig. A.11.1. Schema-bloc de obtinere a bauturilor nealcoolice cu otet din vin
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CONSIMTAMANT INFORMAT AL VOLUNTARULUI

Titlul studiului: Ef

Scopul studiului:
licemiei

Subsemnatul/a: Suconic Renat
IDNP: -, Date personale

Anexa 12

CONSIMTAMANT INFORMAT AL VOLUNTARULUI

Vi m si cititi si mj ular cu atentie!!!
Titlul studiului: Efectul biuturii nealcoolice cu otet din vin alb asupra indicelui glicemic
Scopul studiului: i efectului i i din vin alb
Subsemnatul/a: Bem Margarita
IDNP: -, Date personale
Domiciliat:

Descrieti starea de sinitatea: Sanditoasa

Domiciliat:
Descriefi starea de sinitatea: Bund
Ne Informatii Risp
DA NU
1. | Am fost i despre acest studiul. 7/

2. | Mi s-a oferit ocazia de a pune intrebdri §i mi s-a riispuns la nelimuririle | /
pe care le-am avut in leg#turi cu acest studiul.
3. andmform.llleaeeepullmlmmrlspunduupwuefectlm v

tuturor i gatiilor §ip |
4. Amfoﬂmfonnnclpcmmmmhﬂudxulm.mmaeondmema v |
gatic si fie ef zilnic, obli iu pe stomac gol.

5. | infeleg ca, daca intr-o zi am uitat sa méisor pmv:nnv nivelul zaharului | /
din singe, atunci nu incerc si-gi continui i i

6. | Injeleg cé, dacd in cazul in care nu am respectat doza corectd a 7/
bauturii, atunci investigatie va fi irositi.
T incauﬂinmwmdnpusnmmunmmﬂm 4

negativ, atunci opresc investigafii §i anun| pe curator.
8. | M declar de acord cu instituirea acestui studiul precum §i a tuturor v
examenelor necesare.
9. Mlduludemddummcumdemdm.slﬂspmdh 7/
intrebiri i sa efectuez in timp toate manifestare
10. | M declar de acord cu prelucrarea datelor personale §i prezentarea v

Data: 17.10.2020

B

CONSIMTAMANT INFORMAT AL VOLUNTARULUI

Vi rugiim sd cititi si si completati formular cu atentie!!!
Titlul studiului: Efectul bauturii nealcoolice cu ofet din vin alb asupra indicelui glicemic
Scopul studiului: Determinare efectului a biuturii nealcoolice cu ofet din vin alb asupra nivelului

licemiei

Subsemnatul/a: Boistean Alina

IDNP: -, Date personale

Domiciliat:

Descrieti starea de siiniitatea: sinatate buni

Ne Informatii Rispunsul
DA |NU
1. | Am fost informat/a despre acest studiul. v

2. | Mi s-a oferit ocazia de a pune intrebdri §i mi s-a raspuns la nelamuririle | v/
pe care le-am avut in legéturd cu acest studiul.

Ne Informatii Rispunsul
DA | NU
1. | Am fost informat/i despre acest studiul. v

2. | Mi s-a oferit ocazia de a pune intrebdri §i mi s-a réspuns la nelamuririle | /
pe care le-am avut in legatura cu acest studiul.
3. | Fiind informat le accept i mmrlsp\mdmpcnnu efectunea v/

tuturor i igatiilor sip
4. Am fost mformn i pentru reusita studiului, prima condifie este ca v
gatie si fie efe zilnic, obligatoriu pe stomac gol.

5. | Ingeleg ca, daca intr-o zi am uitat sa masor prtvenuv nivelul zaharului | v
din sénge, atunci nu incerc sd-gi continui i i

6. | Infeleg c4, daci in cazul in care nu am respectat doza corectd a 7
bauturii, atunci investigatie va fi irosita.
7. |In cazul in care constat ci apar simptome sau organismului v

negativ, atunci opresc investigaii §i anunt pe curator.
8. | Ma declar de acord cu instituirea acestui studiul precum si a tuturor v

9. | Ma declar de acord sa urmez instructiunile curatorului, s& ttwund la v
intrebiri §i si efectuez in timp toate i
10. | Ma declar de acord cu prel datelor le si v

-

CONSIMTAMANT INFORMAT AL VOLUNTARULUI

Vi rugiim si cititi si si completati formular cu atentie!!!

Titlul studiului: Efectul bauturii nealcoolice cu otet din vin alb asupra indicelui glicemic

Data: 17.10.2020

Scopul studiului: Determinare efectului a buturii nealcoolice cu ofet din vin alb asupra nivelului

Subsemnatul/a: Natibulina Maria

IDNP: -, Date personale

Domiciliat:

Descrieti starea de siinitatea: sinitoasa

Ne Informatii Rispunsul
DA |NU
1. | Am fost infc /4 despre acest studiul. v

2. | Mi s-a oferit ocazia de a pune intrebdri i mi s-a raspuns la nelamuririle | v/
pe care le-am avut in legdturd cu acest studiul.

3. | Fiind informat le accept §i imi asum raspunderea pcntru efccmaua 72 3. | Fiind informat le accept si imi asum raspunderea pentru efectua.rca v
tuturor i igatiilor sip tuturor i igatiilor sip Itatul

4. | Am fost informat ¢ pentru reusita studiului, prima condifie este ca v 4. | Am fost informat ca pentru reusita studiului, prima condifie este ca v
i igatie si fie efe zilnic, obl iu pe stomac gol. igatie si fie efe zilnic, obli iu pe stomac gol.

5. lnteleg cd, daca intr-o zi am uitat sa mésor preventiv nivelul zaharului | v/
din sénge, atunci nu incerc sa-§i continui investigatie.

5. | Inteleg ca, daca intr-o zi am uitat sa mésor preventiv nivelul zaharului | v/
din sénge, atunci nu incerc si-si continui investigatie.

examenelor necesare.

6. | Infeleg ca, dacd in cazul in care nu am respectat doza corecti a v 6. | Ineleg c4, daca in cazul in care nu am respectat doza corect a v
bauturii, atunci investigatie va fi irosita. bauturii, atunci investigatie va fi irosita.

7. | Tn cazul in care constat ca apar simptome sau organismului v 7. | In cazul in care constat ca apar simptome sau organismului v
reactioneazi negativ, atunci opresc investigatii i anuni pe curator. negativ, atunci opresc investigatii §i anunf pe curator.

8. | Ma declar de acord cu instituirea acestui studiul precum si a tuturor v

8. | Mi declar de acord cu instituirea acestui studiul precum §i a tuturor v

9. | Ma declar de acord si urmez instructiunile curatorului, sa rispund la v

9. | Ma declar de acord s urmez instructiunile curatorului, sa réspund la v

intrebiri §i si efectuez in timp toate manifestare

10. | Ma declar de acord cu prel datelor le §i p v

Data: 17.10.2020 Semnitura:

intrebiri §i sa efectuez in timp toate manifestare 1

10. | Ma declar de acord cu prell datelor p le §i p v

Data: 17.10.2020

Semnitura: W

Fig. A.12.1. Consimtimant informat al voluntarului
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Anexa 13
Rezultatele monitorizarii glucozei plasmatice
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Fig. A.13.1. Graficele nivelului de zahéirului din singe fati de timp dupa consumarea etalonului (glucoza praf) pentru fiecare participant
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Boistean Alina, declar pe raspunderea personala ca materialele
prezentate in teza de doctor sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice.
Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu

legislatia in vigoare.

BOISTEAN Alina
Semnitura: ',", 0/

Data: 01.01.2022
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PERSONAL
INFORMATION

CURRICULUM VITAE
BOISTEAN ALINA

@ str. Florilor 4/3, ap 12, Chisinidu, MD-2068, Republica Moldova
B +37369081217

B4 alina.boistean@toap.utm.md

O alina.boistean@mail.ru

Sex Feminin | Date of birth 24/09/1982 | Nationality Moldoveanca

WORK EXPERIENCE

2005- 2010

2010- 2012

2012- 2018

2018- 2022

Manager Vanzari, SRL Dina Cociug, mun. Chisindu
Inginer cat. | ,Universitatea Tehnica a Moldovei
Facultatea Tehnologia Alimentelor

Departamentul Alimentatie si Nutritie

Maistru de instruire, Universitatea Tehnica a Moldovei
Facultatea Tehnologia Alimentelor

Departamentul Alimentatie si Nutritie

Lector universitar, Universitatea Tehnica a Moldovei
Facultatea Tehnologia Alimentelor

Departamentul Alimentatie si Nutritie

EDUCATION AND TRAINING

2018

2012- prezent

Certificat de absolvire - cursul de perfectionare la specialitatea - Utilizarea mijloacelor
informationale de comunicare in invatdmant

Studii ciclul III, Doctorat, Universitatea Tehnica a Moldovei, Scoala Doctorala
Domeniu: 05.18.01 — Tehnologia produselor alimentare

Specialitatea: 253.01 — Tehnologia produselor de origine vegetala

2006-2007 Studii ciclul Il, Master
Universitatea Tehnica a Moldovei ,Tehnologia produselor alimentare. Calitatea si
securitatea produselor alimentare
2005 Certificat de absolvire - cursul de contabilitate pentru incepatori
2001-2005 Studii ciclul I, Licenta, Universitatea Tehnica a Moldovei
Tehnologia produselor alimentatiei publice
1989-2001 Liceul Teoretic Ne3 or. Drochia
- Certificat de participare la Conferinta Internationala EDUCATIE ONLINE 50 de
6-11 iulie 2020 . L o ’ g
webinare si sesiuni Facebook Live
24 iunie 2020 | Certificat de participare la webinar ”OTKpBITBIH TOCTYI: YTO HAJIO 3HATH BBEIOMpast
KypHau [yt myOnukammu” organizat de editura John Wiley&Sons
04 februarie | Certificat de participare la training ’HOW TO PUBLISH” organizat de editura
2020 | SPRINGER NATURE
18-19 decembrie | Certificat de participare la webinare “Tloxck Hay4HO# HHPOPMAITUH U TIOAXOSIIETO
2019 | xypnana st myonmkanuu Ha argopme Wiley Online Library” si ” [TyGnukarus B

OTKpBITOM JiocTyrie” organizat de editura John Wiley&Sons

17 octombrie
2019

Diploma de apreciere pentru promovarea activa a valorilor stiintifice si ingineresti in
cadrul celei de-a XIV-a editii a conferintei internationale ”Zilele Academiei de
Stiinte Tehnice din Romania: Creativitatea in dezvoltarea Societdtii Informationale”

24 septembrie
2019

Diploma de apreciere pentru dedicatie, consecventa, implicare plenara in activitatea
comunitatii academice a UTM

06 septembrie 2019

Certificate of Attendance to 9" Euro-aliment Symposium
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16-19 iulie 2019

Certificat de participare la scoala de vara « Les contaminants et les nutriments des
produits agroalimentaires et leur effet sain »

Diploma de mentiune pentru lucrarea ,,Influence du processus d'ozonation sur la

26-29 martie : o,
teneur en nitrates des racines
22-23 februarie | Certificat de participare la formare « Recherche doctorale entre changement et
2019 | qualitée »
11 februarie | Certificat de participare la training ’ZHOW TO PUBLISH” organizat de editura
2019 | SPRINGER NATURE
17-19 decembrie | Atestat de participare la colocviu international ”Aliments fonctionnels et produits
2018 | écologiques”
18-19 iunie | Certificat de participare ,,Principes et pratiques de la communication scientifique et
2018 | technique”
Certificat de participare la activitatea practica “I oeuf et la volaille” predat de
10 mai 2018 | profesor Marc FOUCHER, director Art Culinaire Conseil-Meilleur Ouvrier de

France, din Agrocampus Ouest, Rennes, Franta, si Huong FOUCHER

20 martie 2018

Certificat de participare la seminar stiintifico-practic pe tema “ Produits sans gluten.
Pour qui ? Pourquoi ? Avantages et risques”

08-10 februarie
2018

Certificat de participare la activitatea de formare a abilitatilor profesionale pe tema
“Bucataria Italiand” prezentata de bucatar sef Guido Mori

28 decembrie 2016-
28 ianuarie 2017

Certificat de absolvire - cursul de instruire in folosirea tablei interactive si a softului
pentru crearea lectiilor interactive SMART Notebook.

2-14 septembrie
2016

Certificat de participare la scoala de vara « La recherche scientifique en sciences
sociales. Approche méthodologique et institutionnelle »

3-5 octombrie 2013

Certificate of Attendance to 6" Euro-aliment Symposium

1-3 noiembrie 2012

Diploma de participare la conferinta internationala MTFI

PROJECTS
9020-2023 Proiectului de stat 20.80009.5107.10. Nutritie personalizata si tehnologii inteligente
pentru bundstarea mea (2021-2023).
9020-2023 Proiect de stat 20.80009.5107.09 Ameliorarea calitdtii si sigurantei alimentelor prin
biotehnologie si inginerie alimentara (2021-2023).
2020-2021 Projet AUF-MECC-RM-02.04 Développement durable de [’apiculture: enjeux
économiques, écologiques, de développement rural et de santé publique (2022).
Proiectului international: Projet pour le renforcement d’une formation
2019-2021 | professionnalisante de niveau licence a la Formation universitaire Francophone
«Technologies Alimentaires» de I’Université Technique de Moldova (2019-2020).
Proiectului de inovare si transfer tehnologic 18.80015.5007.222T Elaborarea
2018 - 2020 | biotehnologiei si implementarea liniei moderne de producere a otetului heresat
natural condimentat de calitatea inalta (2018-2020).
2013 - 2015 Proiect international: 318946 - FP7-PEOPLE - 2012 — IRSES, NUTRILAB,;

NUTritional LABeling Study in Black Sea Region Countries.

PERSONAL SKILLS

tongue(s) rusd, romand, ucraineana;
Other language(s) UNDERSTANDING SPEAKING WRITING
Listening Reading Spoken interact.|Spoken product.
Engleza A2: Basic user | A2: Basic user | A2: Basic user | A2: Basic user | A2: Basic user
Germang Al/A2: Basic | A1/A2: Basic | A1/A2: Basic | A1/A2: Basic | A1l/A2: Basic
user user user user user
Francezi Al1/A2: Basic | A1/A2: Basic | A1/A2: Basic | A1/A2: Basic | Al/A2: Basic
user user user user user
Levels: A1/A2: Basic user - B1/B2: Independent user - C1/C2 Proficient user
Common European Framework of Reference for Languages
Digital skills Office Applications, Sistema de operare Windows, Corel Draw, AutoCAD,
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