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I. REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate: Organizatia
Internationala a Viei si Vinului (OIV) defineste ,,terroir-ul” ca o
zond In care cunostintele colective despre interactiunile dintre
factorii umani si naturali contureaza caracteristicile unice ale
vinului produs. Diversitatea microbiand, cunoscutd si sub
denumirea de ,,terroir microbian”, este un component important al
terroir-ului vinului. Acest concept a fost introdus in domeniul
oenologiei acum cétiva ani, datoritd dezvoltarii tehnicilor de
secventiere de noua generatie (NGS), care permit identificarea
ecosistemului microbian din diferite regiuni viticole prin tehnici de
analiza specifice.

Soiurile si locatia de origine au fost intotdeauna considerate
cel mai importanti factori care determina diversitatea microbiana a
strugurilor. Sub conceptul de ,,ferroir microbian” a fost identificata
diversitatea microbiand a unui numar de soiuri autohtone, spre
exemplu: Barbera d’ Asti DOC [1], Zinfandel din California [2],
unele soiuri internationale, precum, soiul rosu Cabernet Sauvignon
si cel alb Chardonnay fiind, de asemenea, populare in acest context.

Pe plan national industria vitivinicold este un sector esential
din punct de vedere economic, strategic, social si cultural pentru
Republica Moldova. Aceasta constituie cea mai importanta parte a
sectorului agricol si alimentar, constituind peste 16% din valoarea
totala produsa in agriculturd. Conform biroul national de statistica
al RM (BNS) exporturile de vin moldovenesc au adus un venit de
3,1 miliarde lei In anul 2019, reprezentand circa 12% din balanta
comerciald externa si 3% din produsul intern brut (PIB).

In prezent, plantatiile de viti-de-vie ocupa 7% din totalul
terenurilor agricole din Republica Moldova si 3,8% din suprafata
totala a tarii, demonstrand cea mai mare densitate a podgoriilor din
lume, estimata la 3,44 ha/100 locuitori. Sectorul cuprinde estimativ
peste 50 000 de fermieri si gospodarii taranesti, 250 intreprinderi
agricole, 181 vindrii si 10 cooperative agricole. In cadrul acestui
sector sunt angajati direct sau indirect peste 150 000 de persoane,
ceea ce constituie peste 15% din forta de muncad activa a tarii.
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In acest context, cercetirile recente in domeniul
microbiologiei vinului au Inceput sd se concentreze pe izolarea si
utilizarea tulpinilor/speciilor locale de levuri la elaborarea vinurilor
naturale, ecologice, sustenabile cu caracteristici organoleptice
tipice podgoriilor in care au fost crescuti strugurii. De exemplu,
studiile efectuate de Taran, N. et al. pe soiul autohton Codrinschii
au condus la selectarea a 9 tulpini de levuri cu potential
biotehnologic ridicat pentru producerea vinurilor rosii seci [3].
Aceste tulpini locale de levuri sunt capabile sa se adapteze la
conditiile specifice mediului, sd fermenteze glucidele din must si sa
contribuie la obtinerea unor vinuri cu tipicitate si calitdti
organoleptice nalte.

Studiul realizat de Wang et al. aduce o contributie la
intelegerea ,,terroir-ului microbian” moldovenesc, explorand vinul
Feteasca Neagra din Republica Moldova. Rezultatele cercetarilor
au demonstrat diferente notabile intre micro- si macro-terroir,
evidentiind influenta factorilor locali asupra compozitiei
microbiene si asupra caracteristicilor unice ale vinului [4].

Elaborarea vinurilor s-a bazat in ultimele decenii pe levuri
comerciale de tip Saccharomyces cerevisiae ca cultura starter, iar
rolul levurilor non-Saccharomyces a fost ignorat. Recent,
cercetatorii Roudil L., si Russo P., au descoperit ca levurile non-
Saccharomyces pot contribui pozitiv la aroma, calitatea si siguranta
alimentard a vinului. Speciile non-Saccharomyces din tipul
Torulaspora delbrueckii, Lachancea thermotolerans,
Metschnikowia pulcherrima, Schizosaccharomyces pombe si
Pichia kluyveri sunt deja disponibile pe piatd sub forma de culturi
comerciale si potrivite pentru diferite necesitati de vinificatie [5].

Concomitent, bacteriile nu au fost studiate atdt de mult
precum fungii, iar interesul pentru aceste s-a concentrat in principal
pe bacteriile lactice (LAB) si pe bacteriile acetice (AAB). LAB
reprezinta genuri precum Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Weisella si Oenococcus oeni, care sunt
frecvent utilizate 1n vinificatie. AAB reprezintd genuri precum

5



Acetobacter si Gluconobacter, care au fost identificate n diferite
studii [6]. Intr-un studiu realizat de Zgardan D., et al. in vinurile din
RM a fost raportatd prezenta AAB, in special a speciei Acetobacter
pasteurianus, la toate etapele vinificatiei, determinand o crestere a
aciditdtii volatile peste limitele acceptabile [7].

Este bine cunoscut faptul cd, fermentatia mustului de
struguri si productia de vin reprezintd un proces complex, care
implica activititi metabolice ale microorganisme de diferit tip. In
timpul fermentatiei alcoolice a vinului, cea mai mare parte a
continutului de zahar este metabolizata de levuri pentru a produce
etanol si dioxid de carbon, facand din levuri jucatorul-cheie in acest
proces tehnologic. Cu toate acestea, descoperirile recente ale
Roudil, L. sugereaza ca rolul levurilor non-Saccharomyces si al
unor specii de bacterii in procesul fermentatiei alcoolice a fost
subestimat, iar interesul atat pentru levurile non-Saccharomyces ca
culturi starter potential, cat si pentru diversitatea bacteriana este in
crestere, avand in vedere cd acestea contribuie la proprietitile
senzoriale ale vinului prin producerea de diversi metaboliti [5].

Multa vreme, un microorganism se considera viabil doar
daca era cultivabil, adicd plasat in conditii optime formand un
inocul cultivat in mediu lichid sau colonii crescute pe medii
nutritive pe bazd de agar-agar. Existd, insd, microorganisme
incapabile sa formeze colonii pe medii de cultura nutritive, dar ale
caror celule raiman biochimic active, ceea ce le face si se numeasca
microorganisme viabile, dar nu cultivabile (VBNC).

Suprafata bobului strugurilor este un habitat instabil, ce se
schimba in functie de conditiile climatice, care la randul lor depind
de mai multi factori naturali, precum: temperatura, umiditatea si
radiatiile UV [7]. Yao a stabilit ca indicele temperaturilor nocturne
in timpul maturarii strugurilor (Cool night index) afecteaza cel mai
mult populatia de levuri de pe suprafata bobului [8]. In timp ce
Combina et al. a confirmat cd precipitatiile aproape de timpul
recoltdrii strugurilor afecteaza cantitatea si calitatea levurilor de pe
suprafata bobului de strugure [9].
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Desi s-au realizat numeroase cercetdri pana in prezent,
rezultatele disponibile nu permit aprecierea profunda a influentei
factorilor climaterici asupra eco-sistemului microbian caracteristic
podgoriilor vitivinicole din RM.

Un alt impact 1l realizeaza, factorii umani cum ar fi lucrarile
agricole, folosirea fertilizantilor, irigarii, modul de gestionare a
buruienilor, utilizarea produselor fitosanitare (pesticide, insecticide
si ierbicide) influenteaza in mod fundamental nivelul calitativ si
cantitativ al ecosistemului levurian/microbian al strugurilor.
Utilizarea produselor fitosanitare cauzeaza probleme de calitate si
de igienad alimentara, astfel: reziduuri excesive in vin, modificari
ale caracteristicilor organoleptice ale vinului si efect toxicologic
asupra consumatorului. Etienne et al. au descoperit ca tratamentul
cu fungicide afecteazd comunitatea de levuri de pe suprafata
bobului strugurelui [10].

Utilizarea resurselor microbiene la elaborarea vinului
reprezintd un factor semnificativ de inovare si Imbunatatire a
calitdtii Tn industria vinicold. Explorarea in prezent a unei game
variate de specii atdt Saccharomyces cerevisiae, cat si non-
Saccharomyces, pentru a imbunatati caracteristicile vinului si a
raspunde preferintelor in continud evolutie ale consumatorilor
genereaza o industrie vitivinicola competitiva si sustenabila [11].

Maiaua de levuri indigene (MLI) este o tehnica traditionala
de vinificatie, care utilizeaza o cantitate micd de must partial
fermentat ca inocul pentru a initia o noud fermentatie intr-un alt
volum de must sau mustuiald. Aceasta metoda urmareste sa asigure
stabilitatea si eficienta procesului de fermentatie prin proliferarea
rapida a populatiei microbiene aflate la stadiile initiale. MLI poate
proveni fie din culturi de levuri selectionate in laborator, fie din
musturi supuse unei fermentatii spontane, iar caracteristicile micro-
biomului de la aceasta etapa influenteaza direct aroma si caracterul
final al vinului produs finit. De exemplu, utilizarea tulpinilor de
Saccharomyces cerevisiae selectate in laborator poate garanta o rata
constantd de fermentatie si un control mai precis al procesului. Pe
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de alta parte, folosirea unei MLI derivate din fermentatii spontane
poate pdstra autenticitatea microorganismelor din ferroir, conferind
vinului o complexitate aromatica si o expresie regionald distincta.
Totusi, aplicarea cu succes a MLI necesitd un control riguros al
diversitatii microbiene si al conditiilor de fermentatie pentru a evita
proliferarea levurilor sdlbatice sau a altor microorganisme nedorite
care pot afecta calitétile produsului finit.

Bioprotectia reprezintd o tehnologie emergenta in domeniul
vinificatiei, avand ca scop inhibarea dezvoltarii microorganismelor
daunatoare prin introducerea unor levuri non-Saccharomyces sau
altor microorganisme benefice, reducand astfel necesitatea utilizarii
dioxidului de sulf (SO.). Studii recente realizate de Rubio-Breton
P., et al., au aratat ca levurile precum, Metschnikowia pulcherrima,
Torulaspora delbrueckii si Lachancea thermotolerans pot limita
cresterea microorganismelor nedorite in stadiile timpurii ale
fermentatiei alcoolice prin mecanisme de inhibare competitiva si
secretia de substante antimicrobiene. Aceste levuri nu doar cd
asigurd stabilitatea microbiologicd a vinului, dar contribuie si la
complexi-tatea aromatica prin producerea unor metaboliti unici
(esteri aromatici si acizi organici). In plus, tehnologia de
bioprotectie contribuie la reducerea cantitatii de SO utilizata,
raspunzand astfel cerintelor consumatorilor pentru vinuri mai
naturale si celor din categoria eco si bio. Totusi, similar cu MLI,
eficacitatea procedeului prin bioprotectie depinde de selectia
adecvata a tulpinilor, de doza de inoculare si de gestionarea precisa
a conditiilor de fermentatie.

Scopul lucrarii constd in studierea diversitatii microbiene
asociate strugurilor produsi in cele trei zone cu indicatie geografica
din Republica Moldova si aplicarea microorganismelor comerciale
si/sau indigene 1n procesul de elaborare a vinurilor tipice, prin
interventie minimad, in particular a vinurilor ecologice.

In vederea realizirii scopului propus, au fost marcate
urmatoarele obiective specifice:



- cuantificarea microorganismelor prezente pe strugurii
produsi in cele trei zone IGP a RM;

- studierea factorilor care influenteazd diversitatea
microbiana a strugurilor cultivati in cele trei zone IGP;

- izolarea si multiplicarea microorganismelor selectate pe
diferite medii de cultura;

- utilizarea tehnologiei de secventiere de tip amplicon (NGS)
pentru analiza calitativd a comunitdtii microbiene asociate
strugurilor cultivati in cele trei zone IGP;

- dezvoltarea unei strategii inovatoare de producere a
vinului cu aplicarea microorganismelor comerciale si/sau indigene
la elaborarea unor loturi de vinuri ecologice.

Ipotezele de cercetare preliminare:

1. Cantitatea de levuri de pe suprafata bobului de struguri si
din must este influentatad de clima (factorul natural) si de practicile
de gestionare a podgoriilor de vita-de-vie (factorul uman).

2. Republica Moldova detine o structura unica a
microbiomului strugurilor cu variatii diferentiale in cele trei zone
IGP si la soiurile de struguri cultivate in aceste podgorii.

3. Particularitatile diversitatii micorbiene pot fi aplicate la
definirea si elaborarea tipicitdtii si autenticitatii produselor
vitivinicole din podgoriile de vita-de-vie a Republicii Moldova.

II. MATERIALE SI METODE DE CERCETRARE

Studiul lucrarii a fost realizat in cadrul proiectului ,,Struguri
de calitate” din cadrul Oficiului National al Viei si Vinului (ONVV)
in laboratorul SARCO/EXCELL (Franta). Cercetdrile privind
calitatea microbiana au fost realizate in cadrul companiei Tinygene,
Ltd. (Shanghai, China). Validarea rezultatelor cercetarilor si
implementarea tehnologiei de valorificare a comunitatii microbiene
la producerea vinurilor ecologice a fost realizata la IM ,,Vinaria
Purcari” S.R.L. pe durata stagiului practic al autoarei. De asemenea
autoarea acestei lucrdri a fost sustinut de catre Consiliul Chinez prin
Bursa de Studii. In rezultatul implementirii tehnologiei inovative
in baza rezultatelor a fost obtinut vinului ,,Native de Purcari”.
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Studierea specificului organoleptic, dinamica parametrilor fizico-
chimici si organoleptici a fost realizatd n laboratoarele specializate
din cadrul: IM moldo-francezi LACO-ALFATEC S.R.L.
,, Verificarea calitatii productiei alcoolice” al INCAAMY, Centrului
de Cercetari Oenologice al Facultatii Tehnologia Alimentelor/UTM,
precum si la Institutul de Cercetare al Plantelor si Animalelor
Speciale al Academiei de Stiinte Agricole din China.

2.1. Caracteristica generala a metodologiei de cercetare
microbiologice a florei indigene a strugurilor

Pentru studiul microbiologic au fost selectate 38 de probe
de struguri, fiecare avand o importanta specificd in cadrul analizei.
Aceste probe au fost colectate din diverse locatii si 3 ani de recolta
consecutiva (2018-2020), astfel incat a oferit o imagine cat mai
completd asupra variabilitdtii microbiomului asociat cu vita-de-vie.
Mostrele de studiu au fost grupate pe baza a trei criterii principale:
soiul de struguri, anul recoltei si regiunea IGP din care au fost
prelevate. Aceastd clasificare a permite o analizd detaliata a
modului in care diferiti factori influenteaza diversitatea si
compozitia microbiomului asociat cu strugurii.

Pentru secventierea NGS, au fost selectate 9 probe (CCS,
CCH, CFN, SCS, SCH, SFN, VCS, VCH, VFN) din trei soiuri de
struguri din cele trei regiuni IGP. Aceste mostre au permis obtinerea
unei imagini detaliate a diversitatii microbiene la nivel molecular si
identificarea  specificitatii microbiene care pot influenta
caracteristicile terroir-ului.

Metodele de cuantificare a microorganismelor au fost cea
prin microscopia cu epifluorescentd (MEF) si cea de analizd
cantitativa pe medii de cultura specifice (MCS). Prin metoda MEF
microorganismele viabile sunt numarate folosind un protocol si
materiale dezvoltate de Chemunex. Mostrele de la apa de spalare a
strugurilor si cele de must sunt filtrate printr-o membrand
Chemfilter CB04, care apoi este incubata la 30°C timp de 30 minute
in obscuritate. Substratul initial non-fluorescent este scindat de un
sistem enzimatic celular ce elibereaza fluorocrom. Acesta din urma
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excitatd de radiatia luminii din domeniul ultraviolet la 480 nm
emite fluorescentd verde. Membrana Chemfilter fiind plasata intre
lama si lamela microscopului epifluorescent (Olympus BX51) dotat
cu filtru adecvat (Olympus 467803) interpreteaza rezultatele cu o
marire de 1000. La metoda de analizd cantitativa MCS pentru
numadrarea drojdiilor, mostrele de la apa de spélare a strugurilor si
cele de must sunt plasate pe plici Petri cu 10 g/dm? extract de levuri,
10 g/dm? bacterypton, 20 g/dm® glucozi, 25 g/dm® agar si 0,015%
biphenil. Pentru bacteriile LAB, mediul contine 500 ml/dm?® suc de
struguri, 5 g/dm® extract de drojdii, 2 ml/dm* L Tween 80 si 20
g/dm? agar. Pentru cresterea bacteriilor AAB, s-a folosit un mediu
similar, suplimentat cu 30 mg/dm? penicilina.

2.2. Protocolul experimental folosit la elaborarea
vinurilor in bioprotectie si la pregatirea MLI

In perioada 2021-2023 s-au desfasurat practici oenologice,
axate pe procedeul de bioprotectie si dezvoltarea de vinurilor cu
MDI. Scopul acestei cercetari a inclus utilizarea levurilor non-
Saccharomyces ca instrumente de bioprotectie pentru productia de
vin, pentru a reduce utilizarea dioxidului de sulf, precum si
utilizarea MLI in locul levurilor comerciale pentru a explora si
valorifica terroir-ul moldovenesc.

Probele de studiu au fost soiul Rara Neagra, proveniti dintr-
o vie organicd din Olanesti, Stefan Voda, Republica Moldova.
Strugurii au fost culesi manual la maturare tehnologica deplina
(continutul sumar al zaharurilor de 255 g/dm?, aciditate titrabild
4,65 g/dm? acid tartric) si in conditii igienice perfecte. Schema de
procesare a strugurilor a fost metoda clasica de procesare din care
au fost elaborate 2 loturi de studiu: 2 rezervoare de 160 dal ca proba
de control (grupul C1) si 2 rezervoare cu bioprotectie (grupul BP).
In grupul de control C1 s-au adaugat 100 mg/dm® de metabisulfit
de potasiu (PMS) si 12 mg/dm? de enzimi pectolitici (LAFFORT
LAFAZYM). In acelasi timp, in grupul BP s-au adiugat doua tipuri
de levuri non-Saccharomyces (Ilorulaspora delbrueckii si
Metschnikowia pulcherrima) si enzimi pectolitice. Pe durata
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fermentatiei alcoolice, pigeage-ul si remontarea s-au efectuat de
doua ori pe zi, iar densitatea a fost masurata de douad ori (dimineata
si dupd-amiaza). In faza finali a fermentatiei, la densitate de
aproximativ 1010-1020 kg/m?, s-au adiugat 25 mg/dm’® de
LAFFORT LACTOENOS. La continutul zahdrului sub 4 mg/dm? a
fost realizata presarea hidraulica a bostinei fermentate. Vinurile
experimentale, dupa decantarea de pe sedimentul de levuri, au fost
transferate in butoaie de 22,5 dal pentru maturare timp de 6 luni.
Inainte de imbuteliere, vinurile au fost sulfitate cu 50 mg/dm® de
PMS.

Pentru elaborarea maielei MLI traditionale strugurii au fost
presati fird decantare, mustul obtinut a fost sulfitat la 20-30 mg/dm?
SO; si mentinut la temperatura de 25°C pana la inceperea fermenta-
tiei spontane a acestuia. Pentru modulul cu MLI traditionald
strugurii din soiul Pinot Noir au fost procesati conform procedeului
descris mai sus. Continutul a fost grupat in 2 loturi de studiu: 2
rezervoare de 160 dal ca proba de control (grupul C 2) si 2
rezervoare cu MLI (grupul MLI). In grupul de control C 2 si grupul
MLI s-au adiugat 100 mg/dm® PMS si 12 mg/dm’® enzimi
pectolitica (LAFFORT LAFAZYM™ CL, France). Dupa
clarificarea  mustului, levuri comerciale (LAFFORT
ZYMAFLORE™ 011 BIO, France) 80 mg/dm? au fost inoculate in
grupul de control, iar in grupul MLI s-a inoculat MLI in proportie
de 3% din volum. Ulterior, procedeele tehnologice au fost similare
cu cele descrise in cazul C 1 si BP.

In studiul cu MLI optimat a fost utilizatd varietatea locald
Feteasca Neagra pentru a produce vinuri mai apropiate de
caracteristicile locale. Vinificatia experimentald a constat in trei
etape tehnologice: (1) pregatirea mediului de baza pentru MLI-T
(MLI traditional)) MLI-O (MLI optimat) prin addugarea de vin
astfel ca concentratia finala de etanol in must sa fie 1,5% vol. (MLI-
O) sau apa (MLI-T) la must; (2) fermentatie spontana timp de 3 zile
pentru a obtine MLI-O si MLI-T; (3) inocularea MLI-O, MLI-T si
levuri comerciald (grupul de control) In must proaspat. Toate
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schemele tehnologice aplicate au fost realizate in triplicat cu acelasi
lot de struguri (trei vase pentru fiecare incercare), drept proba de
control a servit tulpina comerciald de S. cerevisiae (LAFFORT
ZYMAFLORE).

2.3. Metode analitice de studiu a calitatii si compozitiei
probelor experimentale

In vederea unei caracteriziri cit mai detaliate a vinurilor au
fost utilizate mai multe metode, precum: cromatografia in faza
gazoasa cu detector de ionizare 1n flacara (GC-DIF) a fost utilizata
pentru detectarea compusilor volatili principali; electroforeza
capilara (CE) pentru analiza acizilor organici; cromatografia lichida
de inaltd performanta (HPLC) pentru analiza antocianilor si
spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FTIR) pentru
analiza proprietatilor fizico-chimice.

Concomitent cu analiza cantitativa a probelor experimentale
de vin a fost realizatd si analiza organoleptica. Procesul de
degustare a vinurilor s-a desfasurat in sala specializata de degustare
a IM ,,Vinaria Purcari” S.R.L. Grupul de degustitori a fost compus
din sase evaluatori experimentati (2 femei si 4 barbati, cu varste
cuprinse intre 26 si 62 de ani).

2.4. Analiza statistica a rezultatelor

In analiza continutului cantitativ al microbiomului de pe
struguri, pe durata procesului de fermentatie alcoolica si pe durata
pastrarii vinurilor elaborate, au fost utilizate testele statistice post-
hoc Tukey, analiza de variantd (ANOVA), analiza coordonatelor
principale (PCoA), non-parametric analiza similaritatilor
(ANOSIM) si analiza componentelor principale (PCA).

Toate procesele statistice au fost efectuate folosind R
Project for Statistical Computing versiunea R.4.04; in corelatia
Pearson pentru rezultatele NGS, cand p <0.01, este consideratad
semnificativa, iar in celelalte rezultate, cand p < 0.05, este
consideratd semnificativa.
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I11. DIVERSITATEA MICROORGANISMELOR iN
ZONELE IGP ALE REPUBLICII MOLDOVA
In baza studiilor realizate privind caracteristica micro-
biomului caracteristic celor 3 zone IGP din RM axat pe studiul
microbiologic al 38 de probe de struguri din recolta anilor 2018-
2020, 8 loturi de vinuri si analize fizico-chimice specifice sau
stabilit urmatoarele aspecte tehnologice cu aplicare industriala.

3.1. Studiul microorganismelor prin metode de cultura

Numarul total de levuri de pe suprafata bobului strugurilor
(NLS-M1) variaza intre 2,2E+04 si 3,9E+07 UFC/bob, iar numarul
de levuri cultivabile de pe suprafata bobului strugurilor (NLS-M2)
variaza intre 4,1E+02 si 8,0E+06. Numarul total de levuri din must
(NLM-M1) variaza de la un nivel foarte scazut (<8,9E+02) la un
nivel de peste 3,1E+06 UFC/bob, iar numarul de levuri cultivabile
din must (NLM-M2) variaza intre 3,0E+03 si 2,0E+05. Pentru a
compara numdrul de levuri intre diferite soiuri, regiuni si recolte,
au fost create boxplot-uri (figura 3.1.).
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Figura 3.1. Box-plotul pentru numirul de levuri grupate in functie
de diferite soiuri (a) si anul de recolte (b).

In baza studiilor s-a stabilit ci numarul total de levuri din must intre
soiurile ampelografice este semnificativ (P=9,75e-05), in special in
cazul soiului Couderc Noir (CN) din gospodariile casnice, unde nu
au folosit produse fitosanitare. In plus, numarul de levuri cultivabile
de pe suprafata bobului strugurilor variaza semnificativ Intre anii
de recolte (P=0,00251).
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Prin cultivarea in vitro, au fost izolate mai multe specii de
levuri si bacterii, precum: Rhodotorula glutins, Metschnikowia
pulcherrima, Aurebasidium pullulans, Hanseniaspora uvrarum,
Pedioccus damnosus, Lactobacilles breis, Lactobacilles fermentum
si Gluconbacter oxydans. Rezultatele obtinute marturisesc ca
modelul genetic al tulpinii de S. cerevisiae izolate in recolta din
2020 este complet diferit fatd de cele obtinute In 2018 s1 2019;
totusi, cele doua tulpini de S. cerevisiae izolate in recolta din 2019
sunt identice.

Pentru o relevantd mai buna a rezultatelor a fost calculat
coeficientul de corelatie Pearson pentru diferiti factori si numarul
de levuri determinate prin diferite metode in diferite esantioane
(figura 3.2).
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Figura 3.2. Corelatiile Pearson a) intre indicele de frecventa
a tratamentelor fitosanitare (TFI) si numérul de levuri , b) intre
factorii climatici si numarul de levuri.

In figura 3.2 cercul albastru indicd o corelatie pozitiva,
cercul rosu indicd o corelatie negativa, iar cercul gol indica
rezultate nesemnificative. Relatiille dintre TFI F (produse
fitosanitare pentru fainare) si NLS M2 (numarul de levuri
cultivabile la suprafata bobului), NLM M2 (numarul de levuri
cultivabile in must) sunt negative, dar este pozitiva intre acesta si
NLS M1 (numadrul de levuri totale pe suprafata bobului).
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Cele constatate oferi o noud perspectiva: produsele fito-
sanitare pentru combaterea fdinarii reduc numarul de levuri
cultivate, dar cresc numarul total de levuri pe suprafata bobului.
Fapt explicat prin aspectul cd produsele fitosanitare pe baza de sulf
sunt eficiente in protejarea strugurilor de fainare, sulful avand un
efect antimicrobian dovedit asupra levurilor si care probabil duce
la trecerea microorganismelor in starea viabile, dar ne-cultivabile
(VBNC). Pentru factorii climatici, HI (indicele Huglin) este negativ
pentru NLM M1 (numarul de levuri totale in must), ceea ce
inseamnd cd temperaturile mai ridicate din perioada vegetativa
reduc numarul total de levuri in mustul de struguri. Un alt indice de
temperaturd, CI (indicele noptilor reci inainte de recoltare), este
pozitiv pentru NLS M1 (numarul de levuri totale la suprafata
bobului) si NLS M2 (numaérul de levuri cultivabile pe suprafata
bobului). Altfel spus, temperaturile reci ale noptilor Tnaintea
recoltarii strugurilor inhiba atat levurile cultivate, cat si numarul
total de levuri. Factorii climatici sunt foarte complecsi si exista
foarte putine explicatii pentru variatiile numarului de levuri in
functie de acest factor.

Dupa cum s-a mentionat in primul capitol, cercetarile
actuale privind factorii climatici se concentreaza mai mult asupra
impactului asupra anumitor populatii microbiene specifice.

3.2. Studiul diversitatii microbiene folosind secventierea NGS

Pentru a analiza similaritatea si suprapunerea compozitiei
OTU a microbilor, a fost efectuatd o analizd Venn (figura 3.3.) de
alfa diversitate. In care, cercul cel mai exterior este numele
esantionului, petalele includ doua linii de numere, partea superioara
este numdrul total de OTU-uri continute in fiecare esantion, iar
parantezele inferioare sunt numdrul de OTU-uri unice pentru
fiecare esantion; cercul alb Tn mijloc este numarul de OTU-uri de
baza.)
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Figura 3.3. Diagrame Venn al numéarului de OTU-uri: a)

pentru fungi si b) pentru bacterii.

Din datele prezentate conform diagramei Venn, regiunea
IGP Valul lui Traian s-a prezentat ca regiunea cu cea mai bogata
diversitate microbiana din Republica Moldova, cu toate ca exista
cateva cazuri speciale. Avand in vedere dimensiunea relativ mica a
esantioanelor noastre, concluzia exacta trebuie verificatd prin
experimente la scara larga.

Pe baza analizei PCoA (figura 3.4.) de beta diversitate nu s-
au gasit similaritati In structura si compozitia comunitatilor fungice
si bacteriene nici Intre soiuri, nici intre regiuni. Acest rezultat poate
fi cauzat de incertitudinea fermentatiei spontane.
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Figura 3.4. Analiza coordonatelor principale (PCoA) bazata pe
distantele UniFrac neponderate pentru a) fungi si b) Bacteria.
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La nivel de increngdtura, componenta microbiana reprezentatd de
fungi (figura 3.5 a) din toate esantioanele au fost regasiti
reprezentanti din 5 Increngaturi: Ascomycota (98,8%), Mortierello-
mycota (0,6%), Basidiomycota (0,5%), Mucoromycota (0,06%) si
Rozellomycota (0,04%). Doar esantionul VCH are Rozellomycota.

Figura 3.5. Structura microbiani la nivel de increngitura: a) pentru
fungi si b) pentru bacterii.

Intr-o alti cercetare despre fermentatia spontani a
strugurilor, abundanta Ascomycetelor in fiecare esantion a fost de
cel putin 90%, de la must pana la finalizarea fermentatiei. In plus,
Ascomycota si Basidiomycota au fost identificate in diverse
produse alimentare fermentate.

La nivel de increngatura, componenta microbiana
reprezentatd de bacterii clasificate in 16 increngaturi (figura 3.5. b),
4 dintre ele reprezentand o proportie relativ mare: Proteo-bacteria
(75,3%), Bacteroidetes (7,9%), Actinobacteria (7,8%) si
Firmicutes (7,6%). Proteobacteria au fost identificate si ca bacterii
dominante in alte alimente fermentate. Firmicutes a fost demonstrat
a fi o specie bacteriana de baza importanta in alimentele fermentate,
iar proliferarea sa a fost observatd a fi maxima pe parcursul
fermentatiei.

Structura microbiand la nivel de genuri este prezentatd in
diagrama cu bare (figura 3.6). In cazul fungilor (figura 3.6. a),
genurile cele mai frecvente gasite in toate esantioanele sunt
Hanseniaspora (82,8%), Saccharomyces (7,1%), Metschnikowia
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(5,6%), Mortierella (2,0%), Meyerozyma (0,6%), Torulaspora
(0,3%), Saitozyma (0,1%), Erysiphe (0,1%), Alternaria (0,1%),
Aspergillus (0,1%), Russula (0,1%), Trichoderma (0,05%) si Myco-
sphaerella (0,05%).
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Pentru bacterii (figura 3.6 b), genurile cele mai frecvente sunt
Gluconobacteria (25,3%), Tatumella (23,4%), Chryseo-bacterium
(4,6%), Spingomonas (4,3%), Asaia (4,2%), Methylo-bacterium
(4,2%), Ralstonia (3,2%), Actinotalea (3,0%), Frateuria (2,7%),
Streptococcus (2,7%), Cellulomonas (2,5%), Bradyrhi-zobium
(2,5%) si Bacillus (1,8%).

Se observa ca Mortierella si Saitozyma are o corelatie
negativa cu Erysiphe, Alternaria si Mycosphaerella, trei agenti
patogeni ai plantelor, in timp ce Hanseniaspora inhiba, de
asemenea, Aspergillus. Meyerozyma si majoritatea bacteriilor si
fungilor sunt corelate negativ (figura 3.7).
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Lipsa protectiei impotriva oxigenului si fermentatiile lente
vor favoriza dezvoltarea bacteriilor acetice [18]. Se poate observa
in figura 3.7. ca Saccharomyces prezinta o corelatie pozitiva cu
Gluconobater. Cele mai atractive non-Saccharomyces, Metsch-
nikowia si Torulaspora, nu au corelatii cu alte ciuperci, dar au
corelatii pozitive cu unele bacterii, printre care coeficientul de
corelatie dintre Metschinikowia si Frateuria, Torulaspora si
Pseudarthrobacter, Torulaspora si Enterococcus este foarte mare.

Aparitia speciei Tatumella prezinta o corelatie negativa cu
aproape toate celelalte genuri de bacterii, indicand o posibilad
inhibitie a altor bacterii de catre acest gen. Genul de LAB Weisella
are o co-ocurentd puternicd cu Chryseobacterium, Aerococcus $i
Pseudarthrobacter.

IV. IMPLEMENTAREA TEHNOLOGIEI DE
BIOPROTECTIE SI CERTIFICAREA ECOLOGICA

4.1. Implementarea tehnologiei de bioprotectie in elaborarea
vinurilor rosii sub certificarea ecologica

Comparatia este facutd intre grupul de control al grupului C1
si grupul de bioprotectie al vinului BP. Torulaspora delbrueckii si
Metschnikowia pulcherrima ca agent de bioprotectie addugat la
inceputul vinificatiei Grupul BP.

Avand in vedere rezultatele fizico-chimice din tablelul 4.1,
vinurile produse cu levuri non-Saccharomyces ca bioprotectie au
fost caracterizate prin concentratia Tn masa a acizilor volatili si
substantei fenolice totale, antociani totali, semnificativ mai mare si
un IPT predominant.

Continutul de polifenoli si antociani din grupul martor este de
899,95 mg/dm?, respectiv 191,65 mg/dm?, valori relativ scazute,
ceea ce este asociat cu soiul de struguri utilizat. In schimb, grupul
BP prezinta un continut de polifenoli si antociani de 1312,35
mg/dm?, respectiv 492,00 mg/dm?, semnificativ mai mare decat
grupul C 1. Tehnologia de bioprotectie a crescut considerabil
continutul de antociani si polifenoli in vinuri.
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Tabelul 4.1. Analiza fizico-chimica a vinurilor elaborate cu

bioprotectie.
Parametrii fizico-chimici Grupul C1 Grupul BP
Concentratia alcoolica, % vol. 14,44+0,01a 14,49+0,04a
pH 3,61+£0,01a 3,63+£0,01a

Concentratia in masa a acizilor

total, g/dm? 4,80+0,00a 4,65+0,07a
Concentratia in masa a acizilor

i o/dm? 0,21+0,01b 0,45+0,01a
volatili, g/dm
Concentratia in masa a acizilor 1.5940.15a { 5120.06a
titrabili, g/dm? ) ) ) ,
Concentratia in masa a acidului 1,5240.23a 1,6540.01a

lactic, g/dm’?

Indicele polifenolilor totali (IPT) 34,30+0,15b 46,98+0,06a

Concentratia Tn masa a sub.

fenolice totale, mg/dm?’ 899,95+132,02b| 1312,35+15,34a

Concentratia Tn masa a

antocianilor totale, mg/dm? 191,65+14,64b | 452,00+3,39a

Astfel, cresterea continutului de antociani si polifenoli sugereaza ca
vinurile din grupul BP isi pot mentine o culoare, structurd si
complexitate mai stabile pe parcursul maturarii acestora n butoi de
stejar. Nivelul ridicat de polifenoli poate contribui la o astringentd
mai pronuntata, aspect ne observat in evaluarea senzoriala.

Din prezentarea radar a profilului senzorial a vinurilor
(figura 4.1), vinul cu bioprotectie a fost apreciat in cu punctaj
maxim la caracteristicile senzoriale, cu exceptia echilibrului.
Diferentele sunt mici, cu exceptia intensitdtii aromei si aromei de
fructe, vinurile cu bioprotectie obtin un scor mai bun decét cele de
control.
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Figura 4.1. Figura radar a analizei senzoriale ale vinurilor cu
bioprotectie
4.2 Implementarea procesului de pregitire a maiei de levuri
indigene optimizate la elaborarea vinurilor rosii sub
certificarea ecologica
Rezultatele indicilor fizico-chimici (tabelul 4.2) aratd ca
grupul MLI prezinta diferente semnificative in compozitia chimica,
evidentiind caracteristicile metabolice unice ale levurilor non-
Saccharomyces implicate in procesul de fermentatie. La nivel
organoleptic toate rezultatele grupului MLI nu au aratat diferente
semnificative in comparatie cu grupul de control.
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Figura 4.2. Diagrama radar a analizei senzoriale ale vinurilor
cu MLI
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Tabelul 4.2. Analiza fizico-chimica a vinurilor cu MLI (C2-
proba control si MLI-proba cu maia de levuri indigene)

Parametrii fizico-chimici Grupul C2 Grupul MLI
Concentratia alcoolica % vol. 14,44+0,01a 14,46+0,10a
pH 3,61+0,01a 3,68+0,01a

Concentratia in masa a

substantelor volatile, g/dm?

glicerololului, g/dm?

aldehida acetica 4,35+1,20a 4,30+2,97a
etilacetat 60,55+0,35b 70,25+0,35a
methanol 67,95+2,05a 66,00+2,12a
izopropanol 2,00+0a 2,00+0,28a
n-propanol 68,60+£0,57a 47,60+1,41b
izo-butanol 48,20+0,28a 45,90+0,57b
n-butanol 1,15+0,07a 0,60+0,14a
izopentanol 239,25+6,01b 244,45+5,87a
Concentratia in masa a 5.40+0,14a 5.70+1.27a

Concentratia in masd a 2,3-
butilenglicol, g/dm’

164,15+11,95a

172,05+43,06a

Concentratia in masa a acizilor organici, g/dm?

tartric 1,59+£0,15a 1,35+0,02a
malic 0,15+0,01a 0,13+0,01a
citric 0,13+0,01a 0,11+0a

succinic 0,45+0,11a 0,30+0,11a
lactic 1,52+0,23a 1,43+0,04a

Studiul experimental al variantei MLI optimizat realizat in
laborator, iar procesul de vinificatie s-a desfasurat conform
descrierii din sectiunea 2.2. In timpul procesului de fermentare
spontana a pregatirii MLI-T, este evident cd MT1 a intampinat
probleme in jurul mijlocului fermentatiei, indicate de prezenta
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crescutd a fungilor neclasificati la etapa finala MT1, impreuna cu o
cantitate insuficienta de S. cerevisiae (figura 4.3). Acest lucru a fost
confirmat de evaluarea senzoriala, cu un numar mai mare de
degustatori care au observat defecte olfactive in MT1.
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Pe durata fermentatiei alcoolice grupul MO a avut un
inceput de fermentatie mai lent, dar a inregistrat o viteza stabilad
incepand cu ziua a doua, ajungand aproape de finalizare in ziua a
cincea, ceea ce sugereaza ca adaugarea de vin a inhibat concurenta
microorganismelor nedorite, sporind stabilitatea fermentatiei.
Contrar, grupul C3, a avut un Inceput mai lent, posibil din cauza
necesitatii de reactivare si adaptare a S. cerevisiae comerciala, desi
viteza fermentatiei a crescut in etapele ulterioare, eficienta generala
a ramas inferioara grupurilor MO si MT.

Similar, in timpul procesului de pregétire a MLI-O, MO1 a
intdmpinat probleme similare, cu niveluri mai ridicate ale
organismelor neclasificate In timpul mijlocului fermentatiei in
comparatie cu celelalte esantioane. Desi nivelurile de S. cerevisiae
au fost mai scazute decat in celelalte doud esantioane la finalizarea
fermentatiei, ele au fost totusi mai mari decét in grupul MT, un fapt
confirmat de evaluarea senzoriald. Desi NGS nu a putut identifica
microorganismele neclasificate specifice, este plauzibil ca aceste
organisme au contribuit la alterarea vinului si la formarea gusturilor
neplacute. Comparand procesele de pregatire a MLI, este evident
cd in timpul procesului au fost implicati mai multi drojdii non-
Saccharomyces 1n fermentatie, cum ar fi speciile de H. uvarum si
Metschikowia. La pregatire S. cerevisiae a reprezentat mai putin de
50%. Acest lucru ar putea fi un factor contribuitor la defectele
percepute in esantioanele din grupul MT.

In procesul de pregitire a grupului MO, cu exceptia lui MO,
S. cerevisiae a dominat 1n cele din urma comunitatea microbiana.
Initial, Metschikowia a participat la fermentatie, scdzand treptat, in
timp ce Lanchancea a crescut. MDI-O, prin adaugarea de alcool, a
inhibat unele levuri non-Saccharomyces si alte microorganisme
care pot altera vinul, crescand in final cantitatea de levuri non-
Saccharomyces in PdC, rezultand intr-un proces de fermentatie
alcoolicd mai sigur si mai eficient. In ceea ce priveste proprietitile
fizico-chimice, au fost observate diferente semnificative doar in
ceea ce priveste aciditatea volatila si continutul acidul malic.
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Nivelurile de AV si acid malic in ambele grupuri experimentale cu
utilizarea PdC au fost semnificativ mai scazute decét cele din
grupul de control. In analiza PCA descrisa in figura 4.4, doui
componente principale pot explica 79,8% (55.6 % + 24.2%) din
variatie, indicand o putere de explicare puternica. Aceasta analiza
PCA este considerata eficientd la acest nivel de interdependenta.
Atributele senzoriale evidentiazd un avantaj semnificativ al
grupului C, cu o distributie strdnsa a probelor in cadrul grupului,
indicand stabilitate si consistenta. Probele grupului MO (triunghi
verde) se situeaza in principal in zona din dreapta jos si Tn mijlocul
graficului, unde MO 2 si MO 3 sunt apropiate de atributele "Fructe
proaspete" si "Flori", evidentiind caracteristici puternice de fructe
proaspete si note florale.
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Figura 4.4. Analiza PCA a analizei senzorial

Cu toate acestea, MO se distanteaza de grup si este asociat
cu atributul "Amar", ceea ce sugereaza posibile defecte senzoriale
sau o variabilitate ridicata. Probele grupului MT (patrat albastru) se
regasesc in partea stanga a graficului, asociate cu atribute negative
precum "Vegetal" si "Astringent", ceea ce reflectd o calitate
senzoriala inferioara si o variatie mare intre probe la nivel gustativ.

27



Un total de 59 de compusi volatili au fost identificati,
inclusiv 30 esteri, 6 alcooli, 7 aldehide, 3 cetone, 1 terpena, 6 acizi,
2 tioli, 2 pirazine si 2 alti compusi. Grupul C a avut cea mai mare
cantitate de compusi volatili pozitivi, in special esteri, contribuind
la intensitatea mai ridicatd a aromei in evaluarile senzoriale. Grupul
MO, desi a avut o cantitate usor mai micd de compusi volatili
pozitivi decat C, a mentinut, totusi, o proportie scazuta de compusi
volatili negativi. Grupul MT, cu un numar mai redus de compusi
pozitivi si compusi negativi notabili.

CONCLUZII GENERALE

1. Numadrul total de levuri de pe suprafata strugurilor
variaza de la 2,2E+04 pana la 3,9E+07 UFC/bob, iar numarul celor
cultivabile de pe suprafata strugurilor variaza de la 4,1E+02 pana
la 8,0E+06. Contrar in mustul de struguri se contine un numar mai
mic de levuri decat cel de pe suprafata strugurilor, variind intre
8,9E+02 si 4,25E+06 UFC/mL si numarul de levuri cultivabile
variaza de la 8,9E+02 pana la 9,0E+05 UFC/mL.

2. Analiza statisticd a factorilor climatici si a utilizarii
produselor fitosanitare, a stabilit ca produsele fitosanitare utilizate
pentru combaterea fainarii reduc numarul de levuri cultivabile, dar
contribuie la cresterea numarului total de levuri. Contrar, produsele
fitosanitare pentru fainare determina trecerea drojdiilor de pe
suprafata strugurilor in starea viabild, dar necultivabila, ceea ce
duce la scaderea numarului de drojdii din mustul de struguri.

3. Zona IGP Valul lui Traian a fost apreciata ca fiind una cu
cea mai mare diversitate microbiand din cele trei regiuni IGP
nationale, fapt stabilit prin studiul NGS.

4. Componenta fungilor si bacteriilor a strugurilor din
Republica Moldova la nivel de increngatura, fungii predominanti
sunt cei din Ascomycota si cei Proteobacteria la bacterii.

5. Dupa nivelul de raspandit in genul fungilor domina:
Hanseniaspora, urmat de Saccharomyces si Metschnikowia; la
bacterii Gluconobacteria, Tatumella si Chryseobacterium, iar
bacteriile lactice sunt cel mai putin raspindite.
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6. Producerea vinurilor cu bioprotectie s-a efectuat folosind
doud levuri non-Saccharomyces: M.pulcherrima si T.delruckii,
intdlnite frecvent pe strugurii din RM. Vinul produs are o calitate
bund, cu un buchet de arome mai pronuntat de fructe si un continut
mai ridicat de compusi fenolici si antociani.

7. Procedeul cu MLI optimizat a produs vinuri cu aciditate
volatila si acid malic mai scazute in comparatie cu cele obtinute cu
levuri comerciale, avand totodatd un buchet de arome fructat mai
pronuntat, atribuit levurilor Lachancea thermotolerans.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Se recomandd reducerea treptatd sau inlocuirea
produselor fitosanitare chimice cu solutii de protectie organica si
biologica, cum ar fi pesticidelor pe baza de microorganisme (de
exemplu, Meyerozyma, identificatd in subsectiunea 3.2. ca fiind
prezenta in comunitdtile microbiene autohtone).

2. Selectarea si utilizarea levurilor non-Saccharomyces
potrivite pentru bioprotectie: M. pulcherrima si T. delbrueckii care
au capacitatea de a dezvolta vinuri cu un profil aromatic fructat.

3. Selectia tulpinilor de levuri Saccharomyces si non-
Saccharomyces indigene regiunii vitivinicole pentru a realiza
fermentatia alcoolicd, imbunatitirea complexititii aromatice a
vinului si sprijinirea practicilor vinificale sustenabile si durabile.

4. In conditii de stres pentru comunititile microbiene
indigene (anii caniculari sau noptile reci inaintea recoltarii
strugurilor) utilizarea MLI optimizat s-ar dovedit a fi o metoda
eficientd si naturald, ce contribuie la eficienta si calitatea
fermentatiei alcoolice.
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ADNOTARE
Meiling Yao, ,,Diversitatea microbiania a soiurilor de struguri din
trei regiuni cu indicatii geografice ale Republicii Moldova”, Teza de
doctorat in stiinte ingineresti, Chisiniu, 2025

Structura tezei: Teza este compusda din introducere, patru capitole,
concluzii si recomandari, bibliografie cu 186 referinte, 8 anexe, 122 pagini de
continut de baza, 21 tabele, 30 figuri. Rezultatele au fost prezentate in 8 publicatii
stiintifice.

Cuvinte-cheie: Diversitatea microbiand, factori climatici, managementul
vitei de viei, tehnologia de secventiere de noud generatie (NGS), indicatii
geografice protejate (IGP).

Scopul lucrarii: consta in investigarea diversitatii microbiene a strugurilor
din cele trei indicatii geografice protejate a Republicii Moldova, explorarea
functiei resurselor microbiene.

Obiectivele cercetirii: Studierea cantitativdi a microorganismelor
strugurilor produsi in 3 zone IGP din RM; studierea factorilor care influenteaza
cantitatea si calitatea microorganisme-lor asociate strugurilor; identificarea
microbiomului strugurilor din RM; dezvoltarea unei strategii inovatoare de
vinificatie prin utilizarea microorganismelor comerciale si/sau indigene.

Noutatea stiintifica si originalitatea tezei consta utilizarea, in premierd, a
tehnologiei NGS 1n domeniul microbiologiei strugurilor produsi in regiunile IGP
din RM, precum si in folosirea, pentru prima data la nivel mondial, a tehnologiei
NGS pentru soiul de struguri autohton - Feteasca Neagra.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme
stiintifice importante: Descrierea compozitiei comunitdtii microbiene din
mustul strugurilor moldovenesti, demonstrdnd cd speciile Torulaspora
delbrueckii si Metschnikowia sp. sunt levuri non-Saccharomyces larg raspandite
pe strugurii produsi in zonele IGP din RM. Acest lucru contribuie la dezvoltarea
produselor vitivinicole cu caracteristici locale prin utilizarea diferitelor resurse
microbiene indigene.

Semnificatia teoretica si valoarea practica aplicatia: Pe baza cercetarii
efectuate, a fost propusa tehnologia producerii vinurilor cu bioprotectie folosind
doud levuri non-Saccharomyces: Torulaspora delbrueckii si Metschnikowia
pulcherrima. Procedura de pregatire a maielei de levuri indigena (MLI) a fost
optimizata prin fortificarea cu vin a mediului de cultura, si a fost stabilit efectul
acestui procedeu tehnologic asupra calitatii organoleptice si parametrilor fizico-
chimice a vinurilor elaborate.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Elementele tehnologice ce tin de
bioprotectie si MLI au fost aplicate in practica la IM ,,Vinaria Purcari” SRL la
producerea ecologicd a vinurilor roze si rosii pe parcursul campaniilor de
vinificatie 2021-2023.

32



AHHOTANUA
Meiling Yao «Mukpo0Hoe pa3HOOOpa3He cOPTOB BUHOTPaaa U3 Tpex
PeruoHoB c reorpagpuyeckumMu ykazanusamu Pecnyoanku MosigoBay.
Juccepranust Ha cTelleHN JOKTOPAa TeXHMYeCKUX Hayk, Kummnnes, 2025.

CtpykTypa quccepramun: [{uccepranus COCTOUT U3 BBEJCHHS, YETHIPEX INIaB,
BBIBOJIOB M pEKOMEHAaLU, oubnuorpaduu u3 186 ncrouHukoB, 8 npuiioxenuit, 122
CTpaHUILIbl OCHOBHOTO cojepxkaHus, 21 Ttabmunu, 30 pucynkoB. Pesymbrarsl
HCCIIEeA0BAHMS ObLIM IPEICTABICHBI B 8 HAYyYHBIX ITyOIHKALISX.

KnroueBble ciaoBa: MukpoOHoe pa3zHOOOpa3ue, KIMMaTHYeCKHue (PaKTopsl,
yIpaBieHHe BHHOTPAJHUKAMH, TEXHOJOTHS HOBOTO ITOKOJEHHS CEKBEHHPOBAHUS
(NGS), zammménnoe reorpagpuueckoe ykazanue (3I'Y).

Leas padorsi: MccnenoBanne MUKpOOHOTO pa3HOOOpa3usi BUHOTPAAa U3 TPEX
3allUIIEHHBIX reorpadudeckux ykasanuil (3['Y) PM u wusyuenue QyHKIMiA
MHKPOOHBIX PECYPCOB.

3agaun mcciaenoBaHnsa: KonnmuecTBEHHOE W3YYCHHE MHKPOOPTaHH3MOB
BUHOT'PaJIa, BBIPALICHHOTO B Tpex peruoHax ¢ 3['Y B PM; uccnenoBanue Gpakropos,
BITUSIOIIIX HA KOJUYECTBO U KAYECTBO MUKPOOPTAHH3MOB, CBSI3aHHBIX C BHHOTPAIOM;
uaeHTHUKaUs MUKpoOMoTa BUHOTpaza u3 PM; pa3paboTka WHHOBAIMOHHOMW
CTpPAaTerMM BHHONENHS C HCHOIb30BAaHHEM KOMMEPYECKHX W/WIIHM MECTHBIX
MHUKPOOPTAaHN3MOB.

HayyHass HOBH3HA M OPHIMHAJIBHOCTH JHccepramumn: Brepsrle Obuta
npuMeHeHa TexHonoruss NGS ans ucciefoBaHHs MHKPOOWOJIOTMH BHHOTPAJA,
BhIpalleHHOro B peruoHax 3I'Y B PM, a taxke BrepBble B Mupe TexHonorus NGS
ObLIa UCTIONB30BaHa ISl H3yUYEHHUs] MECTHOTO copTa BHHOTrpasa — Feteasca Neagra.

IHosny4yeHHbIe pe3yJbTaThbl, CHOCOOCTBYIONINE PeLICHUI0 BAXKHONH HAy4YHOIl
npodsemMbl: BbIABIEH cocTaB MHUKPOOHOrO cOOOIECTBA B CYyClle MOJIIABCKOTO
BUHOTPa/ia, MPOAEMOHCTpUPOBaHO, uTo Torulaspora delb. n Metschnikowia sp.
SBJIIOTCSL IIMPOKO PAaCHPOCTPAHCHHBIMH HECAXapOMHIETHBIMHE JAPOXOKAMH Ha
BUHOTpajie, BhIpamieHHOM B peruoHax 3['Y B PM. DTo OTKphITHE CIOCOOCTBYET
Pa3BUTHIO BUHOMCIIBICCKON MPOLYKIH C JIOKAIbHBIMH XapaKTe-PUCTHKAMU 33 CYET
WCTIOIBb30BAHUS PA3IMIHBIX MECTHBIX MUKPOOHBIX PECYPCOB.

Teopernyeckasi 3HAYMMOCTh M NPHKJIATHAS NPAKTHYECKAS IEHHOCTH:
Brima mpeioxkeHa TeXHOJIOTHS TPOU3BOCTBA BUH ¢ OMO3ALIUTOH C HCTIOIb30BAaHUEM
JIByX HecaxapOMHLETHbIX apoxokeil: Torulaspora delb. u Metschnikowia pul. Ha
OCHOBE TIPOBEICHHBIX HccienoBannii. [Ipomeaypa moAroToOBKM MECTHOM APOKIKEBOI
3akBacku (MJ]3) Oblna onTUMU3UpOBaHA IyTeM oOoramieHus (GepMeHTalUOHHOM
cpempl BHHOM, YCTaHOBJECHO BIHMSHHE OSTOTO TEXHOJIIOTHMYECKOTro IIporecca Ha
OpraHoJeNnTHYECKUe U (PU3NKO-XUMHUUECKHUE CBOUCTBA BUH.

Buenpenue HayYHBIX pe3yJbTaTOB: TeXHOIOTHIECKUE IIEMEHTHI, CBI3aHHBIE
¢ O6uozanmToil 1 3akBackoit M/[3, ObUIM MPUMEHEHHI B IPAKTHKE HA MPSIIPUSITHH
KOO ,,Vinaria Purcari” [uist mpoOH3BOACTBA SKOJIOTUYECKHX PO30BBIX M KPACHBIX BHH
B BUHOJEeIpIeCcKuX Kammanuii 2021-2023 romos.
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ABSTRACT
Meiling Yao “Microbial diversity of grape varieties from three
Protected Geographical Indication regions of the Republic of Moldova.”
PhD thesis in engineering sciences, Chisinau, 2025.

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, four chapters,
conclusions and recommendations, a bibliography with 186 references, 8
annexes, 122 pages of core content, 21 tables, and 30 figures. The results have
been presented in § scientific publications.

Keywords: Microbial diversity, climatic factors, vineyard management,
next-generation sequencing technology (NGS), protected geographical
indications.

Purpose of the work: To investigate the microbial diversity of grapes from
the three protected geographical indications of the Republic of Moldova and to
explore the function of microbial resources.

Research objectives: Study the quantity of microorganisms in grapes
produced in the three protected geographical indications; study the factors that
influence the quantity of grape micro-organisms; identify the microbial
community of grapes in Moldova; develop an innovative winemaking strategy
using commercial and/or indigenous microorganism.

Scientific novelty and originality of the thesis: the first application of
NGS technology in the field of grape microbiology produced in the protected
geographical regions of the Republic of Moldova, as well as the first worldwide
use of NGS technology for the indigenous grape variety - Feteasca Neagra.

Results obtained that contribute to solving an important scientific
problem: Revealing the composition of the microbial community on the surface
of Moldovan grapes, demonstrating that Torulaspora delbrueckii and
Metschnikowia sp. are widespread non-Saccharomyces yeasts on grapes of the
Republic of Moldova. This contributes to the development of viticultural
products with local characteristics through the use of various indigenous
microbial resources.

Theoretical significance and practical applied value: Based on the
conducted research, a bioprotection wine technology using two non-
Saccharomyces yeasts: Torulaspora delbrueckii and Metschnikowia pulcherrima,
was proposed. The procedure for preparing an indigenous yeast starter (IYS) was
optimized by fortification with wine in the culture medium, and its effect on the
organoleptic and physicochemical quality of the final products was established.

Implementation of scientific results: Technological elements (bio
protection and IYS) were applied in the practice of LLC ,,Vinaria Purcari” for
the production of ros¢ and red wines in conversion to organic viticulture during
the 2021-2023 campaigns.
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