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ADNOTARE

Meiling Yao, ,,Diversitatea microbiana a soiurilor de struguri din trei regiuni cu
indicatii geografice ale Republicii Moldova”, Teza de doctorat in stiinte ingineresti,
Chisinau, 2025
Structura tezei: Teza este compusa din introducere, patru capitole, concluzii si recomandari,

bibliografie cu 186 referinte, 8 anexe, 122 pagini de continut de bazd, 21 tabele, 30 figuri.

Rezultatele au fost prezentate n 8 publicatii stiintifice.

Cuvinte-cheie: Diversitatea microbiand, factori climatici, managementul vitei de viei,

tehnologia de secventiere de noua generatie (NGS), indicatii geografice protejate (IGP).

Scopul lucrérii: constd in investigarea diversitdtii microbiene a strugurilor din cele trei

indicatii geografice protejate a Republicii Moldova, explorarea functiei resurselor microbiene.

Obiectivele cercetarii: Studierea cantitativd 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
in 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 comunitatii microbiene din mustul strugurilor moldovenesti, demonstrand
ca 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 aplicata: Pe baza cercetdrii 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 optimizatd 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 st MLI
au fost aplicate in practica la IM ,,Vinaria Purcari” SRL la producerea ecologici a vinurilor roze si

rosii pe parcursul campaniilor de vinificatie 2021-2023.



AHHOTAIUA
Meiling Yao «MukpoOHoe pazHOoOOpa3ue COPTOB BHHOIPA/ia U3 TPeX PerHOHOB €
reorpapmueckumu ykazanusimu Pecnyoinuxku MonnoBay». /Iuccepranusi Ha cTeneHu
AOKTOpa TeXHM4YecKnX Hayk, Kumunes, 2025.
CrpykTtypa auccepranum: /luccepranus COCTOMT U3 BBEACHUS, YETHIPEX IVIaB, BHIBOIOB U
pexomeHganuii, oudauorpadpuu u3z 186 UCTOUHUKOB, 8§ MpHUIOKEHUH, 122 CTPaHUIBI OCHOBHOTO
conepkanusi, 21 Tabmur, 30 pucyHKoB. PesynpTarhl mccienoBaHus ObUIM TPEICTaBICHBI B 8

HAy4HbIX ITyOIHKAIHIX.

KuarueBsbie ciaoBa: MukpoOHOE pa3zHOOOpaswe, KIMMaTH4YecKhe (PaKTophl, yHpaBIICHHE
BUHOTPAJHUKAMHU, TEXHOJOTHS HOBOTO TOKOJEeHHs cekBeHupoBaHus (NGS), 3amuménHoe

reorpaduueckoe ykazanue (3I'Y).

ean padoTsl: VccnenoBanne MUKpPOOHOTO pa3HOOOPA3Msl BUHOTPAJIa M3 TPEX 3alUIICHHBIX

reorpaduueckux ykazanuit (3['Y) PM u usydenue QpyHKIU MUKpPOOHBIX PECYPCOB.

3agaun  ucciaenoBanus: KoinuecTBeHHOE W3y4eHHME MMKPOOPTaHM3MOB BHHOIpaja,
BBIpaIlleHHOTo B Tpex peruoHax ¢ 3I'Y B PM; uccnenoBanue (pakTopoB, BIUSIONIUX HAa KOJTMYECTBO
U KayeCTBO MHKPOOPTaHU3MOB, CBSI3aHHBIX C BHHOTPAZOM; HIECHTH(UKALUS MHUKpPOOHOTa
BUHOTpana u3 PM; pa3paboTka MHHOBAIIMOHHOW CTPAaTE€THH BUHOJNEIHUS C HCIOJIh30BAHUEM

KOMMEPUYECKHUX U/UJIH MECTHBIX MUKPOOPTaHU3MOB.

Hayynasi HOBM3HA W OpPHUIMHAJBHOCTH JMccepTanuu: Brepseie Obula npuMeHeHa
texHosorust NGS 171 ricciieoBaHUs MUKPOOHUOJIOTMH BUHOTPA/1a, BRIPAIIECHHOTO B peruoHax 3['Y
B PM, a takxe BnepBbie B Mupe TexHonorust NGS Obuta ucnonabp3oBaHa Ui U3y4E€HUS] MECTHOTO

copra BuHorpana — Feteasca Neagra.

ITosryuyeHHbIe pe3yabTaThl, CIOCOOCTBYIOLINE PEelICHHI0 BAKHOW HAYyYHOH NMPOOJIeMbl:
BoisiBnen  coctaB MHKpOOHOro  cooOmecTBa B Cyclie  MOJJIaBCKOTO  BHHOTPAJa,
MPOJEMOHCTPUPOBAHO, 4TO Jorulaspora delb. w Metschnikowia sp. SBISIIOTCS IAPOKO
pacnpocTpaHeHHbIMU HECAXAPOMUILIETHBIMU APOACGKAMH HAa BUHOTPAJIE, BHIPAILIEHHOM B PETMOHAX
3I'Y B PM. D10 OTKpBITHE CIOCOOCTBYET Pa3BUTHIO BUHOAEIBUECKON MPOIYKIIMH C JTIOKATbHBIMH

XapaKTC-pUCTUKAMH 3a CUCT UCIIOJIb30BaHUA PA3JIMYHBIX MCCTHBIX MI/IKpO6HBIX PECYpPCOB.

Teopernueckasi 3HAYMMOCTH M NPHUKJAJHAs TPaKTHYecKass M[EHHOCTh: brita
MNpEIJIOKCHA TCXHOJIOTHA IIPOU3BOACTBA BHUH C 6I/IOBaH_IHTOI>'I C HCIOJb30BAHHUECM JIBYX
HECaxapOMHUIICTHBIX Apoxkelt: Torulaspora delb. n Metschnikowia pul. Ha oCHOBE POBEIEHHBIX
ucciaenoBanuii. [lpomenypa TOATOTOBKM MECTHOM JpoxokeBoM 3akBacku (MJI3) Obuta
ONTUMHU3UPOBAHA IIyTEM 0OOTaIeHNsT (PEPMEHTALMOHHON Cpebl BHUHOM, YCTAHOBJICHO BIIUSHUE

9TOT'0 TCXHOJOTHUYCCKOT'O MPOLICCCa Ha OPTaHOJICOTUICCKUC U (1)I/I3I/IKO-XI/IMI/I‘-I€CKI/I€ CBOMCTBA BHUH.

BHeapeHue Hay4HBIX pe3yJbTaTOB: TeXHONOTMYECKHE D3JIEMEHTHI, CBSI3aHHBIE C
O6uozamuroii u 3akBackoii M/13, 6bputn puMeHeHsl B pakTtuke Ha npeanpuatuun KOO ,,Vinaria
Purcari” mis mpoOM3BOACTBAa HKOJIOTHYECKMX PO3OBBIX M KPAaCHBIX BHH B BHHOMEGIBYECKHUX

kamnanui 2021-2023 rogos.



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 8 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

reésources.

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 (I'YS) 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 rosé¢ and red wines in

conversion to organic viticulture during the 2021-2023 campaigns.
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PCoA- Analiza Principalilor Coordonate

PCR- Reactia de polimerizare in lant

PdC- Pied-de-cuve

PIB- Produsul Intern Brut

PICRUST- Inferenta Profilurilor Functionale ale Comunitétilor Microbiene Utilizand Bazele de
Date Culturale

SO»- Dioxidul de sulf

SSCP- Polimorfismele de conformatie a monocatenare

TFI-Indicele Frecventei Tratamentelor Fitosanitare

T-RFLP- Polimorfismele de lungime a fragmentelor de restrictie terminala
UV- Ultraviolete

VBNC- Celulele viabile dar non-cultivabile
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate: Organizatia Internationala a Viei si Vinului
(OIV) defineste ,,terroir-ul” ca o zona in care cunostintele colective despre interactiunile dintre
factorii umani si naturali contureaza caracteristicile unice ale vinului produs. Diversitatea
microbiand, cunoscuta si sub denumirea de ,,terroir microbian”, este un component important al
terroir-ului vinului. Acest concept a fost introdus in domeniul oenologiei acum cativa 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 cei mai importanti factori care
determind diversitatea microbiand a strugurilor. Sub conceptul de ,.terroir 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 vitivinicola 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 totald produsa in agricultura.
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 comerciala externd 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 totald 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 vinarii 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 munca activa a tarii.

In acest context, cercetirile recente in domeniul microbiologiei vinului au inceput sa 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
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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 sd se adapteze la conditiile
specifice mediului, sa fermenteze glucidele din must si sa contribuie la obtinerea unor vinuri cu
tipicitate si calitati organoleptice inalte.

Studiul realizat de Wang et al. aduce o contributie la intelegerea ,.terroir-ului microbian”
moldovenesc, explorand vinul Feteascd 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 culturd starter, iar rolul levurilor non-Saccharomyces a fost ignorat.
Recent, cercetatorii Roudil L., si Russo P., au descoperit cd levurile non-Saccharomyces pot
contribui pozitiv la aroma, calitatea si siguranta alimentara 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 atat de mult precum fungii, iar interesul pentru
aceste s-a concentrat in principal pe bacteriile lactice (LAB) si pe bacteriile acetice (AAB). LAB
reprezintd genuri precum Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus,
Weisella si Oenococcus oeni, care sunt frecvent utilizate in vinificatie. AAB reprezintd genuri
precum Acetobacter si Gluconobacter, care au fost identificate in diferite studii [6]. Intr-un studiu
realizat de Zgardan D., et al. in vinurile din RM a fost raportata prezenta AAB, in special a speciel
Acetobacter pasteurianus, la toate etapele vinificatiei, determinand o crestere a aciditatii volatile
peste limitele acceptabile [7].

Este bine cunoscut faptul ca, fermentatia mustului de struguri si productia de vin reprezinta
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
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diversitatea bacteriana este in crestere, avand in vedere cad acestea contribuie la proprietatile
senzoriale ale vinului prin producerea de diversi metaboliti [5].

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

Suprafata bobului strugurilor este un habitat instabil, ce se schimba 1n functie de conditiile
climatice, care la randul lor depind de mai multi factori naturali, precum: temperatura, umiditatea
si radiatiile UV [7]. Yao a stabilit cd indicele temperaturilor nocturne in timpul maturarii strugurilor
(Cool night index) afecteazi cel mai mult populatia de levuri de pe suprafata bobului [8]. In timp
ce Combina et al. a confirmat ca precipitatiile aproape de timpul recoltarii strugurilor afecteaza
cantitatea si calitatea levurilor de pe suprafata bobului de strugure [9].

Desi s-au realizat numeroase cercetdri pand in prezent, rezultatele disponibile nu permit
aprecierea profunda a influentei factorilor climaterici asupra ecosistemului microbian caracteristic
podgoriilor vitivinicole din RM.

Un alt impact il 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 igiend alimentard, 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 calitatii In industria vinicola. Explorarea in prezent a unei game variate
de specii atat Saccharomyces cerevisiae, cat si non-Saccharomyces, pentru a imbunatati
caracteristicile vinului si a raspunde preferintelor in continua evolutie ale consumatorilor
genereaza o industrie vitivinicola competitiva si sustenabild [11].

Maiaua de levuri indigene (MLI) este o tehnica traditionald de vinificatie, care utilizeaza o
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cantitate mica de must partial fermentat ca inocul pentru a initia o noud fermentatie intr-un alt
volum de must sau mustuiald. Aceastda metodd urmareste sd 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 aceastd etapa influenteaza direct
aroma si caracterul final al vinului produs finit. De exemplu, utilizarea tulpinilor de
Saccharomyces cerevisiae selectate in laborator poate garanta o ratd constanta de fermentatie si un
control mai precis al procesului. Pe de alta parte, folosirea unei MLI derivate din fermentatii
spontane poate pastra autenticitatea microorganismelor din terroir, conferind vinului o
complexitate aromatica si o expresie regionala distincta. Totusi, aplicarea cu succes a MLI necesita
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 calitatile
produsului finit.

Bioprotectia reprezinta o tehnologie emergentd 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 1n stadiile timpurii ale fermentatiei alcoolice prin mecanisme
de inhibare competitiva si secretia de substante antimicrobiene. Aceste levuri nu doar ca asigura
stabilitatea microbiologica a vinului, dar contribuie si la complexitatea aromatica prin producerea
unor metaboliti unici (esteri aromatici si acizi organici). In plus, tehnologia de bioprotectie
contribuie la reducerea cantitatii de SO utilizatd, 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 acestui studiu constd in studierea diversitatii microbiene asociate strugurilor
produsi in cele trei indicatii geografice protejate din Republica Moldova si aplicarea
microorganismelor comerciale si/sau indigene in procesul de elaborare a vinurilor tipice, prin
interventie minima, in particular a vinurilor ecologice.
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In vederea realizarii scopului propus, au fost marcate urmitoarele obiective specifice:

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

- studierea factorilor care influenteaza diversitatea microbiand a strugurilor cultivati in cele
trei zone IGP;

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

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

- dezvoltarea wunei 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 influentatd de
clima (factorul natural) si de practicile de gestionare a podgoriilor de vitd-de-vie (factorul uman).

2. Republica Moldova detine o structurd unicd 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 tipicitatii
si autenticitatii produselor vitivinicole din podgoriile de vitd-de-vie a Republicii Moldova.

Studiul a fost realizat in cadrul proiectului ,,Struguri de calitate” din cadrul ONVYV, si a fost
realizatd in timpul stagierii la IM ,,Viniria Purcari” SRL, autoarea a fost sustinut de Consiliul
Chinez prin Bursa de Studii.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese

Analiza diversitatii microbiene a strugurilor si in procesul de fermentatie alcoolica a vinului
a evoluat semnificativ de-a lungul timpului, fiind condusa de progresele in tehnologiile moleculare.
Metodele microbiologice traditionale, cum ar fi microscopia si cultivarea pe medii de cultura, au
pus bazele intelegerii proceselor microbiene in productia de vin. Cu toate acestea, tehnologiile
moleculare bazate pe acidul dezoxiribonucleic (ADN), 1n special reactia de polimerizare in lant
(PCR), au revolutionat analiza diversitatii microbiene prin furnizarea unei rezolutii si fiabilitati
mai mari [12].

Utilizarea genelor marker moleculare revolutionar stabile, cum ar fi gena bacteriand 16S
rRNA si gena fungala ITS1-5.8S, rRNA-ITS2, a devenit standardul de aur pentru estimarea
diversitatii filogenetice Tn comunitdtile microbiene. Aceste gene marker au permis cercetatorilor
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sd identifice microorganismele direct din ADN-ul mediului, evitand necesitatea cultivarii [13].
Metodele independente de culturd, inclusiv polimorfismele de conformatie a catenelor simple
(SSCP), electroforeza pe gel cu gradient denaturant (DGGE) si polimorfismele de lungime a
fragmentelor de restrictie terminale (T-RFLP) [14, 15], au furnizat profilarea mai rapida, mai
sensibila si mai precisd a comunitatilor microbiene in comparatie cu metodele dependente de
mediul de cultura si conditiile de examinare.

Tehnicile bazate pe PCR, cum ar fi PCR-DGGE, au devenit larg utilizate pentru
monitorizarea populatiilor de drojdii si bacterii in timpul fermentatiei vinului, permitand
cercetdtorilor sa descifreze complexitatea si evolutia comunitatilor microbiene. Cu toate acestea,
aceste metode au limitari, cum ar fi sensibilitatea redusa si incapacitatea de a detecta populatiile
prezente 1n cantitati reduse.

Progresele recente in tehnologiile de secventiere de mare debit, cunoscute sub numele de
secventierea de noua generatie (NGS), au revolutionat in continuare prin analiza diversitatii
microbiene. Secventierea ampliconului reprezintd o abordare independenta de cultura, a permis
profilarea taxonomica, filogenetica si functionald a comunitatilor microbiene direct din ADN-ul
mediului. Tehnologiei de secventiere de tip amplicon cu NGS a furnizat o imagine cuprinzatoare
a diversitatii microbiene in cadrul si intre biotopurile complexe, inclusiv medii de vitd de vie si
fermentatie a vinului [16].

Analiza datelor prin tehnologia de secventiere de tip amplicon cu NGS implica inldturarea
secventelor terminale ale primerilor (engl. - adapter trimming), selectarea/clusterizarea OTU-
urilor si atribuirea taxonomica. Alt procedeu bioinformatic utilizat consta in Inldturarea erorilor
secventierii (engl. - denoising) [17, 18]. In cadrul procedeului adapter trimming se inlatura erorile
de citire obtinute prin reactiille de PCR si secventiere. Selectarea/clusterizarea OTU-urilor
grupeaza secventele similare Tn unitati taxonomice operationale (OTU-uri), care sunt apoi atribuite
taxonomic folosind baze de date de referinta. Instrumente precum PICRUSt si FUNG-uild permit
predictia functiilor genelor pe baza secventelor genelor marker, facilitind o intelegere mai
profunda a ecologiei si functiei microbiene [19].

In teza se prezintd o combinatie de abordiri traditionale si inovatoare pentru studierea
diversitatii microbiene a diferitor soiuri de struguri din trei zone IGP din Republica Moldova.
Pentru a numara populatia de microorganisme s-a folosit metoda conventionald, in care
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microorganismele fiind cultivate direct pe medii selective, iar pentru a evidentia microorganismele
in stare VBNC s-a utilizat microscopul epifluorescent. Morfologia microorganismelor a fost
observatd cu ajutorul microscopului, iar probele au fost trimise pentru secventiere la compania
Millegen din Labége, Franta. In 2022, s-a utilizat metoda secventierii de tip amplicon cu NGS
pentru identificarea structurilor comunitatilor microbiene asociate cu soiuri de struguri din trei
regiuni IGP, fiind aplicate metode bioinformatice de analiza.

Pe baza cercetarilor teoretice, acest studiu propune o tehnologie de vinificatie care prevede
utilizarea levuri non-Saccharomyces comerciale, speciile Torulaspora delbrueckii si Metschni-
kowia pulcherrima, ca agenti de bioprotectie, precum si un protocol optimizat de pregatire a
maielei de levurii indigene (MLI) fortificate cu vin. Scopul acestor solutii tehnologice este de a
dezvolta vinuri de nalta calitate, cu interventie minima, care sa respecte standardele de certificare
ecologica si sd asigure autenticitatea vinului produs.

Sumarul capitolelor tezei:

Introducere: ofera o prezentare generald a problemei de cercetare, evidentiind importanta
acesteia si necesitatea investigatiei.

Capitolul I: este prezentata o analiza detaliata a literaturii, acoperind publicatiile din ultimii
cinci ani. Studii experimentale si abordari practice ce includ populatiile microbiene gasite pe
suprafata strugurilor si in must la diferite etape tehnologice, factorii care influenteaza aceste
populatii, metodologiile de cercetare utilizate in studierea microbiotei strugurilor si utilizarea
resurselor microbiene ale strugurilor in enologie.

Capitolul II: cuprinde descrierea detaliatd a metodelor de cercetare utilizate. Prezentarea
informatiilor cu privire la tehnicile de esantionare, metodologiile de cercetare microbiand,
cuantificarea factorilor de mediu, metodele de analiza a proprietétilor fizico-chimice ale vinului,
tehnici de evaluare senzoriald si analizele statistice utilizate.

Capitolul III: include rezultatele cercetarilor microbiene privind cantitétile de levuri si
bacterii de pe suprafata strugurilor si in must din trei regiuni IGP ale Republicii Moldova, impactul
conditiilor meteorologice si ale produselor fitosanitare asupra numarul de levuri si izolarea
microorganismelor specifice. Spre finele capitolului sunt discutate rezultatele secventierii,
evidentiind structura completd a comunitatii microbiene, modelele de co-ocurentd si analiza
functionala folosind baze de date Funguid si KEGG.
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Capitolul 1V: se axeaza pe utilizarea a doud tulpini de levuri non-Saccharomyces in
productia de vin. Tulpinile sunt folosite pentru a produce vinuri cu bioprotectie ca alternativa la
tratarea cu dioxidul de sulf. In plus, este evaluat un vin elaborat folosind maiaua de levuri indigene
(MLI), precum si determinarea proprietatilor fizico-chimice si organoleptice a produsului finit
obtinut. Tehnicile de optimizare, MLI cu adaugarea de vin (MLI-M) sunt explorate, cu studii
microbiene dinamice care explica mecanismele implicate si argumenteaza rezultatele obtinute.

Teza se incheie cu paragraful concluzii si recomandari practice, evidentiind concluziile

cheie si sugerand domenii pentru cercetare si dezvoltare ulterioara.
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I. DIVERSITATEA MICROBIANA DE PE SUPRAFATA STRUGURILOR

Productia de vin este un proces complex, incepand de la vie si pana la vinul produs finit.
In acest lant, microorganismele joaca un rol decisiv. Astfel, de la mediul in care creste vita-de-vie,
cuprinzand solul, topografia, conditiile climatice si terroirul, pana la practicile de gestionare in vie,
microbiomul prezent in mod natural poate schimba potentialul compozitional al vinului.

Introducerea strugurilor in cramd si inceperea proceselor de vinificatie modificd in
continuare comunitatile microbiene. Realizarile recente in tehnologia de secventiere de generatie
noud (NGS) au permis Intelegerea mai precisd a comunitatilor microbiene asociate cu strugurii si
fermentatiile. Actualmente, avem o apreciere mai find a diversitatii microbiene in regiunile
producdtoare de vin, pentru a incepe sa intelegem cum diversitatea poate contribui la ferroir-ul
vinului. In plus, intelegerea diversitatii microbiene asociate cu strugurii ofera, de asemenea,
industriei vinicole cunostinte despre utilizarea resurselor microbiene indigene.

In acest scop s-a efectuat o analiza bibliometrici pentru a explora stadiul actual al
cercetarilor privind diversitatea microbiana de pe boabele de strugure [20]. Cautarea s-a efectuat
folosind urmatoarele cuvinte-cheie: (grape* OR wine*) AND (microb* OR bacter* OR fung* OR
microorg™® OR yeast) AND (berry* OR skin* OR surface®) AND (diversity® OR community* OR
abundance* OR richness* OR eco*) pe Web of Science, rezultdnd peste 1 875 rezultate. Din aceste
inregistrari, au fost selectate pentru analiza suplimentard 954 de lucrari publicate in ultimii cinci
ani (2018-2023).

Analiza bibliometricd a implicat identificarea cuvintelor-cheie cu frecventa inalta
(mentionate de peste 30 de ori) folosind VOS viewer (Versiunea 1.6.19 i0S), iar co-ocurenta
acestor cuvinte-cheie a fost examinata. Figura 1.1 prezinta relatia dintre cele 38 de cuvinte-cheie
cu frecventd naltd obtinute din analizd, prin reteaua de co-ocurentd. Aceastd analizd ofera
perspective in ariile cheie de cercetare si tendintele in studiul diversitdtii microbiene in boabele de
strugure, evidentiind interconectarea diferitelor concepte in acest domeniu.

Clusterul 1 (de culoare rosie) consta din 14 cuvinte-cheie, inclusiv termenul ,,1st report”
care indica faptul cd numerosi microbi care nu au fost recunoscuti anterior de catre cercetatori au
fost identificati pentru prima datd in ultimii cinci ani, datoritd progreselor in tehnologia de

secventiere de generatie noud (NGS).
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Figura 1.1 Analiza bibliometrica [20].

Managementul vitei-de-vie si solul raman subiecte populare in studiul diversitatii

microbiene in struguri. Aceste constatari evidentiaza importanta NGS in dezvaluirea comunitatilor

microbiene anterior necunoscute, marcand accentul continuu asupra managementului vitei-de-vie

si a factorilor legati de sol in cercetarea diversitatii microbiene in struguri.

Tabelul 1.1. Cluster-urile de cuvinte-cheie.

Nr. cluster- Numarul Cuvinte cheie

ului cuvintelor cheie

Cluster-ul 1 14 1 report, biodiversity, communities, diversity, fungi,
grapevine, identification, = management,  microbial
communities, microbiome, plant, resistance, soil, Vitis
vinifera.

Cluster-ul 2 13 Bacteria diversity, dynamics, flavor, high-throughput
sequencing, lactic-acid bacteria, microbial community,
microbial diversity, non-Saccharomyces yeast, quality,
Saccharomyces-cerevisae, strains, wine, yeast.

Cluster-ul 3 6 Fermentation, growth, impact, metabolism, microbiota,
polyphenols.

Cluster-ul 4 4 Bacteria, grape, terroir, vineyard.

Cluster-ul 5 1 Selection
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NGS a facut posibila identificarea diversitatii bacteriilor din boabele de strugure, depasind
accentul anterior pe bacteriile lactice (LAB) si bacteriile acetice (AAB). In studiile recente, levuri
non-Saccharomyces au devenit un subiect popular datoritd impactului lor potential asupra aromei
si calititii vinului, asa cum este evidentiat in Cluster-ul 2. In Cluster-ul 4, apare si termenul
»terroir”, indicand conexiunea sa cu locatia vitei-de-vie. Dupa cum s-a mentionat anterior, locatia
vitei-de-vie are un impact semnificativ asupra terroir-ului microbial, referindu-se la comunitatile
microbiene unice asociate cu site-urile specifice de vita-de-vie.

In plus, rolul selectici este remarcabil. In afari de interesul oenologic si de
microorganismele benefice, selectia microbilor locali sau a tulpinilor autohtone de Saccharomyces
cerevisiae are, de asemenea, o importantd deosebitd in modelarea diversitatii microbiene a
strugurilor, asa cum este evidentiat in rezultatele cercetarii.

In acest capitol, se oferd o discutie detaliati despre diversitatea microbiala a strugurilor si
aplicarea microorganismelor din struguri in oenologie, in baza analizei literaturii de specialitate.
1.1. Microorganismele de pe suprafata strugurilor

Bobul de strugure furnizeaza un mediu propice pentru cresterea diverselor tipuri de
microorganisme. Prin urmare, este crucial s avem cunostinte despre microflora rezidentd a
boabelor si despre utilizdrile si interactiunile lor potentiale cu microorganismele aplicate extern.
1.1.1. Bacterii

Bacterii acetice §i bacterii lactice — prezente pe suprafata boabelor de strugure inca de la
etapele initiale ale dezvoltarii boabelor. Prezenta lor este deosebit de importanta in strugurii tehnici,
deoarece acestea joacd un rol in procesul de fermentatie malolacticd. Bacteriile acetice sunt
microorganisme aerobe care desfasoara fermentarea oxidativd a carbohidratilor, alcoolilor si
alcooli carbohidrati. Aceste specii sunt cunoscute pentru producerea acidului acetic (otet) din
etanol prin procese biochimice. In strugurii sanatosi, populatia bacteriilor acetice este foarte mica.
Cu toate acestea, bacteriile acetice cresc atunci cand strugurii sunt deteriorati mecanic sau incep
sa se deterioreze [21]. Gluconobacter se gaseste in medii bogate In zahar precum strugurii, in timp
ce Acetobacter prospereaza in medii bogate in etanol care pot fi convertite 1n acid acetic.

Componentele boabelor de strugure, cum ar fi zaharurile, compusii azotati, acizii organici
si alte substante, sunt esentiale pentru cresterea acestor bacterii. Ca specific, bacteriile lactice
catalizeaza conversia acidului malic in acid lactic printr-un proces numit fermentatie malolactica.
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Cu toate acestea, in boabele neafectate, sansele de utilizare a substantelor nutritive esentiale acestor
bacterii sunt mai mici, ceea ce duce la o populatie mai mica in comparatie cu boabele afectate [22].
Un studiu efectuat in timpul fazei de dezvoltare a strugurelui a identificat prezenta bacteriilor
oportuniste precum Oenococcus oeni $i Pediococcus parvulus, care au tendinta de a coloniza
boabele deteriorate in loc de boabele sanatoase [23].

Alte Bacterii — diverse bacterii gram-negative si gram-pozitive sunt izolate de pe suprafata
strugurilor de vin [24]. Bacteriile non-lactice si non-acetice gasite in mod obisnuit pe boabele de
strugure includ specii: Streptomycetes, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Micrococcus $i
Actinomycete. Bacteriile apartinand increngaturilor Actinobacteria, Firmicutes si Proteobacteria
au fost raportate de Dolcetto si Sangiovese ca fiind rezidente pe suprafata strugurilor de vin [25].

In strugurii de masa, specii precum Pseudomonas, Bacillus si Micrococcus domina
suprafata soiurilor Sundane si Red Globe [26]. Cercetarile recente realizate de Renouf et al. [4, 5],
privind efectul genotipurilor si soiurilor de struguri asupra compozitiei bacteriene de suprafatd au

relevat predominanta Bacillus si Pseudomonas, impreuna cu bacteriile lactice Lactococcus.

1.1.2. Fungi filamentoase

Comunitatea fungica asociata cu fructo-sfera strugurilor poate fi patogend sau poate avea
relatii sinergice cu alte microorganisme [27, 28]. Pe strugurii de vin, compozitia fungilor
filamentoase este cruciald deoarece acestia influenteaza proprietatile fizice ale strugurilor, ceea ce
afecteaza in final calitatea vinului [29]. Regiunile subtropicale in care strugurii sunt recoltati de
doua ori pe an, au prezentat diferente semnificative In compozitia comunitatii fungice. Izolatele
fungice dominante gdsite in mod obisnuit pe suprafata bobului includ: Gyrothrix spp.,
Cladosporium ramotenellum, Pseudozyma aphidis, Gibberella intricans si Acremonium
alternatum. Intr-un studiu privind soiul de struguri Kyoho, s-a constatat ci Alternaria este genul
fungal cel mai abundent in timpul fazei de pirga [30]. Diversitatea fungilor filamentosi precum:
Alternaria, Cladosporium, Rhodotorula, Aureobasidium, Cryptococcus, Sporobolomyces si
Epicoccum a fost raportatd la diferite etape ale dezvoltarii bobului [31]. Patogenii post-recoltd
precum Cladosporium si Alternaria sunt locuitori obisnuiti ai suprafetei boabelor de strugure.
Practicile de gestionare 1n vita-de-vie influenteaza, de asemenea, structura comunitatii fungice [32],

cu fungii apartindnd Increngaturd Basidiomycetes fiind cele mai diverse si abundente pe fruct in
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comparatie cu alte habitate din vita-de-vie. Impactul geografiei asupra variatiei fungice pe
suprafata bobului a fost studiat prin analiza datelor de compozitie si a fost identificat prin analiza

secventelor codate cu bare [33].

1.1.3. Drojdii

Acestea reprezentind cucariote non-filamentoase, asociate Tn mod abundent cu bobul
strugurelui si au un rol crucial in vinificatie. Acestea sunt prezentate semnificativ pe strugurii de
vin, servind ca sursa de inoculare primard pentru fermentatia spontand. Tipurile si numarul de
drojdii se schimba 1n diferite faze de dezvoltare ale strugurilor (inflorire-supracoacere). Populatia
de drojdii creste odatd cu maturizarea boabelor datoritda acumularii de zahar, care favorizeaza
cresterea drojdiilor. Doua filumuri de drojdii, Ascomycota si Basidiomycota, sunt prezente pe
boabele de strugure, cu reprezentanti pentru basidiomicete ca: Sporobolomyces, Rhodosporidium,
Cryptococcus si Rhodotorula care au o importantd majord la etapele initiale, dar au mai putina
semnificatie in vinificatie [34]. Speciile de drojdii ascomicete oxidative apartindnd genurilor
Candida, Pichia, Metschnikowia si Hanseniaspora sunt prezente in timpul maturizarii boabelor
[35]. Aureobasidium pullulans a fost raportat ca fiind specia dominanta si majora de drojdii pe
strugurii din diferite vii [36]. Procentul de specii de drojdii precum Aureobasidium, Pleospora si
Hanseniaspora pe boabele de struguri Cannou variaza in diferite localitati, dar prezenta lor
comunad a fost raportatd consecvent [37].
1.2. Rolul diversitatii microbiene in oenologie

Studii filogenetice prin secventierea tintitd a ampliconilor au generat, in ultimii zece ani,
informatii valoroase despre diversitatea globald a microorganismelor, inclusiv in podgorii (pielita,
bob, frunze si soluri) si In diferite soiuri de vita-de-vie. Aceste studii aratd ca comunitatile
microbiene naturale au un impact semnificativ asupra sanatatii strugurilor si a solului, influentdnd
puternic procesele oenologice si caracterul organoleptic al vinului [38].

Investigatiile realizate de Tronchoni et al. [39] sugereaza ca microbiomele din vii si struguri
sunt contribuitori semnificativi la conceptul de ,,terroir”, un concept valoros in industria globala a
vinului, care se refera la toate elementele, atat antropice, cat si naturale, care conferd vinurilor

profiluri aromatice si gustative distincte regional.
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O mai bund Iintelegere a factorilor care afecteaza distributia microbiomului si
biodiversitatea microbiand este, prin urmare, esentiala pentru a exploata mai bine ecosistemele
naturale Tn productia de vin de calitate si autentic regiunii de cultivare a strugurilor.

Li et al., au raportat modele de distributie ale comunitatilor fungice la nivel regional in
vinurile chineze din strugurii Marselan. Rezultatele au ardtat ca anumiti fungi ar putea fi
considerati biomarkeri regionali, deoarece abundenta lor relativd a variat in sase regiuni
vitivinicole. Acesti biomarkeri fungici includeau genuri dominante (Alternaria, Aureobasidium,
Rhodotorula si Cladosporium), slab abundente (Aspergillus, Papiliotrema si Phoma) si fito-
patogene (Colletotrichum, Botrytis si Aspergillus) [40].

Recent, pentru a furniza dovezi cu privire la contributia microbiand la terroir-ul vinului,
Liu et al., au analizat distributia fungilor asociata cu viile din soiul Pinot Noir si Chardonnay aflate
intr-un cerc de 12 km in Australia. Cu toate ca cele doud soiuri erau caracterizate printr-o
semndturd fungica specifica in ceea ce priveste abundenta genului, un set de fungi omniprezente
au fost identificate pe ambele soiuri apartindnd genurilor Aureobasidium, Cladosporium,
Saccharomyces si Rhodotorula. Studiul a aratat cd originea geograficd a avut un impact mai mare
asupra comunitatii fungice decat soiul de strugure [41].

Prin urmare, o analizd taxonomica si functionala detaliatd a microbiotei mustului de
struguri ar putea permite identificarea tulpinilor indigene de drojdii cu potential de a contribui la
profilul regional al vinurilor [42-44]. Tabelul 1.2 listeaza principala comunitate microbiana a
mustului din diferite tari.

Tabelul 1.2. Diversitatea microbiana identificata in mustul din diferite tari

Tara Fungi Bacterii Referinta
China Saccharomyces, Starmerella, | Tatumella, Acinetobacter, [42]
Mycosphaerella,  Cladosporium, | Gluconobacter, Pantoea,
Schwanniomyces, Aspergillus, | Leuconostoc, Pseudonocardia,
Trichothecium,  Hanseniaspora, | Acetobacter, Pseudomonas,
Alternaria, Acremonium. Limonothrix, Providencia.
USA Aureobasidium, Botryotinia, | Citrobacter, Erwinia, Glucono- [43]

Cladosporium, Davidiella, Rhodo- | bacter, Hymenobacter, Janthino-
torula, Hanseniaspora, Erysiphe, | bacterium,  Klebsiella,  Lacto-
Sclerostagonospora, Saccha- | coccus, Microbacteriaceae, Pseu-
romyces, Lachancea, Aspergillus, | domonadaceae,  Sphingomonas,
Cryptococcus, Candida.
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Leuconostocaceae, Moraxella-
ceae, Methylobacterium.

Polonia | Saccharomyces, Saccharo-| Tatumella, Lactobacillus, Gluco- [44]
myvetales, Hanseniaspora, Candia, | nobacter, Lactococcus, Sphingo-
Metschinikowia, Pichia, Torula-| monas, Methylobacterium, Pola-

spora, Filobasidiu, Vishnia-| romonas, Pseudomonas, Bacillus
cozyma, Meyerozyma. and Ralstoni.
Italia Cladosporium,  Aureobasidium, | Acidobacteria, Actinobacteria, [1]

Mycosphaerella, Aurebobasidium, | Sphingobacteriales, Chlamydiae,
Alternaria,  Penicillu,,  Sclero- | Bacillus, Leuconostoc, Lacto-
tiniaceae,  Pichia,  Saccharo- | bacillus, Gluconobacter, Aceto-
mycetale, Hanseniaspora. bacter, Rhizobaiales.

1.3. Factorii care influenteaza diversitatea microbiana a strugurilor

In lumea vinificatiei, interactiunea dintre factorii climatici si gestionarea vitei-de-vie joaca
un rol crucial In formarea caracteristicilor unice si calitatii vinurilor. Clima, cu modelele sale
meteorologice pe termen lung, exercita o influenta profunda asupra vitei-de-vie, dictand conditiile
ideale pentru cultivarea stilurilor distincte de vin si caracteristici gustative regionale specifice. In
acelasi timp, practicile de gestionare a vitei-de-vie, ghidate de ingeniozitatea umand si
consideratiile de mediu, influenteaza in continuare productia si compozitia strugurilor, conducand
in cele din urma la crearea vinurilor care evidentiaza esenta terroir-ului lor [45].

In aceasti sectiune, se prezinti interactiunea complexi dintre factorii climatici si
managementul vitei-de-vie, ca aspect al impactului acesteia asupra diversitdtii microbiene.
1.3.1. Factorii climatici

Clima reprezinta un factor fundamental care joaca un rol semnificativ in formarea
caracteristicilor si calitatii vinurilor la nivel regional si local. Diferiti factori climatici influenteaza
viticultura si productia de vin prin elemente precum: temperatura, precipitatii si radiatii solare [46].

Macroclimatul, cunoscut si sub denumirea de clima regionala, este determinat in principal
de latitudine si altitudine geografica a regiunii. Prezenta resurselor de apa precum mari sau lacuri
mari pot modera, de asemenea, macroclimatul [38]. Macroclimaturile mai reci sunt mai potrivite
pentru producerea vinurilor usoare si delicate, in timp ce cele mai calde tind sa creeze vinuri cu
profil gustativ mai bogat si mai corpolente .

Mesoclimatul se referd la clima locald a unei vii specifice si este influentata in principal de

topografie, incluzand factori precum altitudine, orientare si grad de inclinare a pantei [47]. De
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exemplu, orientarea viilor poate afecta cdldura si lumina interceptatd de vita-de-vie. Pantele mai
abrupte, 1n special, beneficiazd de aceastd influentd. Mesoclimatul are un impact semnificativ
asupra calitatii si stilului vinului.

Microclimatul reprezintd cea mai mica scard, cuprinzand variatii de temperatura, umiditate
si solar 1n interiorul coroanei si intre vite/coarde. Microclimatul poate fi influentat de conditiile
solului si umbrirea frunzelor si poate fi gestionat prin tehnici de gestionare a peretelui vegetal al
butucului [48]. Microclimatul are un impact profund asupra prezentei, cresterii si activitatii
populatiilor microbiene.

Microorganismele sunt dispersate in principal de forte fizice precum aerul si vantul, putand
fi transportate pe distante lungi, integrandu-se in nori, precipitatii si ecosistemele invecinate [49].
Acest proces de dispersie modeleaza tiparele biogeografice ale microorganismelor similar
plantelor si animalelor [50].

La scard de macroclimat, microbiota mustului de struguri prezintda modele de distributie
regionala puternic influentate de conditiile de mediu locale, cum ar fi temperaturile si precipitatiile.
Spre exemplu, anumite specii microbiene precum: Penicillium, Pseudomonas, Enterobacteriaceae
si Leuconostocaceae (O. oeni) sunt asociate negativ cu temperaturile maxime si minime medii. Pe
de alta parte, ploile si umiditatea se coreleaza pozitiv cu speciile de drojdii din tipul Hanseniaspora
si Metschnikowia, dar negativ cu Torulaspora, Saccharomyces si Meyerozyma [51]. Aceste
asocieri aratd cum conditiile climatice locale pot modela compozitiile vinurilor prin impactul lor
asupra prezentei microbiene in timpul fermentatiilor.

La nivelul mesoclimatului, consistenta calitdtii vinului intre recolte este o consideratie
semnificativd pentru exprimarea ferroir-ului [52]. Variatiile de recoltd influenteazd in mod
semnificativ comunitatile microbiene la scéri geospatiale mici, cum ar fi viile individuale. De
exemplu, biodiversitatea populatiilor de drojdii In struguri si must poate fi afectatd semnificativ de
recoltd [2]. Caracteristicile topografice Tn mesoclimat exercitd, de asemenea, o influentd asupra
microbiotei strugurilor, asa cum este evidentiat de expuneri diferite 1n viile cu orientari diferite ale
pantelor [53].

Microclimatul are cea mai mare influentd directd asupra prezentei, cresterii si activitatii
populatiilor microbiene. Modificarea suprafetei frunzelor de vita-de-vie prin diverse tehnici cum
ar fi agrotehnica de intretinere a peretelui vegetal, tdierea, sustinerea si defolierea modifica
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microclimatul suprafetei foliare, afectand in special radiatia solara, miscarea aerului, umiditatea si
temperatura [54]. Aceste variatii ale microclimatului pot influenta diverse aspecte ale compozitiei
boabelor, avand in cele din urma impact asupra culorii si aromelor vinului. In timp ce exista dovezi
care sugereaza ca variabilitatea microclimatica poate discrimina comunitatile fungice in interiorul
viilor, studiile privind efectele specifice ale microclimatului asupra comunitatilor microbiene sunt
relativ rare.

1.3.2. Gestionarea vitei-de-vie

Mediul natural al unei vii joacd un rol crucial in determinarea productiei si compozitiei
strugurilor. O gestionare adecvatd atenta, bazata pe conditiile locale, poate optimiza calitatea si
stilul vinului de-a lungul recoltelor [55-56]. Producatorii de vin aleg cu grija locurile viilor cu
conditii de mediu favorabile, in special in ceea ce priveste climatul si solul, pentru a asigura o
productie de vin calitativa. In plus, ei selecteazi de la plantare soiuri de viti-de-vie care se
adapteaza bine la mediul local [57].

Agronomii de vii lucreaza pentru a gasi un echilibru intre vigoarea vitei si randament prin
diverse practici precum: lucrari agrotehnice, tipuri de taieri, stiluri de conducere, sisteme de suport
si metode de management a peretelui vegetal. Aceste interventii au ca scop obtinerea unei recolte
sanatoase cu o incarcatura la butuc normata, calitate adecvata a strugurilor, etc. optimizand in cele
din urma calitatea vinului prin aceste actiuni [58].

In ultima vreme, s-a manifestat un interes crescut pentru gestionarea organica si
biodinamicd a viilor. Producatorii de vin organic si biodinamic se straduiesc sd minimizeze
interventiile chimice sintetice, folosind in schimb procedee si produse naturale. Unele dovezi
sugereaza ca diversitatea microbiana in vinurile organice sau biodinamice poate fi superioara in
comparatie cu vinurile produse prin metode conventionale [59]. Fermentatia spontana si tehnicile
de vinificatie care Incurajeazd expresia diversitatii microbiene indigene sunt considerate a
imbunatati caracteristica ferroir-ului vinului [60].

Practicile viticole pot influenta semnificativ microbiomul subteran. Comunitétile
bacteriene din sol sunt structurate in functie de faptul dacd vita-de-vie este condusa conform
sistemelor conventionale, organice sau biodinamice. Addugarea de compost in viile organice si
biodinamice creste diversitatea bacteriana si modificd compozitia comunitatii microbiomului
caracteristic, in special atunci cand este combinata cu lucrarile de arat si gestionare a culturilor de

29



acoperire. Similar, diversitatea fungilor din sol in viile biodinamice diferd de cea din viile
gestionate conventional. Cu toate acestea, efectul biodinamic asupra diversitatii fungilor in zonele
specifice ale vitei-de-vie s-ar putea sa nu persiste Tn must si pe durata fermentatiilor vinicole [61].

Practicile de gestionare agricold, in special utilizarea fungicidelor [62], pot forma
microbiota filosferica. Viile gestionate conventional primesc adesea multiple substante fitosanitare,
in timp ce viile organice si biodinamice doar substante tipice pe baza de sulf si/sau cupru. Studiile
realizate de Fazio et al. si Reynolds [63-64] au ardtat ca viile organice si biodinamice au o
diversitate microbiand mai mare pe struguri, incluzand atat drojdii (Saccharomyces si non-
Saccharomyces), cat si fungi filamentosi. Aceasta diferentd ar putea fi din cauza tratamentelor
chimice din viile conventionale care reduc bogétia si diversitatea microbiana asociata cu vita-de-
vie si ulterior cu vinul produs. Aceste efecte pot persista in fermentatiile spontane din musturi
organice/biodinamice, unde se observa o bogatie si diversitate mai mare a speciilor de drojdii n
comparatie cu musturile din viile gestionate conventional, n special pentru speciile fermentative
de drojdii precum: H. uvarum, H. vineae, H. guilliermondii, Streptomyces bacillaris, Lachancea
thermotolerans s1 S. cerevisiae.

Este important sa se observe ca studiile care exploreaza impactul practicilor viticole asupra
diversitatii microbiene pot furniza rezultate inconsistente. Factori precum conditiile locale ale
viilor, practicile specifice de gestionare si diferitele metode de recoltare pot contribui la rezultate
variate [65]. Prin urmare, o intelegere holisticd a acestor factori este esentiala pentru a evalua cu
precizie influenta lor asupra diversitatii microbiene in vii.

Practicile de gestionare a viilor influenteaza semnificativ diversitatea microbiologica in vii,
atat in sol cat si pe suprafata strugurilor. Abordarile organice si biodinamice, care minimizeaza
interventiile chimice sintetice, promit sa Imbunatateascd bogatia si diversitatea microbiana,
contribuind in cele din urma la expresia ferroir-ului vinului. Cu toate acestea, este nevoie de mai
multd cercetare pentru a intelege interactiunile complexe dintre practicile viticole si comunitatile
microbiene din vie si cum acestea pot persista si influenta calitatea vinului in timpul fermentatiei
si dupd aceasta.

1.4. Metodele de analiza a diversitatii microbiene
1.4.1. Dezvoltarea metodelor de cercetare
Convertirea mustului in vin a fost confirmata pentru prima data ca rezultat al unui proces
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microbian de Louis Pasteur in mijlocul secolului al XIX-lea [66]. De atunci, diversitatea
microbiotei din vii, struguri si vin a fost investigatdi in mod extensiv folosind: metode
microbiologice traditionale care implicau microscopia, cultivarea pe diferite medii de cultura si
caracteristici biochimice. Cu toate acestea, aparitia tehnicilor moleculare bazate pe ADN, cum ar
fi: reactia de polimerizare in lant (PCR) si identificarea genelor marker moleculare a evoluat stabil,
astfel, tehnica de analiza bazatd pe genele ARN ribozomal (rARN) a imbunatatit capacitatea de a
identifica speciile microbiene cu o rezolutie si o fiabilitate mai Tnaltd [12].

Genul mic de ARN ribozomal al bacteriilor (16S rARN), precum si gena ITS1-5.8S rARN-
ITS2 a fungilor, au fost recunoscute ca standardul de aur pentru estimarea diversitatii filogenetice
in comunitatile microbiene [13]. Prin urmare, de-a lungul ultimilor trei decenii, tehnicile
moleculare bazate pe genele rARN drept molecule tinta, au fost folosite impreund cu metodologii
dependente de culturd pentru a identifica microorganismele dupa izolare si crestere in culturi pure
[67]. Pand 1n prezent, au fost izolate si identificate folosind metodele traditionale de culturd mai
mult de 40 de specii de drojdii, 50 de specii bacteriene [68] si aproximativ 70 genuri de fungi
filamentoase [69] asociate vitei-de-vie si a proceselor de fermentatie ale vinului. Cu toate acestea,
metodele sunt extrem de laborioase, consumatoare de timp si adesea inconsistente si tendentioase
[70]. In plus, doar speciile capabile sa creasca pe mediile de cultura si in conditiile de cultivare
utilizate pot fi izolate si identificate, in timp ce speciile aflate intr-o concentratie redusa, cele pentru
care conditiile prevalente de cultivare nu sunt favorabile, precum si celulele viabile dar non-
cultivabile (VBNC) sunt adesea trecute cu vederea. Aceste limitari ale metodelor bazate pe cultura,
precum si diferenta dintre diversitatea in vitro si cea in situ, au crescut importanta cercetarii
abordarilor moleculare independente de culturd [71]. Cu toate acestea, aceste metode raman
importante, deoarece speciile si tulpinile microbiene obtinute in astfel de abordari bazate pe cultura
pot fi ulterior exploatate 1n functie de profilurile biochimice sau genetice ale acestora.

Introducerea metodelor bazate pe PCR a creat noi oportunitdti pentru dezvoltarea si
imbunatatirea mai multor tehnici in ecologia moleculara. Aplicarea tehnicilor moleculare a permis
cercetdtorilor sa studieze microbii nu pe baza capacititii lor de a creste pe anumite tipuri de medii,
ci mai degraba s-a bazat pe prezenta acizilor nucleici pentru detectare si identificare selectiva.
Astfel de metode folosesc in mare parte ADN extras direct din mediu ca sablon pentru PCR, urmat
de separare si detectare pentru profilarea comunitatii microbiene.
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Metodele independente de cultura sunt adesea mai rapide, mai sensibile si au o precizie
mai mare decat metodele dependente de cultura [72]. Aceste metode includ: polimorfismele de
conformatie monocatenarda (SSCP), electroforeza in gel cu gradient denaturant (DGGE),
polimorfismele de lungime a fragmentelor de restrictie terminald (T-RFLP) si analiza automatizata
a spatiului intergenic ribozomal (ARISA) [14]. Tehnica PCR-DGGE a fost aplicat pentru prima
datd in fermentatia vinului de Cocolin et al., pentru a monitoriza diversitatea si dinamica
populatiilor de drojdii [15]. De atunci, a rimas cea mai utilizatd metoda de profilare a comunitatii
in fermentatia vinului, inclusiv a bacteriilor [73]. Tehnica este adesea utilizata in combinatie cu
metodele dependente de culturd si permit cercetatorilor sd descifreze complexitatea si evolutia
populatiei microbiene, in timpul maturarii boabelor si pe tot parcursul procesului de fermentatie
[74]. Cu toate ca tehnica PCR-DGGE este consideratd Tn mod obisnuit potrivitd pentru analiza
mediilor mai putin bogate in specii, cum ar fi mustul de struguri, are o sensibilitate redusa [75] si
nu poate detecta populatii care sunt prezente la o abundenta relativa <1% din populatie [76]. Mai
recent, SSCP [77], T-RFLP [78] si ARISA au fost folosite pentru profilarea diversittii microbiene
din vin. Metodele independente de cultura permit, de asemenea, cercetatorilor sd monitorizeze
populatii sub-reprezentate numeric, precum si cele aflate in starea de VBNC [79]. Este crucial sa
se monitorizeze astfel de populatii, deoarece pot influenta calitatea si caracteristicile gustative ale
vinului produs.

De exemplu, mai multe studii au demonstrat ca tulpinile de S. -cerevisiae,
Zygosaccharomyces baillii s1 Brettanomyces bruxellensis, expuse la SO, pot intra in starea de
VBNC si pot supravietui mai mult de o luni in functie de pH-ul mediului [80]. In timpul acestei
stari, B. bruxellensis poate produce fenoli volatili care conferd vinului un iz neplacut, afectand
semnificativ calitatile organoleptice ale produsului finit [81].

Cu toate ca metodele independente de culturd au permis cercetdtorilor sa detecteze si sa
monitorizeze evolutia comunitatilor microbiene, identificdnd specii care anterior nu au fost
detectate sau chiar au fost reprezentate incorect prin metodele dependente de cultura [82], fiecare
metoda prezinta limitari. Astfel de limitéri includ o rezolutie slabd a benzii, migrarea comuna a
speciilor si partialitatea amplificarii PCR, ceea ce Inseamna ca analiza diversitatii bazata pe aceste
metode oferd incd o perspectiva limitata asupra compozitiei comunitatii [83].
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Tehnologiile NGS, in special secventierea de tip amplicon si secventierea metagenomica,
au oferit solutii pentru aceste provocari. Secventierea metagenomica, care presupune secventierea
intregului ADN dintr-un mediu, este o metoda extrem de puternicd pentru explorarea functiilor
genomice si a metabolomului comunitatilor microbiene, oferind informatii detaliate despre genele
implicate in procese metabolice complexe. Totusi, aceasta abordare prezintd dezavantaje, cum ar
fi: costuri ridicate, necesitatea unor resurse computationale mari si dificultati asociate analizei
datelor din probe complexe.

Prin contrast, secventierea de tip amplicon cu NGS, este o abordare independenta de cultura
pentru profilarea taxonomica, filogeneticd sau functionald a comunitatilor microbiene, realizata
prin secventierea genelor marker specifice amplificate direct din ADN-ul mediului, fara
imbogatirea sau cultivarea prealabild a populatiei tinta [84]. Aceastda metoda se concentreaza pe
regiuni tintd bine definite, cum ar fi ITS pentru fungi sau 16S rRNA pentru bacterii, ceea ce o face
mai accesibila din punct de vedere financiar si mai usor de implementat pentru analize comparative.
Inovatiile in secventierea de flux nalt, cu ampliconi scurti, sunt revolutionare intr-un mod in care
pot descrie diversitatea microbiald in cadrul si intre biomi complexi [16].

Cu toate ca tehnologiile de secventierea de tip amplicon cu NGS au fost larg utilizate pentru
investigarea ecologiei microbiene in diverse medii [85], aplicarea acestora in ecologia microbiana
a vitei-de-vie si fermentatiei vinului este relativ recenta. Alegerea secventierii de tip amplicon in
acest studiu permite o analiza taxonomica detaliata si identificarea precisa a speciilor microbiene
implicate, oferind informatii esentiale despre diversitatea si compozitia comunitatilor microbiene

care contribuie la calitatea vinului.

1.4.2.Procesul tehnologic al secventierii de tip amplicon cu NGS

Prelevarea de probe pentru analiza microbiomului asociat strugurilor poate varia de la
cativa ciorchini la kilograme de struguri [86]. Selectia atentd a strugurilor sandtosi si neafectati
este adesea cruciald, cu exceptia cazului in care scopul este de a investiga vinuri afectate de
Botrytis Cinerea [87] si/sau vinuri dulci [88]. Strugurii sunt ulterior zdrobiti in conditii aseptice,
iar ADN-ul este extras din mustul rezultat. Selectiv, mostrele pot fi colectate din cramele
comerciale sub forma de must de struguri mixt [89]. In céteva studii care au monitorizat dinamica

populatiei in timpul fermentatiei, au fost prelevate mostre suplimentare la diferite intervale de timp,
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reprezentind inceputul, mijlocul si sfarsitul fermentatiei [41]. In mai multe cazuri, volumele de
mostre utilizate sunt cuprinse intre 5 si 50 ml care apoi sunt utilizate pentru extractii de ADN [90].

Gena tinta — este prezenta universal in toate speciile evaluate si contine fragmente atat bine
conservate care faciliteaza proiectarea primer-ilor PCR care vizeaza toti membrii unei comunitati,
cat si regiuni variabile care permit discriminarea diferitelor specii din cadrul comunitatii [91]. Atat
in fungi, cat si in bacterii, genele ARN ribozomic sunt gene tintd potrivite. La bacterii, este vizat
in mod tipic ARN-ul ribozomic 16S, in timp ce la fungi regiunile ITS1-5.8S rRNA-ITS2, precum
si 26S rRNA sunt moleculele tintd pentru secventierea ampliconului la scard larga si analizele
microbiomului. Experimental din 9 regiuni hipervariabile (notate V1-V9) de bacterii au fost vizate
toate pentru estimarea diversititii bacteriene in vita-de-vie [92-96]. In functie de regiunea
secventiatd, datele pot fi similare sau pot varia semnificativ. De exemplu, intr-un studiu care a
comparat regiunea V4 si V5 [97], s-a constatat cd regiunile au condus la o compozitie bacteriana
similard, cu variatii minore la nivelul taxonomilor inferiori; cu toate acestea, regiunea V4 a furnizat
0 acuratete taxonomica mai mare pentru anumite specii din Proteobacteria si de bacterii lactice
(LAB). In schimb, Campanaro et al., au vizat regiunile V3-V4 si V5-V6 ale secventierii ARNr
16S si au evaluat comunitatea bacteriana asociata cu bostina de struguri dupa zdrobire si la 30 de
zile post-fermentatie/depozitare. Au fost identificate in total 89 de genuri, insd doar 31 dintre
acestea erau comune in ambele regiuni tinta evaluate [98].

Regiunile ITS ale fungilor sunt cele mai frecvent vizate pentru estimarea diversitatii
fungice [99-102] si genele partiale ale ARNr 18S [103-106] — aspect folosit in clasificarea fungilor
generali si a micorizei arbusculare. Populatiile de micorize arbusculare derivate din aceste tinte
diferite au fost similare In genuri si au ardtat diferente de compozitie in mostrele evaluate,
evidentiindu-le pe toate ca tinte potrivite pentru evaluarea AMF [107]. Mai mult, Pinto et al., au
vizat atat regiunea ITS2, cat si domeniul D2 al regiunii ARNr 26S pentru analiza comunitatii
fungice. Rezultatele au aratat cd adancimea taxonomica pentru cele doud regiuni evaluate a fost
considerabil similard, cu toate cd doar o parte din OTU-urile observate erau comune intre cele
doua regiuni, si In general, regiunea ITS a furnizat o acoperire usor mai mare [108]. Bokulich si
Mills au evaluat, mai multi primeri ITS si au constatat ca vizarea regiunii ITS1 demonstreaza
niveluri mai ridicate de acuratete in clasificare taxonomica per specie si gen; cea mai mica
diferentd intre lungimile ampliconilor Ascomycota si Basidiomycota; precum si o acoperire
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secventiald maximizata. Prin urmare, in ansamblu, locul ITS1 pare a fi cea mai promitatoare tinta
pentru o privire completa asupra populatiilor microbiene in studiile ecologice [99].

Analiza datelor de secventiere a ampliconilor trece Tn mod obisnuit prin trei etape de baza:
(a) Quality trimming si denoising: ,,Quality trimming” se referd la procesul de utilizare a unui
program pentru a taia secventele de citire cu calitate scazuta. Ideea este sd se taie secventele la una
sau ambele capete astfel Incat sa raimana doar o regiune de baze de Inalta calitate. "Denoising" se
referd la o metoda computationala pentru eliminarea erorilor de secventa prin citirea ampliconilor
sau, echivalent, identificarea secventelor biologice corecte in citiri;

(b) Alegerea/cluster-izarea OTU-urilor;
(¢) Atribuirea taxonomica.

"Quality trimming" este o etapd esentiala utilizatd pentru a elimina citirile eronate obtinute
prin PCR, instrumentele de secventiere si chimia din spatele reactiilor de secventiere [17]. Pentru
a minimiza volumul de date pentru adnotare, cluster-izare si alegere a OTU-urilor, se utilizeaza
cluster-ingul. In timpul cluster-izarii, se realizeazi o comparatie pair-wise a secventelor cu o
anumita valoare a pragului de identitate procentuala. Ulterior, se alege si se adnoteaza un singur
reprezentant al secventelor foarte similare prin algoritmi BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) sau BLAT (BLAST-Like Alignment Tool). OTU-urile pot fi procesate printr-o abordare de
alegere a OTU-urilor cu referinta deschisd sau cu referintd Inchisa. Atribuirea speciilor sau
adnotarea genelor functionale se bazeaza pe similaritatea procentuala fatd de secventele din baze
de date specifice, cum ar fi Green-genes, UNITE, SILVA, NCBI, SWISSPROT etc. Analiza datelor
provenite de la pirosecventiere in timpul reducerii calitdtii implicd in mod obisnuit Indepartarea
codurilor de bare, adaptor-ilor si primer-ilor, urmata de de-zgomotire, utilizatd pentru corectarea
problemelor asociate Tn mod specific cu pirosecventierea. Acestea includ in mod obisnuit
eliminarea secventelor cu > 6 homopolimeri, baze ambigue si cele care nu indeplinesc un scor
Phred de 20-30 unititi. In plus, se pot elimina secvente de lungime minima si maxima, in functie
de regiunea tinta si de secventele chimere posibile [18].

Datele provenite de la platformele de secventiere Illumina trec prin aceeasi demultiplexare
si taiere a calitdtii, cu exceptia de-zgomotirii. Citirile sunt, in mod obisnuit, trunchiate pentru > 3
baze consecutive cu o calitate < le—5 si eliminate atunci cand contin apeluri de baze ambigue,
erori de primer/cod de bare sau un scor Phred < 20-30 unitati. in plus, pentru secventierea tip
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paired-end, citirile sunt, Tn mod obisnuit, imbinate dupa taierea calitdtii inainte de alegerea OTU-
urilor, cu toate secventele retinute, chiar si cele care nu se suprapun.

Predictia functiilor genelor — tehnica NGS a facilitat progrese semnificative 1n intelegerea
ecologiei microbiene si este acum raspanditd in aplicatii biotehnologice de la medicina
personalizata la bioenergie. Markerii precum gena ARNr 16S (16S) a bacteriilor si arheelor sunt
frecvent utilizati pentru a caracteriza compozitia taxonomica si diversitatea filogenetica a probelor
de mediu. Deoarece studiile cu markeri genetici se concentreaza pe o gena sau cateva gene uni-
versale, care nu pot identifica direct capacitatile metabolice sau functionale ale microorganismelor
aflate in studiu. In schimb, secventierea metagenomici isi propune sa preleveze toate genele dintr-
0 comunitate si poate furniza profiluri metabolice si functionale detaliate ale acestora. Desi este
nevoie de relativ putina secventiere pentru a caracteriza diversitatea unei probe, SM profunda si,
prin urmare, costisitoare, este necesara pentru a accesa organisme si gene rare. Astfel, profilarea
genelor marker in colectii mari de mostre este acum o practicd obisnuitd, dar secventierea
metagenomica profunda pe un numar mare de mostre este prohibitiv de costisitoare [19].

Prin urmare, au fost create multe instrumente de predictie a functiilor genelor, precum
PICRUSt si FUNGuild, care au fost/sunt pe larg utilizate iIn domeniul diversitatii microbiene
asociate produselor vitivinicole.

1.5. Folosirea resurselor microbiene in productia de vinuri

Printre tendintele inovatoare din sectorul vinicol, explorarea continud a proprietatilor
enologice asociate resurselor microbiene ale vinului reprezintd un factor esential pentru
imbunatatirea calitatii acestuia. De la aparitia tehnologiei culturilor starter, atentia s-a concentrat
asupra biodiversitatii intraspecifice in cadrul speciilor principale responsabile de fermentatia
alcoolica (Saccharomyces cerevisiae) si, ulterior, pentru asa-numita ,,fermentatie malolactica”
(Oenococcus oeni).

Cu toate acestea, in ultimul deceniu, un numar semnificativ de studii au propus exploatarea
enologicad a unui numar tot mai mare de specii (levuri non-Saccharomyces) asociate fermentatiei
spontane in vin. Aceste noi specii/tulpini pot oferi solutii tehnologice la probleme specifice si/sau
pot Tmbunatdti caracteristicile senzoriale, cum ar fi complexitatea, senzatia in gust/postgust si
aromatica vinurilor. In continuare sunt descrise solutii practice propuse pentru imbunititirea
calitatii, sigurantei si terroir-ului vinurilor.
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1.5.1. fmbundtd,tirea calitatii vinurilor prin utilizarea drojdiilor non-Saccharomyces

Piata mondiala a vinului cunoaste un interes tot mai mare pentru noile tulpini de levuri care
pot produce vinuri unice cu proprietati senzoriale noi si unice [109]. Levurile non-Saccharomyces
au atras atentia In productia de vinuri datorita efectelor lor benefice la nivel organoleptic si pentru
ca consumatorii cer noi stiluri de vin specifice regiunii si podgoriilor viticole [11].

Recent, unii producatori comerciali de levuri au inclus deja levuri non-Saccharomyces in
portofoliul lor de produse oenologice [7]. Principalele proprietéti enologice ale unor levuri non-
Saccharomyces disponibile comercial sunt prezentate in Tabelul 1.3.

Tabelul 1.3. Aplicatii ale levurilor non-Saccharomyces in imbunatitirea calitatii vinului

Rezultat scontat al Resurse microbiene utilizate Referinta

aplicarii tehnologice

Reducerea concentratiei in | Torulaspora delbrueckii [119]
mas3 a acidititii volatile Torulaspora delbrueckii + Saccharomyces cerevisiae
, Candida zemplinina + Saccharomyces cerevisiae
Candida stellata + Saccharomyces cerevisiae

Hanseniaspora uvarum + Saccharomyces cerevisiae

Reducerea titrului alcoolic | Metschnikowia  pulcherrima +  Saccharomyces [120]
volumic cerevisiae

Torulaspora delbrueckii + Saccharomyces cerevisiae
Candida stellata + Saccharomyces cerevisiae

Candida zemplinina + Saccharomyces cerevisiae

Modularea aciditatii Schizosaccharomyces pombe + Lachancea [121]
thermotolerans

Lachancea thermotolerans + Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe

Oenococcus oeni, Lactobacillus plantarum

Cresterea continutului de Candida stellata + Saccharomyces cerevisiae [122]
glicerol Pichia fermentans + Saccharomyces cerevisiae
Candida zemplinina + Saccharomyces cerevisiae
Lachancea thermotolerans + Saccharomyces cerevisiae
Modularea profilului Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces bayanus [3]
aromatic Metschnikowia  pulcherrima  +  Saccharomyces
cerevisiae
Zygotorulaspora florentina + Saccharomyces cerevisiae
Hanseniaspora vineae + Saccharomyces cerevisiae
Imbunatatirea aromelor Pichia kluyveri and Candida zemplinina [123]
varietale Saccharomyces cerevisiae

Metschnikowia pulcherrima, Torulaspora delbrueckii,

and Lachancea thermotolerans
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Beneficiul principal al utilizarii culturilor starter complementare de drojdii in productia de
vin consta in Tmbundtatirea complexitatii aromatice [110]. Levurile non-Saccharomyces poseda
activitati enzimatice care pot cataliza eliberarea de compusi aromati volatili din precursorii
nevolatili complexi. Aceste levuri pot afecta productia de arome direct prin activitatea lor
metabolica proprie (productia de alcooli si esteri) sau prin eliberarea de enzime extracelulare care
transformd metabolitii derivati de la S. cerevisiae. De asemenea, s-a ardtat ca tulpinile de levuri
non-Saccharomyces au potentialul de a produce compusi aromatici care nu sunt asociati cu
fermentatia realizata de multe tulpini de tipul S. cerevisiae, cum ar fi diversi monoterpeni si alti
compusi terpenoizi [111]. In plus, utilizarea levurilor non-Saccharomyces a fost propusi pentru a
imbunatati continutul de glicerol sau mannoproteine, aciditatea volatila sau stabilitatea culorii [112]
sau pentru a reduce nivelurile de etanol din vinuri [113]. Pe de alta parte, au existat numeroase
cercetari privind izolarea si caracterizarea tulpinilor de drojdii care descompun acidul malic, ca
alternativa la starterele de fermentatie malolactica bazate pe bacterii [ 114]. Caracteristicile pozitive
ale levurilor non-Saccharomyces au fost evidentiate in ceea ce priveste producerea de metaboliti
benefici pentru calitatea si stabilitatea vinului. Acesta este cazul levurilor producédtoare de
molecule extracelulare active, capabile sa contracareze dezvoltarea microorganismelor sélbatice
de deteriorare [115].

Cu toate acestea, majoritatea levurilor non-Saccharomyces nu pot fermenta pana la ,,sec”
(concentratia in masi a zaharului rezidual < 4 g/dm?) , astfel cd S. cerevisiae ar trebui, de asemenea,
inoculata. Au fost propuse si utilizate doua moduri de inoculare: primul este cunoscut sub
denumirea de co-inoculare, iar unele studii au aratat ca inocularea de levuri non-Saccharomyces
selectate la o concentratie celulard ridicatd impreuna cu S. cerevisiae poate produce vinuri cu
caracteristici distincte evitand intreruperile de fermentatie alcoolica [116]. Alti cercetdtori au
explorat utilizarea levurilor non-Saccharomyces in inoculdri secventiale ale levurile non-
Saccharomyces initial inoculate In concentratii mari si care fermenteaza singure pentru o anumita
perioada de timp inainte ca S. cerevisiae sa fie addugata pentru a prelua fermentatia. Aceasta
practicd ofera levurilor non-Saccharomyces mai mult timp sa-si exprime amprenta metabolicd
distincta, ne inhibatd de stresul competitiei cu Saccharomyces [117]. Mai mult, efectele levurii
non-Saccharomyces asupra fermentatiei si calitatii vinului au depins in mod strict de raportul de
inoculare Saccharomyces/non-Saccharomyces [118].
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vinului si pentru adaptarea la cerintele pietei, evidentiindu-se Tnh mod special in tendintele de vinuri
organice si cu continut redus de alcool. Aceste levuri pot elibera compusi monoterpenici si esteri
volatili, amplificand caracteristicile soiurilor aromatice (precum Riesling sau Muscat) si conferind
soiurilor neutre (precum Chardonnay) o complexitate mai mare si o atractivitate sporita pe piata.
De asemenea, ele pot reduce rata de conversie a zaharului si genera mai mult glicerina, scazand
astfel continutul de alcool si raspunzind cerintelor pietei de vinuri cu continut redus de alcool,
orientate citre un mod de viatd cit mai sinitos al populatiei. In acelasi timp, levurile non-
Saccharomyces au potentialul de a creste aciditatea, de a reduce necesitatea administrarii acidului
tartric cu rol de acidifiant tehnologic si de a inhiba activitatea microorganismelor nefavorabile prin
producerea de metaboliti antimicrobieni naturali, diminuand astfel dependenta de dioxidul de sulf.
In fata provocirilor generate de schimbirile climatice, cum ar fi nivelurile ridicate de zahar si
aciditatea scazutd, aceste levuri pot imbunatati calitatea vinurilor prin reglarea continutului de
glicerind si acid lactic, demonstrand un potential semnificativ in inovatia aromaticd,
sustenabilitatea sanatatii si adaptabilitatea climatica.
1.5.2. Reducerea cantitdtii de SO administrate in vinurile cu bioprotectie

In industria vinicold, dioxidul de sulf (SO>) este folosit in mod obisnuit ca aditiv datorita
proprietatilor sale antimicrobiene, antioxidante si antioxidazice [123-124]. Acest compus inhiba
eficient cresterea microorganismelor nedorite din vin, promovand dominatia levurii
Saccharomyces cerevisiae, care sunt mai tolerate la SO,. Ca agent de reducere puternic, SO
reactioneaza cu oxigenul, determinand o apdrare primara impotriva oxidarii mustului sau vinului.
In plus, poate inhiba enzimele precum tirozinaza sau laccaza, care contribuie la oxidarea
enzimatica a polifenolilor. Aceste trei caracteristici fac din SO, o unealta esentiald pentru multi
vinificatori. Cu toate acestea, existd o cerere tot mai mare din partea consumatorilor pentru produse
mai naturale, cu aditivi minimi, iar SO; poate avea potentiale efecte negative asupra sandtatii, in
special la persoanele sensibile sau cele cu astm. Aceste efecte pot include dureri de cap, iritarea
cailor respiratorii si disconfort gastrointestinal (dureri abdominale si diaree) [125-126].

In 2009, Regulamentul CE 606/2009 a stabilit concentratia maxima de SOx la 150 mg/dm?
in vinurile rosii seci. In plus, Directiva Europeana 2003/89/CE impune specificarea prezentei
sulfitilor pe eticheta produsului atunci cind concentratia lor depaseste 10 mg/dm® de SO, in
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conformitate cu limitele stabilite Tn Uniunea Europeana, Organizatia Internationald a Viei si a
Vinului (OIVV) a publicat limitele maxime acceptabile ale continutului de sulf in 2012, stabilind
concentratia maximi de SO; in vinurile rosii la 150 mg/dm?, in albe si roze de 200 mg/dm? .

Avand in vedere contextul actual, In care reglementarile si preferintele consumatorilor
solicita reducerea sau eliminarea sulfitilor in vinuri, se exploreaza diverse alternative pentru a
indeplini aceste obiective. Etapele initiale ale procesului de vinificatie, Tnainte de dominatia
levurilor S. cerevisiae, prezinta un risc ridicat pentru dezvoltarea microorganismelor de alterare a
alimentelor. Aceasta etapa critica este locul unde activitatea antimicrobiand a anhidridei sulfuroase
este cruciald. Pentru a inlocui functia antimicrobiana a SO, o optiune potentiald, luata in
considerare, este utilizarea agentilor de bioprotectie. Aceste microorganisme contribuie la
prevenirea alterdrii alimentelor prin diferite mecanisme, inclusiv producerea de compusi
antimicrobieni si competitia pentru proliferare, nutrienti si oxigen [127]. Unele microorganisme
pot limita accesul competitorilor la nutrienti prin secretia de enzime digestive sau siderofore [128].

Specii de levuri non-Saccharomyces, cum ar fi Metschnikowia pulcherrima, Metschni-
kowia fructicola, Torulaspora delbrueckii, Lachancea thermotolerans si Pichia kluyveri sunt
acum comercializate ca tulpini de bioprotectie [129]. Scott Simonin et al. au cercetat utilizarea
Metschni-kowia pulcherrima ca levura de bioprotectie la diferite temperaturi si intervale de timp,
concentrandu-se pe soiul Chardonnay. Rezultatele au demonstrat cd temperaturile mai mici sau
egale cu 12°C sunt mai potrivite pentru strategia de bioprotectie a vinurilor albe, iar caracteristicile
enologice nu sunt semnificativ diferite fata de vinurile tratate cu SO, desi s-au observat diferente
senzoriale specifice in functie de crama [130]. Rubio-Breton et al. au testat un amestec de doua
microorganisme, Lactobacillus plantarum si Lachancea thermotolerans, pentru bioprotectie si au
constatat ca vinurile rezultate prezentau arome de fructe negre, zmeura si lactate [124].

Generalizind, levurile non-Saccharomyces au determinat imbunatatirea aromelor de fructe,
iar aceastd functie a fost validatd in numeroase experimente de pastrare a vinului rosu organic.
Sara Windholtz et al. au studiat efectele lui Torulaspora delbrueckii singur si in inoculare mixta
cu Metschnikowia pulcherrima ca strategie de bioprotectie, iar rezultatele au ardtat ca ambele
strategii de inoculare au contribuit la exprimarea fructuozitatii si complexititii vinului. In plus, s-
a dovedit ca Torulaspora delbrueckii este un candidat promitator pentru colonizarea mustului si
reducerea defectelor vinului.
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Explorand aceste abordari alternative, vinificatorii pot continua sa produca vinuri de Tnalta
calitate, conformandu-se cerintelor consumatorilor pentru produse mai naturale cu niveluri reduse
sau excluse de sulf. Utilizarea agentilor de bioprotectie ofera o cale interesanta pentru mentinerea

calitatii vinului si exprimarea unor arome si arome unice, minimizand totodata utilizarea aditivilor.

1.5.3 Explorarea terroir-ului local prin MLI

MLI sau ,,Pied-de-cuve” (PdC) in franceza este o tehnicd traditionald de vinificatie folosita
pentru a introduce levuri selectate sau a initia fermentatia dintr-un must deja in fermentare.
Termenul provine din expresia franceza care inseamna ,,partea de jos a recipientului”, referindu-
se la un volum mic (de obicei 5-10 %) depus la fundul unui recipient. Metoda PdC implica pre-
fermentarea mustului in partea de jos a recipientului pentru a imbogéati populatia de levuri cu o
activitate de fermentare ridicatd. Volumul ramas al depozitului este apoi completat cu must
proaspat. Mustul de fermentare initial ar trebui sa aiba o concentratie foarte mare de levuri active,
de obicei intre 107 si 108 celule/cm?, pentru a facilita fermentatia mustului nou [131].

Traditional, cramele aplica aceasta tehnica pentru a asigura un inceput rapid al fermentatiei
si o rata bund de fermentare. PdC poate proveni de la o singura cultura de levuri, adesea o tulpina
selectatd in laborator, care trebuie propagata in medii adecvate pentru a atinge un volum suficient
pentru a fi folositdi ca PdC. In acest caz, tulpina selectatd preia fermentatia si isi transmite
caracteristicile enologice vinului final. Propagarea levuri pentru PdC necesitd un laborator cu
conditii minime de sterilitate si poate dura cateva zile.

Alternativ, PdC poate proveni din cisterne care fermenteaza deja spontan, folosind, de
exemplu, struguri culesi anterior. In acest scop, PdC ar fi rezultatul unei inoculri mixte, reflectind
potential complexitatea si tipicitatea terroir-rului microbian din vinul final. Cantitatea si
persistenta speciilor autohtone in fermentatiile spontane pot influenta caracterul si aroma vinului
rezultat. Tabelul 1.4 enumerd unele efecte ale levurilor non-Saccharomyces asupra aspectului
senzorial al vinului, ceea ce poate explica faptul cd utilizarea tehnicii PdC pentru fermentatia
naturald poate produce un vin cu arome mai complexe, comparativ cu metoda traditionald cu LSA.

Desi existd studii limitate care raporteaza rezultate referitoare la inocularea cu PdC, unele
au evidentiat rezultate promitatoare. Spre exemplu, utilizarea PdC a fost asociata cu o scddere a

acidului acetic in comparatie cu inocularea directa a levurii seci active rehidratate.
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Tabelul 1.4. Metabolitii produsi de speciile non-Saccharomyces si caracteristicile senzoriale

Specii non-Saccharomyces Metabolit Repercursiuni senzoriale | Referinta
Hanseniaspora vineae Acetat de benzil Aroma florald de iasomie [133-134]
Lachancea thermotolerans Acetat de 2-feniletil Note florale, sugestii de [135]

petale de trandafir
Lactat de etil Céapsuni, caramel
Acid lactic Aciditate citrica
Metschnikowia pulcherrima | Acetat de 2-feniletil Note florale, sugestii de [136]
petale de trandafir
Monoterpeni Floral
Pichia kluyveri Mercaptohexanol Greipfrut, fructul pasiunii [137]
Acetat de Greipfrut, fructul pasiunii
mercaptohexil
Schizosaccharomyves pombe | Piruvat Pigmenti stabili [138]
Manoproteine Mai buna structura,
imblanzirea astringentei
Torulaspora delbrueckii Acetat de 2-feniletil Flori, miere [139]
Etil hexanoat Mar
3-Etoxi-1-propanol Coacaze negre, solvent
Wickerhamomyces anomalus | Acetat de 2-feniletil Flori, miere [140]
Acetat de isoamil Banana
Acetat de etil Fructat

In plus, strugurii zdrobiti cu adaugarea de etanol, cunoscuti sub denumirea de PdC fortificat,
au fost utilizati cu succes pentru a accelera fermentatia alcoolicd spontana si a imbunatati profilul
senzorial al vinurilor rosii.

Impactul PdC asupra diversitatii comunitatii de levuri endogene in timpul fermentatiei
alcoolice sau asupra calitdtii vinului este In mare parte necunoscut. Studii suplimentare sunt
necesare pentru a evalua implementarea PdC in controlul fermentatiei alcoolice, pastrand in acelasi
timp tipicitatea si calitatea vinului final [132, 141].

1.6. Concluzii la Capitolul I

Utilizarea resurselor microbiene in productia de vinuri a aparut ca un factor semnificativ
de inovatie si imbundtétire a calitatii In industria vinicola. Cu accent atat pe Saccharomyces
cerevisiae, cat si pe speciile de levuri non-Saccharomyces, vinificatorii exploreaza o gama diversa
de optiuni pentru a Tmbundtdti caracteristicile vinului si a rdspunde preferintelor in continua

schimbare ale consumatorilor.
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Cercetatorii s-au concentrat in principal pe levurile S. cerevisiae, dar in ultimii ani, levurile
non-Saccharomyces au ajuns in prim-plan datorita efectelor lor benefice unice asupra calitatii si
aromaticii vinului. Aceste levuri ofera o complexitate aromaticd imbunatatita, posibilda modulare a
caracteristicilor vinului si potentialul de a reduce aciditatea volatila si nivelurile de alcool etilic
sumar. Prin introducerea de levuri complementare, vinificatorii pot crea vinuri cu profile senzoriale
distincte si autentice, satisfacand astfel, cererea tot mai mare pentru stiluri noi de vinuri ale
consumatorilor si trend-urilor de pe piata mondiald a vinurilor.

Mai mult, agentii de bioprotectie, in special anumite specii de levuri non-Saccharomyces,
au descris posibilitatea inlocuirii de SO> ca mijloc natural de prevenire a alterarii in timpul
productiei de vin. Acest lucru raspunde preferintelor consumatorilor pentru vinuri cu aditivi
minimi, pastrand in acelasi timp calitatea si imbunatatind aromele fructate ale acestora.

Tehnica MLI (PdC) prezinta o modalitate intrigantd de explorare a terroir-ului local si de
exprimare a unor arome si gusturi unice in vinuri. Prin valorificarea diversitatii microbiene
prezente In fermentatiile spontane, vinificatorii pot Tmbundtiti in continuare tipicitatea si
complexitatea produselor lor, adaptandu-se cerintelor tot mai exigente ale consumatorilor.

Pe masurd ce industria vinicold continud sa evolueze, adoptarea resurselor microbiene
reprezintd o oportunitate captivantd pentru vinificatori de a crea vinuri exceptionale, in
concordantd cu tendintele pietei si cu asteptarile consumatorilor. Cu toate acestea, sunt necesare
cercetdri si experimente suplimentare pentru a intelege pe deplin potentialul acestor resurse
microbiene si influenta lor asupra dinamicii fermentatiei, calitatii vinului si exprimarii terroir-ului.

In concluzie, aplicarea resurselor microbiene in productia de vinuri semnific o trecere
progresiva catre practici durabile si inovatoare care majoreaza calitatea vinului, pastreaza traditia
si se adapteaza preferintelor in schimbare ale consumatorilor de vin din intreaga lume. Prin
adoptarea diversitdti bogate de microorganisme specifice arealului de cultivare a vitei-de-vie,
vinificatorii pot incepe o calatorie captivanta pentru a descoperi noi dimensiuni ale gustului,
aromei si caracterului in vinurile pe care le creeazd/elaboreaza.

Reiesind din cele expuse, scopul prezentului studiu, constd in studierea diversitatii
microbiene ale strugurilor din cele trei zone IGP din Republica Moldova si folosirea resurselor

microbiene in procesul de productie a vinurilor.
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II. MATERIALE SI METODE DE CERCETRARE

Cercetarile privind cantitatea de microorganisme din struguri au fost efectuate in cadrul
proiectului ,,Struguri de calitate” al ONVYV, in laboratorul SARCO/EXCELL (Franta). Studiile
privind calitatea microbiana au fost realizate la compania Tinygene, Ltd. (Shanghai, China).

Procesul practic s-a realizat la intreprinderea vinicola IM ,,Viniria Purcari” S.R.L.
Dezvoltarea vinului ,,Native de Purcari” a implicat analiza proprietétilor vinului, realizata in cadrul
intreprinderii mixte moldo-francezda LACO-ALFATEC S.R.L. si laboratoarele Centrului de
Cercetari Oenologice, Facultatea Tehnologia Alimentelor a Universitatii Tehnice a Moldovei,
precum si la Institutul de Cercetare al Plantelor si Animalelor Speciale al Academiei de Stiinte
Agricole din China.

2.1. Studiul microbiologic

Cercetarea microbiologica se imparte in studiul cantitativ si calitativ al microorganismelor,
precum si 1n analiza factorilor care influenteazd microorganismele, incluzand factori naturali si
umani. Studiul calitativ a analizat diversitatea microbiand a trei soiuri de struguri provenite din
cele trei regiuni IGP.

2.1.1. Cercetdri cantitative

Recoltarea strugurilor: prelevarea probelor de studiu a avut loc in perioada cand strugurii au atins
maturitatea tehnologica. Procesul de colectare a probelor a fost efectuat in conditii sterile, acestia
au fost transportati in laboratorul de analiza la temperatura de - 20°C. Fiecare proba a fost colectata
in cantitate de 1 kg de struguri.

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 ani de
recolta, astfel Incat sd ofere o imagine cat mai completa asupra variabilitdtii microbiomului asociat
cu vita-de-vie.

In total, 29 de probe din recoltele anilor 2018, 2019 si 2020 au fost utilizate pentru studiul
cantitativ al microbiomului. Aceste mostre au fost grupate pe baza a trei criterii principale: soiul
de struguri, anul recoltei si regiunea IGP din care au fost prelevate. Aceasta clasificare permite o
analizd detaliatd a modului in care diferiti factori influenteaza diversitatea si compozitia

microbiomului asociat cu strugurii.
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Pentru analiza factorilor influentatori, au fost selectate doud categorii de mostre. Prima
categorie include factorii climatici, reprezentatd de 9 probe de struguri din soiul autohton Feteasca
Neagrad, recoltate in anii 2018, 2019 si 2020, din cele trei regiuni IGP: Codru (FN_C), Valul lui
Traian (FN_VLT) si Stefan Voda (FN_SV). Aceste probe oferd informatii esentiale despre
influenta conditiilor climatice asupra microbiomului strugurilor in diferite zone si ani.

Detaliile specifice legate de colectarea mostrelor pentru fiecare analiza sunt prezentate in
tabelul 2.1, oferind un cadru clar si detaliat pentru intelegerea metodologiei utilizate in acest studiu.

Tabelul 2.1. Informatii despre prelevarea mostrelor

Locul de

Cod Soiul ampelografic | Anul recoltei IGP prelevare a

mostrelor
FN C Feteasca Neagra 2018 2019 2020 (N47.31, E27.98)
FA C Feteasca Alba 201820192020 (N47.06, E28.51)
SA C Sauvignon 201820192020 (N47.22, E28.52)
CCS Cabernet Sauvignon 2022 1GF Codru (N47.30, E27.98)
CCH Chardonnay 2022 (N47.30, E27.96)
CFN Feteasca Neagra 2022 (N47.31, E27.98)
FN_ VLT Feteasca Neagra 2018 2019 2020 (N46.39, E28.73)
FA VLT Feteasca Alba 20182019 2020 (N46.19, E28.47)
ME VLT Merlot 201820192020 IGP Valul lui (N45.65, E28.47)
VCS Cabernet Sauvignon 2022 Traian (N46.40, E28.73)
VCH Chardonnay 2022 (N46.40, E28.70)
VFN Feteasca Neagra 2022 (N46.39, E28.73)
FN SV Feteasca Neagra 2018 2019 2020 (N46.53, E29.87)
CF SV Cabernet Franc 2018 (N46.48, E29.94)
PN SV Pinot Noir 2019 2020 (N46.46, E29.90)
RN SV Feteasca Neagra 2018 (N46.43, E29.84)
VI SV Viorica 2019 2020 IGP Stefan Voda | (N46.46, E29.92)
CN SV Couderc Noir 2019 2020 (N46.53, E29.87)
SCS Cabernet Sauvignon 2022 (N46.52, E29.87)
SCH Chardonnay 2022 (N46.53, E29.88)
SFN Feteasca Neagra 2022 (N46.53, E29.87)

A doua categorie se referd la tratamentele fitosanitare, un factor uman esential, si a inclus
10 probe de struguri recoltate in anul 2020 din zece podgorii situate in cele trei regiuni IGP. Aceste

mostre permit evaluarea impactului produselor fitosanitare asupra microbiomului si ajutd la
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intelegerea modului in care interventiile umane pot modifica compozitia microbiana a strugurilor.
Pentru secventierea NGS, au fost selectate 9 probe (CCS, CCH, CFN, SCS, SCH, SFN,

VCS, VCH, VFN) din anul 2022, reprezentand trei soiuri de struguri din cele trei regiuni IGP.

Aceste mostre au fost esentiale pentru obtinerea unei imagini detaliate a diversitatii microbiene la

nivel molecular si pentru identificarea specificitdtii microbiene care poate influenta caracteristicile

terroir-ului.

Pregatirea preliminara a probelor pentru analize a inclus urmatoarele etape de studiu:

Spalarea suprafetei bobului a inclus spalarea a 300 g boabe, care au fost supuse unui tratament cu

o solutie ce continea 10 g/dm? Bacto Soytone si 2 cm?/dm® Tween 80. Acest proces a fost efectuat
la o temperatura constanta de 30°C, cu agitare continua timp de 3 ore. Scopul acestui procedeu a
fost de a asigura o curatare eficientd a suprafetei bobului, eliminind astfel contaminantii externi si
permitand o evaluare precisd a microbiotei asociate suprafetei strugurilor.

Obtinerea mustul prin zdrobirea manuald a 100 boabe de struguri imediat dupa recoltare. Aceasta

procedura a fost realizata pentru a mentine microbiomul prezent in interiorul strugurilor, esential
pentru studiul proceselor microbiologice si fermentative care au loc in must.

Fermentatia spontana a mustului obtinut prin zdrobirea manuald a strudurilor de studiu, dupa care

a fost initiata fermentatia spontana la o temperatura controlatd de 26°C. In timpul procesului de
fermentatie, la momentul in care concentratia de zahar a scazut cu aproximativ 1 °Brix, au fost
prelevate 50 cm® de must pentru secventierea NGS. Aceste mostre de must au fost stocate la o
temperaturd de - 80°C pand la momentul extractiei ADN-ului, pentru a asigura conservarea
integrala a microbiotei strugurilor si vinului.

Metodele de cuantificare a microorganismelor au inclus 2 metode:

Metoda 1. Analiza cantitativd prin microscopia cu epifluorescentd in baza unui protocol si

materiale dezvoltate de Chemunex pentru numararea microorganismelor viabile. Mostrele de la
apa de spdlare si cele de must au fost filtrate printr-o membranad (Chemfilter CB04), care apoi a
fost incubata 30 de minute in intuneric la 30 °C. Substratul initial non-fluorescent este scindat de
un sistem enzimatic celular cu eliberare de fluorocrom. Acesta din urma excitat de radiatia luminii
de lungime de unda adecvata (ultraviolet la 480 nm) emite fluorescenta verde. Plasata intre lama
si lamela, membrana a fost observatd folosind un microscop epifluorescent (Olympus BX51), cu
o marire de 1000 si un filtru adecvat (Olympus 467803) [142].
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Metoda 2. Analiza cantitativd pe medii de culturd specifice in care au fost numarate drojdiile in

mostrele de spalare a strugurilor si must. in cestile Petri separat au fost plasate mostrele de apa de
spilare si must 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 de culturd a continut 500 ml/dm? suc de
struguri, 5 g/dm’ extract de drojdii, 2 ml/dm*® Tween 80 si 20 g/dm’ agar. Pentru cresterea
bacteriilor AAB, s-a folosit un mediu similar, suplimentat cu 30 mg/dm?® penicilini.

Pentru metoda de numarare directd, mostrele de la apa de spalare a fost filtrata si transferata

intr-un tub de test, volumul fiind referit ca V. Populatia de levuri a fost calculatd din formula [5]:

CFU/bob = =% 2.1)

unde: C - numirul de unititi formative de colonii (CFU) per cm?,
V - volumul dilutiei,
m - greutatea medie a boabelor,

M - greutatea totala a boabelor.

2.1.2. Cuantificarea factorilor de influenta

Calcularea indicelui helioclimatic Huglin (HI) prin expresia [143]:

.09 [(T-10)+(Tx—~10)]
HI = 5303 (010l 02)

unde: T - temperatura medie a aerului (°C),
Tx- temperatura maxima a aerului (°C),
d - coeficientul lungimii zile.
Indicele este calculat din mediile climatice lunare. In emisfera nordica: CI (Indicele de noapte

racoroasd) = temperatura minima a aerului din luna septembrie (media minimelor) in °C.

Indicele potentialului de echilibru hidric Riou, adaptat la conditiile precise de calcul
descrise mai jos, numit indice de ariditate si se calculeaza folosind:
W=W,+P—-T, —Eg (2.3)
unde: W este estimarea rezervei de apa din sol la sférsitul unei perioade date,
W) -rezerva initiald de apa utild din sol, care poate fi accesata de radacini,
P - precipitatiile,
Ty - transpiratia potentiala in vie,

Es - evaporarea directa din sol.
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Indicele de ariditate (DI) este calculat pe baza unei perioade de 6 luni, aceeasi utilizata
pentru HI descris mai sus, care este acceptabild pentru cea mai mare parte a viilor din lume.
Valorile lui W in momentul initial si final, si data initiala si final, conform emisferei. In emisfera
nordica, perioada este de la 1 aprilie pand la 1 octombrie, in emisfera sudicd este de la 30
septembrie pana la 31 martie. in momentul initial, W=W,, I1n momentul final, W=DI.

In formula anterioara, Ty si Es sunt calculate lun de luna folosind:

Ty = ETPk (2.4)
unde: ETP — evapo-transpiratia potentiala (total lunar), folosind metoda Penman [142],

k — coeficientul de absorbtie a radiatiei de catre planta de vitd-de-vie (care este in relatie cu

retranspiratia si depinde de arhitectura vitei-de-vie)

E; === (1 —K)JPm (2.5)

unde: N — numadrul de zile din luna, JPm - numarul de zile de evaporatie efectiva din sol pe luna.
JPm — precipitatia lunara in mm.
k — valori de referintd cunoscute pentru fiecare emisfera.
In emisfera nordici, K=0,1, pentru aprilie 0,3 pentru mai si 0,5 pentru lunile iunie pani in
septembrie. W poate fi negativ, pentru a exprima deficitul potential de apd, dar nu ar trebui sa fie
mai mare decat Wy. Indicele este calculat lund de luna, pe baza valorilor lunare ale P, ETP, Ty si
Es. DI este numit valoarea lui W obtinutd la momentul final urméand regulile de mai sus si adoptand
Wo=200 mm.

Achizitia datelor climatice s-a realizat folosind reteaua de statiuni meteo (i-meteos)
instalate pe parcelele experimentale cu suportul Oficiului National al Viei si Vinului in cadrul
proiectului Struguri de calitate (ng.fieldclimate.com)

Calcularea indicelui de frecventa a tratamentelor fitosanitare (TF]) masoara nivelul de utilizare a
produselor fitosanitare in protectia culturilor agricole. Acest indice include frecventa de aplicare a
produselor fitosanitare pe hectare, luand in considerare doza aplicata si doza de referinta a
produselor comerciale si recomandate de catre producator, precum si suprafata tratatd din suprafata

totald a parcelei [143], [10], folosind expresia:

doza aplicata suprafata tratata
p * p 5 (2'6)

TFI = Y.

doza dereferinta  suprafata totala
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In acest studiu, produsele fitosanitare au fost impartite in trei clase: produse pentru
combaterea fainarii (TFI_F), produse pentru combaterea manei (TFI_M) si produselor fitosanitare
pentru combaterea insectelor/daunatorilor (TFI ).

Informatiile privind doza aplicata, suprafata tratatd si suprafata au fost colectate din
registrele de prelucrare a podgoriilor din cadrul din registrele de prelucrare a podgoriilor din cadrul
retelei parcelelor experimentale. Informatiile privind doza de referintd a produselor fitosanitare au

fost obtinute de pe site-ul www.pesticide.md.

2.1.3. Cercetare calitativa

Secventierea ADN-ului microorganismelor din cultura: pentru identificarea drojdiilor si
bacteriilor a fost analizata in prealabil morfologia lor. Patru tulpini de levuri au prezentat rezultate
originale si interesante care au fost In continuare supuse secventierii. Tulpinile de bacterii, pe baza
morfologiei lor, apartin evident grupurilor AAB s LAB.

Purificarea tulpinilor microbiotilor a fost realizatd in trei etape. ADN-ul a fost extras
folosind kit-ul Qiaquik (Qiagen) si conform protocolului de secventiere descris de catre Millegen
(Franta), conform procedeului descris in continuare.

Secventierea de tip amplicon cu NGS:

Extractia ADN-ului: mustul a fost dezghetat si centrifugat la 4 000 rpm timp de 15 minute,
spilat in 50 cm® PBS de trei ori, iar pelletul a fost suspendat in 200 pul tampon care contine 2 mM
EDTA de sodiu, 20 mM Tris-Cl (pH 8,0), si 1,2 % Triton X-100, suplimentat cu 40 mg/ cm? lisozim,
si incubat la 37 °C timp de 30 de minute. Urmatorul pas este conform protocolului kitului QIAamp
PowerFecal DNA (Qiagen), extractele de ADN au fost stocate la —80 °C pana la analize ulterioare.
Constructia bibliotecii si secventierea ampliconilor ADN pentru analiza microbiana. Regiunile
tinta selectate au fost:

ITS1 pentru fungi, amplificate cu primerii ITSIF si ITS1R:

ITS1F: 5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'

ITSIR: 5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3'

V5-V7 din gena 16S rRNA pentru bacterii, amplificate cu primerii 799F si 1193R .
799F: 5'-AACMGGATTAGATACCCKG-3'

1193R: 5'-ACGTCATCCCCACCTTCC-3'
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Pentru construirea bibliotecii, s-au utilizat primeri de fuziune in conformitate cu cerintele
platformei Illumina, avand structura: 5’-linker-barcode-sequencing primer-specific primer-3’
Procesul a implicat doua runde de amplificare PCR pentru a adauga regiunile necesare
secventierii la capetele fragmentelor ADN amplificate.
Procesul de secventiere a inclus utilizarea platforma Illumina pentru secventiere
bidirectionala (paired-end), iar secventierea s-a realizat dupa urmatorii pasi:
1. Fragmentele ADN amplificate (ITS1 si V5-V7) este atasate la cip prin complementaritatea
cu primerii fixati.
2. Cealalta parte formeaza o punte prin atasarea aleatorie la un primer apropiat.
3. Se amplifica ADN-ul prin PCR, formand clustere de ADN.
4. Fragmentele amplificate sunt denaturate si transformate in fire unice.
5. Se adaugd ADN polimeraza modificata si ANTP-uri marcate fluorescent, sintetizand cate o
baza pe ciclu.
6. Fluorescenta este citita prin scanare laser pentru identificarea bazelor incorporate.
7. Grupurile fluorescente si de terminare sunt indepartate chimic, continuand ciclul de sinteza.
8. Semnalele fluorescente colectate in fiecare ciclu sunt procesate, rezultand secventele ADNE.
Rezultatele de secventiere generate de [llumina au fost depuse in Arhiva de Secventiere a
NCBI (SRA), iar ID-ul Bioproiectului este PRINA976222.
Analiza datelor:
Secventele paired-end (PEreads) obtinute au fost procesate astfel:
1. Secventele au fost separate pe baza codurilor de bare ale fiecdrui esantion.
2. Controlul calitdtii si filtrarea au fost aplicate pentru eliminarea secventelor cu erori.
3. Secventele au fost asamblate conform relatiilor de suprapunere, iar un al doilea control al
calitatii a fost aplicat.
4. Secventele finale au fost utilizate pentru:
Analiza OTU: Clusterele OTU au fost generate pentru fungi (ITS1) si bacterii (16S V5-V7).
Analiza taxonomiei: Secventele au fost atribuite taxonomic folosind baze de date specifice
(UNITE pentru fungi si SILVA pentru bacterii).
Diversitate alfa: Calculul indicilor Specii observate, Simpson, Shannon, PD whole tree
Chaol pentru fiecare esantion. Specii observate pot fi determinate prin numdrarea directd a
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numarului de specii diferite din fiecare esantion.
Indicele Simpson masoara uniformitatea si diversitatea speciilor dintr-o comunitate, ludnd

in considerare abundenta si distributia acestora, prin expresia:
Dsimpson =1- ?:1 pi2 (2.7)
unde: S - numarul total de specii din esantion.
pireprezintd abundenta relativa a specieii (adica p; = % , unde n; este numarul de indivizi

ai speciei 1, iar N este numarul total de indivizi din esantion).

Valoarea indicelui Simpson variaza intre 0 si 1, unde o valoare mai apropiatd de 1 indica o
diversitate mai mare.

Indicele Shannon este utilizat pentru a descrie diversitatea speciilor, prin expresia.

H' = - X%, piln(py) (2.8)

Cu cat indicele este mai mare, cu atat diversitatea speciilor este mai mare.

PD whole tree masoara distanta evolutiva dintre specii:

PD = )'L; (2.9)
unde: L;ireprezintd lungimea fiecarei ramuri din arborele filogenetic.

Chaol este utilizat pentru a estima numarul total de specii care ar putea exista in esantion, prin
expresia:

F2
Schao1 = Sobservea ﬁ (2.10)

unde: Sobserved - NUMarul de specii observate in esantion
F1 - numarul de specii care apar o singura data
F2 - numarul de specii care apar de doua ori.
Diversitate beta: Analiza diferentelor intre comunitati folosind distante Bray-Curtis si Jaccard.
Indicele Bray-Curtiseste utilizat pentru a masura diferentele dintre specii, ludnd in

considerare abundenta acestora.

BC: = 1 — —1L 2.11
P Si+Sj ( )

unde: Cjj - suma abundentelor minime ale speciilor comune intre esantionul i si esantionul j
Si este suma abundentelor tuturor speciilor din esantionul 1
Sj este suma abundentelor tuturor speciilor din esantionul j

Valoarea indicelui Bray-Curtis variaza intre 0 si 1, unde 0 indica faptul ca cele doua

51



esantioane sunt complet identice, iar 1 indica faptul ca cele doua esantioane sunt complet diferite.

Indicele Jaccard se calculeaza conform expresiei:

__|AnB|
" |AUB|

] (2.12)

unde: |A N B| - numarul de specii comune intre esantioanele A si B
|A U Bjreprezinta numarul total de specii din cele doua esantioane (eliminand duplicérile).
Analiza Functionala:
a) fungi: Datele OTU au fost incdrcate in FUNGuild pentru predictia functionala,
analizand modulul trofic.
b) bacterii: OTU-urile bacteriene au fost procesate prin PICRUSt pentru predictia
functiilor genice.
Procesul operational a fost realizat folosind python3, iar datele rezultate au fost analizate

s afisate folosind R.4.03.

2.2. Protocolul folosit la elaborarea vinurilor cu bioprotectie si la pregatirea MLI

In perioada 2021-2023 s-au desfasurat practici in oenologie, axate in principal pe
bioprotectie si dezvoltarea vinurilor cu MDI. Scopul acestei cercetari a fost:

1. Utilizarea levurilor non-Saccharomyces ca instrumente de bioprotectie pentru productia
de vin, pentru a reduce utilizarea dioxidului de sulf.

2. Utilizarea MLI in locul levurilor comerciale pentru a explora terroir-ul moldovenesc.

2.2.1. Vinuri cu bioprotectie

Experimentele de bioprotectie au fost efectuate asupra soiului Rara Neagra, proveniti dintr-
o vie organica din Olanesti, Stefan Voda, Republica Moldova. Strugurii au fost culesi manual in
stadiul lor optim de maturare (continut zahir 255 g/dm?, aciditate titrabild 4,65 g/dm? acid tartric)
si In conditii igienice perfecte. Dupa sosirea la crama, strugurii au fost plasati intr-o camera
frigorifica la 10°C. Pentru productia de vin prin bioprotectie, au fost folositi 8 000 kg de struguri,
dintre care 80% au fost desciorchinati si zdrobiti. Bostina rezultata si mustul au fost amestecate
uniform cu 20% din strugurii intregi in 4 amfore de 160 dal, deoarece experimentele au fost
efectuate in doud grupe: doud rezervoare pentru vinurile de control (grupul C 1) si doua rezervoare

pentru vinurile cu bioprotectie (grupul BP).
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In grupul de control C1 s-a adiugat 100 mg/dm® de metabisulfit de potasiu (PMS) si 12
mg/dm? de enzimi pectolitici. In acelasi timp, in grupul BP s-a adaugat doua tipuri de levuri non-
Saccharomyces (Torulaspora delbrueckii si Metschnikowia pulcherrima ale producatorului
LAFFORT ZYMAFLORE™ EGIDE, France), in concentratie de 50 mg/dm?, precum si 12
mg/dm? de enzima pectolitica (LAFFORT LAFAZYM™ CL, France). Dupa clarificarea mustului,
levurile comerciale in concentratie de 80 mg/dm?* (LAFFORT ZYMAFLORE™ 011 BIO, France)
au fost inoculate in ambele grupuri. Pe durata fermentatiei alcoolice, pigeage-ul si remontarea s-
au efectuat de doua ori pe zi, iar densitatea a fost masuratd de doud ori in zi (dimineata si dupa-
amiaza). In faza finala a fermentatiei, la o densitate de aproximativ 1010-1020 kg/m?, s-au adaugat
25 mg/dm?® de LAB (LAFFORT LACTOENOS™ 450 PreAC™, France). Cand zaharul rezidual a
devenit inferior continutului de 3 g/dm?, s-a efectuat presarea cu prese hidraulice. Vinurile, 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. Schema de
vinificatie este prezentata in Anexa 2.

2.2.2. Vinuri cu MLI

MLI traditional: experimentele de MLI au fost efectuate cu soiul Pinot Noir, proveniti dintr-o vie
organica din Olanesti, Stefan Voda, Republica Moldova. Incepand de la sfarsitul lunii august, a
fost masurat periodic continutul de zahar al strugurilor pentru a trasa curba de maturare, iar cu 7
zile inainte de data estimata a recoltarii, s-au cules 120 kg de struguri pentru producerea MLI.

Schema MLI traditional este descrisa in Anexa 3. Tehnologic procesul a inclus: strugurii in
cantitate de 80 kg, au fost presati fara decantare, fiind plasati intr-un recipient de plastic de volum
nominal 100 dm?, sulfitati la 20-30 mg/dm?3 SO; si cu adiugarea a fosfatului de diamoniu (DAP)
in doza de 200 mg/dm?3. Temperatura a fost mentinuta in jur de 25°C, asteptandu-se inceperea
fermentatiei spontane in must. Densitatea mustului a fost masuratd zilnic si au fost efectuate
degustari periodice ca sa se asigure cd MLI se afla intr-o stare corespunzatoare. Cand densitatea
ajunge la 1030 kg/m?, MLI a fost utilizatd in schema tehnologicd MLI.

Procesul tehnologic de obtinere a vinurilor cu MLI traditional include: Strugurii destinati
vinificarii au fost culesi manual in stadiul lor optim de maturare (zahir 236 g/dm’, aciditate tartrica
4,6 g/dm? acid tartric) si in conditii igienice perfecte. Dupi sosirea la crama, strugurii au fost plasati
intr-o camera frigorificad la 10°C. Pentru productia de vinuri cu MLI s-au folosit 8 000 kg de
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struguri, dintre care 80% au fost desciorchinati si zdrobiti. Bostina rezultatd si mustul au fost
amestecate omogen cu 20% din strugurii Intregi in 4 amfore de 160 dal, deoarece experimentele
au fost efectuate in doud grupe: doud rezervoare pentru vinurile de control (grupul C 2) si doua
rezervoare pentru vinurile cu MLI (grupul MLI).

In grupul de control C 2 si grupul MLI s-au adaugat 100 mg/dm3 PMS si enzima pectolitica

(LAFFORT LAFAZYM™ CL, France) in dozad de 12 mg/dm?. Dupa clarificarea mustului, levuri
comerciale (LAFFORT ZYMAFLORE™ (11 BIO, France) in doza de 80 mg/dm?au fost inoculate
in grupul de control, iar in grupul MLI s-a inoculat MLI in proportie de 3 % din volum. Pe durata
fermentatiei alcoolice, pigeage-ul si remontarea s-au efectuat de 2 ori pe zi, si densitatea a fost
misurati de doua ori in zi (dimineata si dupi-amiaza). In faza final a fermentatiei, la o densitate
de aproximativ 1010-1020 kg/m?, s-a adiugat LAB (LAFFORT LACTOENOS™ 450 PreAC™,
France) in dozi de 25 mg/dm3. Cand zahirul rezidual a devenit valoric inferior la 3 g/dm?, s-a
efectuat presarea cu prese hidraulice. Vinurile, 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. Schema de vinificatie este prezentata in Anexa 4.
MLI optimat: optimizarea schemei tehnologice de vinificatie cu MLI, s-a realizat asupra varietatii
ampelografice locale Feteasca Neagra in conditii de micro-probe de laborator pentru a produce
vinuri mai apropiate de caracteristicile locale. Vinificatia experimentald a constat in trei etape
tehnologice: (1) pregdtirea mediului de bazd pentru MLI-T (MLI traditional)) MLI-O (MLI
optimat) prin addugarea de vin (MLI-O) sau apa (MLI-T) la must; (2) fermentatie spontana timp
de 3 zile pentru a obtine MLI-O si MLI-T; si (3) inocularea MLI-O, MLI-T si levuri comerciala
(grupul de control) in mustul proaspat. Toate vinificatiile experimentale au fost realizate in triplicat
cu acelasi lot de struguri (trei vase pentru fiecare incercare).

Procesul tehnologic de obtinere a vinurilor cu MLI optimizat include: strugurii au fost
culesi manual si zdrobiti. Mustul a fost impartit in trei vase (1 kg fiecare), reprezentand trei grupuri
experimentale (MO, MT si C 3), iar metabisulfitul de potasiu a fost adaugat in doze de 0,05 g/kg.
Grupul MO a primit o aditie de vin Feteascd Neagra din anul precedent (2022) pana la o
concentratie finala de etanol in must de 1,5% (v/v). Grupul P nu a avut vin adaugat, iar grupul C
3, fara vin adaugat, a fost inoculatd o tulpind comerciala de S. cerevisiae (LAFFORT
ZYMAFLORE™ 011 BIO, France) in doze de 0,15 g/kg. La grupurile MO si MT au fost realizate
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fermentatii alcoolice spontane.
2.2.3. Metode analitice pentru determinarea proprietatilor vinului

Acest studiu a utilizat mai multe metode pentru a determina si a caracteriza in detaliu
proprietatile vinului. Cromatografia in faza gazoasa cu detector de ionizare in flacara (GC-DIF) a
fost utilizatd pentru detectarea compusilor volatili principali, electroforeza capilard (CE) pentru
analiza acizilor organici, cromatografia lichida de inalta performantd (HPLC) pentru analiza
antocianinelor si spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FTIR) pentru analiza

proprietatilor fizico-chimice.

Cromatografie in faza gazoasda-detector ionizare in flacara (GC-DIF) pentru substante volatile

Prin metoda GC-DIF au fost detectate urmatoarele substante volatile: aldehida acetica,
etilacetat, metanol, izopropanol, 2-butanol, n-propanol, izo-butanol, n-butanol, izopentanol,
glicerol, 2,3-butilenglicol. Cromatograful cu gaz a fost echipat cu o coloana capilara cu faza polara
legata (tip Carbowax 20 M). Conditiile analitice au fost urmatoarele: gaz purtator heliu la 90 kPa;
rata de flux a septului de 2,5 ml/min; rata de flux de divizare de 40 ml/min; modul de injectare in
divizare; volum injectat de 1 pL; temperatura injectorului de 200°C; detectorul FID la 250°C;
flacara: Phidrogen = 50 kPa si Paer = 130 kPa. Programarea temperaturii a fost:

= temp. 1 =32°C la 2,5 °C/min, pana la 80°C, t; = 0 min;

= temp. 2 = 80°C la 4°C/min, pana la 170°C, t; = 20 min;

= temp. 3 = 170°Cla 10°C/min, pana la 220°C, t3 = 20 min.

Calibrarea s-a realizat prin injectarea solutiei de calibrare de lucru inainte de fiecare serie

de analize. Calculul factorilor de raspuns s-a facut conform formulei [144]:

. aria x Ccis
RFi =

" Ccis x arialS

(2.13)

unde: Cqis — concentratia componentului din solutia de calibrare,
aria — reprezintd aria componentului din solutia de calibrare,

arialS — reprezinta aria standardului intern din solutia de calibrare.

Electroforeza capilard (CE) pentru acizii organici
Prin CE au fost analizati urmatorii acizi organici: tartric, malic, citric, succinic si lactic.
Procedura a implicat plasarea a 2 ml de mostra intr-un balon gradat de 50 ml, adaugarea a 1 ml de

solutie standard interna si ajustarea volumului la 50 ml cu apa purd, urmata de omogenizare.
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Mostrele au fost injectate sub presiune la 0,5 psi timp de 6 pand la 15 secunde, cu polaritatea
reglata astfel incat anodul sa fie pe partea detectorului. A fost aplicatd o tensiune de la 0 la 16 kV
1 minut, urmatd de mentinerea tensiunii la 16 kV pentru aproximativ 18 minute. Temperatura a
fost mentinutd la +25°C, iar detectarea in ultraviolet s-a realizat la 254 nm. Tubul capilar a fost
clatit prin circularea tamponului electroforetic timp de 2 minute in directia opusa la o presiune de
40 psi. Tamponul electroforetic a fost schimbat in baloanele de intrare si iesire la fiecare 6 injectii
si pentru fiecare noua serie de analize. Secventa de analiza a fost In ordinea: acid tartric, acid malic,
acid citric, acid succinic si acid lactic. La sfarsitul analizei, tubul capilar a fost clatit cu apa pura

timp de 10 minute in directia opusa, iar lampa detectorului a fost opritd [145].

Cromatografie lichida de inalta performanti (HPLC) pentru antocianine

Utilizdnd cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC) s-au analizat urmatoarele
substante: delfinidin-3-glucozida, cianidin-3-glucozida, diglucozid malvidol, petunidin-3-
glucozida, peonidin-3-glucozida, malvidin-3-glucozida si antociani combinati. Vinurile care au
fost turnate direct, fara nicio pregatire, in flacoanele de esantion automat. Mostrele au fost filtrate
folosind un filtru de membrana de 0,45 um, prima parte a filtratului fiind inlaturata. Analiza HPLC
s-a desfasurat In urmatoarele conditii: volum de injectie de 50 pL, flux de 0,8 mL/minut,
temperatura de 40°C, timp de functionare de 45 de minute si timp post de 5 minute. Detectarea s-

arealizat la 518 nm [146].

Spectroscopie in infrarosu cu transformare Fourier (FTIR) pentru proprietatile fizico-chimice

S-a utilizat spectroscopia in infrarosu cu transformantd Fourier (FTIR) pe platforma
analiticd Bachus pentru a analiza proprietdtile fizico-chimice ale vinului, incluzand aciditatea
volatila, aciditatea totald, valoarea pH-ului si concentratia de alcool. Intervalul de unda al
spectrometrului FTIR a fost setat intre 4000 cm™ 1 400 cm™, cu o rezolutie de 4 cm™ $i un numar
de 32 de scandri pentru a obtine spectre detaliate si clare. Probele au fost masurate in celula de
masurare, iar spectrele FTIR au fost inregistrate. Datele spectrale au fost procesate utilizand un
software specializat, care a inclus corectia liniei de baza si netezirea datelor. Parametrii fizico-
chimici ai probelor au fost determinati prin compararea spectrelor cu spectrele de referinta
cunoscute. Aceastd metoda este rapida si precisd, fiind un instrument important pentru controlul

calitatii si analiza caracteristicilor produselor viticole.
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2.2.4. Analiza organolepticai

Procesul de degustare a vinurilor elaborate s-a desfasurat in sala specializatd de degustare
a INCAAMV. Probele temperate la 10-14 °C au fost servite la o temperaturd medie a incaperii de
20° C, in mod individual. Fisa de analiza senzoriald (figura 2.1. a) contine descriptorii senzoriali
obisnuiti care trebuiau dezvoltati conform unei scale de intensitate de la 0 (nicio senzatie) la 5
(senzatie foarte puternicd). Pe langa acesti descriptori, existau 2 pozitii care contineau un raspuns
binar si se refereau la puritatea aromei si gustului (absenta sau prezenta unui defect). In cazul
prezentei acestuia, degustatorul trebuia sa identifice acest defect. De asemenea, scara de apreciere

a calitatii taninurilor in gust a fost limitata la trei niveluri: uscat, pronuntat si suplu .

Date: Numele: Cod:
I S Y I Culoare |Conf0rrn |Nu conform
Aspect Miros
Intensitatd 0 2 3 4 5 Intensitate 1 2 3 4 5

Complexitate 1 2 3 4 5
Nuanta Brun  Orange Caram Rosu Violet

Fructe proaspete 1 2 3 4 5
T T T T T T T T T T T T T T T T T Fructe uscate 1 2 3 4 5
Aroma Flori 1 2 3 4 5
Itensitatld 0 | 1 | 2 3 4 5

Vegetal 1 2 3 4 5
Puritatea da nu Condimente 1 2 3 4 5
Fructuozi o | 1 2 ] 3 4 5 Defect olfactive Nu |Da,
Vegetal 0 1 2 3 | 4 | 5 Gust

Intensitate 1 2 3 4 )
Complexi 0 I 1 I 2 3 4 5

Supru 1 2 3 4 5
T T T T T T T T T T T T T T T T T T Alcool 1 2l 3| 4 5
Ghit Acid 1 2 3 4 5
Puritatea da nu -

Astringent 1 2 3 4 5
Structura 2 3 4 5 Amar 1| 2 3] 4] 5

Complexitate 1 2 3 4 5
Volum 2 3 4 s .

Defect tati N D
Clitatea t4 __ sec I pronuntat suplu SRR 3 %

a) b)

Figura 2.1. Fisa de degustare pentru vinuri cu bioprotectie si MLI-T (a) si pentru

vinuri cu MLI-O (b).

Vinurile fermentate spontan sunt adesea considerate a avea un gust neplacut. Prin urmare,
in designul evaluarii senzoriale pentru vinuri, au fost adaugate optiuni referitoare la defectele de

culoare, aromd si gust. Dacd sunt prezente defecte, degustatorii sunt obligati sd descrie aceste
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defecte conform fisei din figura 2.1. (b).

Conditiile acestei evaludri senzoriale sunt consistente cu cele mentionate anterior,
implicand sase evaluatori (2 femei, 4 barbati; cu varste cuprinse intre 26 si 62 de ani). Acestia sunt
somelieri profesionisti, oenologi si vanzatori de vinuri din Moldova, avand competente si
aptitudini de a recunoaste tipicitatea soiurilor locale si a vinurilor din republica Moldova.

2.3. Analiza statistica

Analiza de Variantd (ANOVA) a fost folositd pentru a compara populatia de drojdii intre
media diferitelor grupuri (factori). Testul post-hoc Tukey a fost utilizat pentru a detecta in ce
miasurd variabile sunt semnificative si distinctive. In programul ANOVA au fost calculati
parametrii descrisi mai jos, utilizand urmatoarele formule:

Calculul gradelor de libertate:

dfinre =k —1 (2.14)

dfi, =N -k (2.15)

unde: k — numarul grupurilor

N reprezintd numarul total de esantioane analizate.

Calculul sumei patratelor:
SSintre = Zicy 1i(Xi — X)° (2.16)

SSin = Xisy s mi (Xi5 — X;)? (2.17)

Calculul valorilor medii patrate:

SSin

MSintre = fmire (2.18)
SSintre
MS;, = Tl:’l (2.19)
Calculul valorii F:
— Msintre
F= _MSm (2.20)
Calculul valorii p:
PI‘(F) = P(F > Fobservateldfintrer dfin) (2.21)

unde: n; — numarul de esantioane din grupul i

X; reprezinta media grupului si X reprezintd media generala
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Xjj reprezintd valoarea esantionului j din grupul i.

Formula pentru analiza post-hoc Tukey:
_ XXl

4= Ms/n

Pentru analiza semnificatiei, valoarea q calculata utilizand testul Tukey a fost comparatd

(2.22)

cu valoarea critica qerit , dacd [Xj — X;j|>qerit, diferenta dintre grupuri este consideratd semnificativa.

Grupurilor 1i s-au atribuit litere de semnificatie (ex. A, B, C), unde grupurile care impart aceeasi
litera nu prezintd diferente semnificative, iar grupurile cu litere diferite prezinta diferente statistice
semnificative.

Pentru factorii climatici si de tratament al vitei-de-vie, s-a efectuat corelatia Pearson pentru
a gisi relatia si dimensiunea efectului. In plus, interactiunea intre aparitia microorganismelor a fost,
de asemenea, analizatd prin corelatie Pearson, utilizdnd formulele:

IR0

(2.23)
/Z(Xi—im(vi—?)
rvn-—2
t=7= (2.24)
P=2-P(T>|t|]|[df=n—2) (2.25)

Imaginea prezentata in figura 2.2. reprezinta, un exemplu de analiza statistica a numarului
de drojdii grupate in functie de anul recoltei, ilustrind modul in care se utilizeaza limbajul R pentru
efectuarea analizet ANOVA si a testului Tukey. Procesul de calcul detaliat nu va mai fi prezentat
in sectiunile urmatoare.

Testul statistic Non-parametric Analiza Similaritatilor (ANOSIM) si  Analiza
Componentelor Principale (PCA) au fost efectuate pe rezultatele NGS pentru a mésura efectul

factorului de soiurilor si regiune asupra diversitatii microbiene.

Calculul valorii R in ANOSIM:

— Fintre _Fin
R= max(Tintre,in) (226)

unde: Tiyire este distanta medie intre grupuri,

T;, este distanta medie in interiorul grupurilor.
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e - » - Go to file/function - Addins ~ B! Project: (None) =

@ anova-1.R* anova_l P | Environment History Connections Tutorial - ]
Source on Save A S +Run *= Source - 1 d ~ Import Dataset = * 206 MiB ~ ¥ List - -
1 Hanova R ~ 7} Global Environment -
2 library(ggplot2) y _uueu ¢ uws. UIoau vl tuuies
3 library(ggpubr) pea_cli List of 5
4 Dibpgeicidiese) Recolte.M2 List of 13
5 Tlibrary(broom) T
6 library(AICcmodavg) row.names 9 obs. of 1 variable
7 library(multcompView) TurkeyRM2 List of 1
8 Turkeyvm2 List of 1
9  #ANOVA (NLS-M2,Recolte)

10 Recolte.M2<- aov(method2 ~ Recolte, data = anova_1) vintage.metno.. | List of 13

11 summary(Recolte.M2)
12 #Tukey test -
13 TurkeyRM2<-TukeyHSD(Recolte.M2, conf.level-.95) "= Export ~
14 multcomplLetters4(Recolte.M2,TurkeyRM2)

Files Plots Packages Help Viewer Presentation —

16 par(mfrow=c(1,2))
1:1: (Top Level) = R Script =

Console  Terminal —

R R4.4.1 -~
Df Sum Sq Mean 5q F value Pr(>F)
Recolte 2 3.340e+13 1.670e+13 7.602 0.00251 **

Residuals 26 5.711e+13 2.197e+12

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ .05 ‘.” 0.1 * ’ 1
> #Tukey test

> TurkeyRM2<-TukeyHSD(Recolte.M2, conf.level=.95)

> multcompLetters4(Recolte.M2,TurkeyRM2)

$Recolte
Anul_2020 Anul_2018 Anul_2019
g up "p

Figura 3.2. Exemple de analiza statistica utilizand limbajul R

Valoarea p este calculata prin compararea valorii observate Robs cu valorile R generate dintr-o

distributie aleatorie, conform expresiei:

Number of R 2Rgops+1
p= perm=QRobs (227)

n+1

unde: Rperm reprezinta valorile R generate prin permutari aleatorii,
n este numarul de permutari.
Calculul PCA se bazeaza pe decompozitia valorilor proprii:
X=U}VT (2.28)
unde: X este matricea de date standardizata,
U este matricea componentelor principale,
> este matricea diagonala a valorilor proprii,
V este matricea vectorilor proprii.
Toate procesele statistice au fost efectuate folosind R Project for Statistical Computing
versiunea R.4.04 (figura 2.3.), in corelatia Pearson pentru rezultatele NGS, cand p <0,01, este

consideratd semnificativa, iar in celelalte rezultate, cand p < 0,05, este considerata semnificativa.

60



I11. DIVERSITATEA MICROORGANISMELOR iN ZONELE IGP ALE

REPUBLICII MOLDOVA

3.1. Studiul microorganismelor prin metode de cultura

3.1.1. Numdrarea microorganismelor de pe struguri si din must

Numadrul de microorganisme de pe suprafata strugurilor este inclusa in tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Numérul de microorganisme de pe suprafata strugurilor

. Numairul de . Numairul de
Cod Anul dve Numairul t(?tal levuri Numairul to.t.al bacterii
recolta de levuri L. de bacterii L.
cultivabile cultivabile
FN C 2018 3,80E+04 6,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FN C 2019 7,50E+06 3,30E+05 4,80E+05 <1,00E+01
FN C 2020 2,00E+07 1,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
FA C 2018 1,40E+06 3,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
FA C 2019 1,90E+06 1,60E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
FA C 2020 1,00E+06 5,00E+06 <8,9E+02 1,00E+01
SA C 2018 2,20E+04 3,00E+05 <8,9E+02 8,00E+02
SA C 2019 6,20E+04 2,80E+03 1,80E+03 <1,00E+01
SA C 2020 4,70E+06 1,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_VLT 2018 7,80E+04 1,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_VLT 2019 1,10E+05 1,70E+03 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_VLT 2020 2,00E+07 1,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
FA VLT 2018 2,30E+04 9,70E+03 <8,9E+02 5,00E+00
FA VLT 2019 5,60E+05 3,70E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FA VLT 2020 1,40E+07 1,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
ME_ VLT 2018 2,20E+05 7,20E+03 4,70E+04 <1,00E+01
ME_ VLT 2019 4,50E+04 4,30E+04 3,70E+04 <1,00E+01
ME_VLT 2020 8,20E+06 4,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_SV 2018 2,10E+05 2,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_SV 2019 3,20E+04 1,90E+03 3,50E+03 <1,00E+01
FN_SV 2020 5,10E+06 6,00E+05 <8,9E+02 1,00E+01
CF_SV 2018 2,50E+04 6,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
PN SV 2019 7,90E+05 1,20E+05 2,70E+03 2,20E+03
PN SV 2020 9,30E+05 2,00E+05 <8,9E+02 1,00E+03
RN SV 2018 1,00E+05 1,00E+05 <8,9E+02 8,00E+00
VI_SV 2019 4,40E+04 4,10E+02 <8,9E+02 <1,00E+01
VI_SV 2020 2,30E+07 2,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
CN_SV 2019 3,90E+07 4,90E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
CN_SV 2020 9,10E+05 8,00E+06 <8,9E+02 <1,00E+01
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Numadrul total de levuri de pe suprafata strugurilor (NLS-M1) variaza intre 2,2 E+04 si 3.9
E+07 UFC/bob, iar numarul de levuri cultivabile de pe suprafata strugurilor (NLS-M2) variaza
intre 4,1 E+02 si 8,0 E+06.

Tabelul 3.2 prezintd numarul de microorganisme din must. Numarul total de levuri din must
(NLM-M1) variaza de la nivel foarte scazut de 8,9 E+02 la 3,1E+06 UFC/bob, iar numarul de
levuri cultivabile din must (NLM-M2) variaza intre 3,0 E+03 si 2,0 E+05.

Tabelul 3.2. Numéirul de microorganisme din must

. Numairul de . Numairul de
Cod Recolta Numarul t(?tal levuri Numarul tofal bacterii
de levuri L. de bacterii L.
cultivabile cultivabile
FN C 2018 2,70E+04 2,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
FN C 2019 1,77E+06 5,30E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FN C 2020 6,20E+05 7,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FA C 2018 6,00E+04 8,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FA C 2019 3,54E+05 4,30E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FA C 2020 1,80E+06 3,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
SA C 2018 <8,9E+02 1,30E+04 <8,9E+02 1,00E+03
SA C 2019 8,85E+04 3,00E+03 <8,9E+02 <1,00E+01
SA C 2020 3,50E+05 2,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_VLT 2018 5,30E+04 2,00E+05 <8,9E+02 1,00E+01
FN_VLT 2019 <8,9E+02 8,90E+02 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_VLT 2020 4,40E+05 2,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FA VLT 2018 5,30E+04 4,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FA VLT 2019 2,66E+05 7,00E+03 <8,9E+02 <1,00E+01
FA VLT 2020 2,70E+05 9,00E+03 <8,9E+02 <1,00E+01
ME_VLT 2018 1,80E+04 3,70E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
ME_VLT 2019 1,77E+05 2,60E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
ME_VLT 2020 8,90E+04 1,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FN _SV 2018 <8,9E+02 1,90E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_SV 2019 <8,9E+02 1,20E+03 <8,9E+02 <1,00E+01
FN_SV 2020 2,60E+05 2,00E+04 <8,9E+02 1,00E+01
CF_SV 2018 8,80E+03 4,00E+04 <8,9E+02 <1,00E+01
PN _SV 2019 3,54E+05 6,30E+04 2,70E+03 2,20E+03
PN SV 2020 1,20E+06 5,00E+05 <8,9E+02 7,00E+02
RN _SV 2018 8,90E+04 9,00E+04 <8,9E+02 1,00E+02
VI SV 2019 <8,9E+02 3,70E+03 <8,9E+02 <1,00E+01
VI SV 2020 1,40E+06 2,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
CN SV 2019 4,25E+06 8,85E+04 8,85E+04 7,40E+03
CN SV 2020 3,10E+06 9,00E+05 <8,9E+02 <1,00E+01
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in tabelele 3.1 si 3.2, denumirile ,,Cod” utilizeaza ,,-” pentru a lega doud abrevieri, unde
abrevierea dinaintea ,,-” reprezintad denumirea soiului de struguri, astfel: FN reprezintd Feteasca
Neagra, FA reprezinta Feteasca Alba, SA reprezintd Sauvignon, ME reprezintd Merlot, CF
reprezinta Cabernet Franc, PN reprezintd Pinot Noir, RN reprezintd Rard Neagrd, VI reprezinta

2

Viorica, CN reprezintd Couderc Noir. Abrevierea de dupa ,,-” reprezintd regiunea, astfel: C
reprezinta IGP Codru, VLT reprezintd IGP Valul lui Traian, SV reprezintd IGP Stefan Voda.

Din cele doua tabele se poate observa ca metoda de spalare a bobului aratd un numar mai
mare de microorganisme, deoarece spalarea indeparteaza in principal microorganismele de pe
suprafata strugurilor, In timp ce majoritatea microorganismelor din must provin din interiorul
strugurilor. Dar, indiferent de metoda de numarare sau de metoda de recuperare a
microorganismelor utilizate, populatia de bacterii este redusa, cu toate cd exista cateva exceptii.

Pentru a compara populatia de levuri Intre diferite soiuri, regiuni si recolte, au fost create

boxplot-uri, reprezentate in figura 3.1. pentru soiuri si 3.2. pentru regiunile viti-vinicole.
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Figura 4.1. Box-plotul pentru numarul de levuri grupata in functie de diferite soiuri: a)

suprafata, total; b) suprafata, cultivabile 2; ¢) must, total si d) must, cultivabile.
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Soiul de struguri influenteazd semnificativ numarul de levuri in must, soiul Viorica
cunoscut pentru rezistenta ridicata si o populatie mare de levuri. Metodele de gestionare reprezinta,
de asemenea, un factor important; de exemplu, Pinot Noir, recoltat din vii ecologice, prezinta o

populatie de levuri mai mare. Cel mai semnificativ rezultat este observat la soiul Couderc Noir, un

strugure casnic, unde nu s-au utilizat produse fitosanitare.

Regiune F3 C VLT E5 sV Regiune E4 € VLT B sv
) 4e+07 A ° 8e+06 1 °
= o
3 3
T 3et07 1 5 6e+06 1
=} =
Z o B .
= 2e+07 1 o = 4e+06
& &
[=" (=9
g 1e+07 & 2e+06 .
g g
< <
| = E
£ gev0 ——  Soewo| —— —
¢ VLT 8% C VLT Y
Regiune Regiune
Regiune FJ ¢ VLT B9 sv Regiune £ C VLT B sv
[ ] L)
g 4e+06 A =
5 3 750000
3 3e+06 A S
B g
B 2 500000 .
2, 20706 1 " 2
5 5 250000 ‘
& 1e+06 - o ] o
g g
| = N — ——
= 0e+00 2 0
e VLT SV C VLT Y
Regiune Regiune

Figura 3.2. Box-plotul pentru numirul de levuri grupata in functie de diferitele regiuni

IGP: a) suprafata, total; b) suprafata, cultivabile 2; ¢) must, total si d) must, cultivabile.

Populatia de levuri intre mostrele provenite din diferite regiuni IGP nu este atat de evidenta.
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Figura 3.3. Box-plotul pentru numarul de levuri grupata in functie de diferitele recolte:

a) suprafata, total; b) suprafata, cultivabile 2; ¢) must, total si d) must, cultivabile.

Este evident ca recolta din 2020 are un numar mai mare de levuri, in special n apa de
spalare, numeric levurile cultivabile sunt semnificativ mai multe. Microorganismele din apa de
spalare provin in principal din mediul extern si sunt puternic influentate de factori externi. Analiza

de variantd (ANOVA) a fost efectuata folosind R 4.03, iar rezultatele sunt incluse in tabelul 3.3.
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Tabelul 3.3. Rezultatele ANOVA privind numairul de levuri intre regiunile IGP, soiurile de

struguri si anul recoltarii.

Parametrii df SS MS F value Pr (>F)
Soiuri (Suprafata, total) 8 6,914e+14 | 8,643e+13 0,982 0,478
Residualii 20 | 1,760e+15 | 8,798e+13

Soiuri(Suprafata, cultivabile) 8 2,887e+13 | 3,609¢+12 1,171 0,363
Residualii 20 | 6,164e+13 | 3,082e+12

Soiuri (Must, total) 8 | 2,164et13 | 2,705e+12 7,786 9,75e-05 ***
Residualii 20 | 6,949¢e+12 | 3,475e+11

Soiuri (Must, cultivabile) 8 4,335e+11 | 5,4a9¢+10 1,945 0,109
Residualii 20 | 5,572e+11 | 2,786e+10

Regiuni (Suprafata, total) 2 2,812e+13 | 1,406e+13 0,151 0,861
Residualii 26 | 2,432e+15 | 7,764e+13

Regiuni (Suprafata, cultivabile) 2 7,207e+11 | 3,603e+11 0,104 0,901
Residualii 26 | 8,979e+13 | 3,453e+12

Regiuni (Must, total) 2 3,317e+12 | 1,658e+12 1,706 0,201
Residualii 26 | 2,528e+13 | 9,722e+11

Regiuni (Must, cultivabile) 2 9,625¢+10 | 4,813e+10 1,399 0,265
Residualii 26 | 8,945e+11 | 3,44e+10

Anul recolte (Suprafata, total) 2 4,323e+14 | 2,162e+14 2,784 0,0802
Residualii 26 | 2,019e+15 | 7,764e+13

Anul recolte (Suprafata, cultivabile) 2 3,340e+13 | 1,670e+13 7,602 0,00251 **
Residualii 26 | 5,711e+13 | 2,197e+12

Anul recolte (Must, total) 2 4281et12 | 2,104e+12 2,289 0,121
Residualii 26 | 2,431e+13 | 9,251e+11

Anul recolte (Must, cultivabile) 2 1,633e+11 | 8,167e+10 2,566 0,0961
Residualii 26 | 8,274e+11 | 3,182e+10

Din tabelul 3.3., se poate observa ca recolta este un factor important care afecteaza numarul

de levuri cultivate, iar soiul este cel mai important factor care afecteaza numarul total de levuri din

must.

3.1.2. Rezultatele izolarii microorganismelor

Mediu de culturd solid IGP Codru (Anexa 1, Figura 1) aratd foarte neted, FN_ SV pare

foarte diferit, ceea ce a permis izolarea si identificarea. Levurile din proba FN SV au fost

identificate ca fiind de tipul Rhodotorula glutinis. Un alt exemplu interesant este ciasca Petri cu

FA VLT in mediul de culturd, unde au fost identificate 3 tipuri de levuri: Metschnikowia
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pulcherrima (colonii colorate in culoare rosie), Aurebasidium pullulans (culoare crem) si
Hanseniaspora uvrarum (culoare alba). Aceste specii sunt in mod regulat identificate la suprafata
boabelor. Daca Rhodotorula si Aureobasidium sunt in general capabile sd se dezvolte si sa
actioneze in must, M. pulcherrima si H. uvarum pot creste in must si pot interactiona cu activitatea
de fermentatie.

Colonii obtinute au un morfotip foarte omogen, au fost validate speciile de tip S. cerevisiae
prin amplificarea genetica a zonelor inter-delta specifice speciei (benzi de electroforeza gel incluse
in figura 3.4.). in proba de FA VLT au fost identificate, de asemenea, 3 bacterii din genul:
Pediococcus damnosus (colonii mici si gri), Lactobacillus brevis (colonii mari si gri),
Lactobacillus fermentum (colonii roz). Lactobacillus este principalul gen de bacterii gasit in mod
obisnuit la suprafata boabelor de struguri. Prin urmare, nu este surprinzdtor cd au fost identificate
doua specii de Lactobacilli. Lactobacilli pot creste in must si pot concura cu levurile In timpul
fermentatiei alcoolice, dar in general putine specii supravietuiesc productiei de etanol indigen.
Specia P. damnsous este rezistenti la fermentatia alcoolice. In unele vinuri, aceasti specie poate
realiza fermentatia malolactica.

Levurile identificate n recolta din 2019 au inclus speciile: R. glutins, R. graminis, A.
pullulans si S. cerevisiae. In aceasta recoltd S. cerevisiae a fost izolatd direct. Prima etapa a
identificarii, realizata prin observarea microscopicd, a aratat o populatie foarte omogena de bacterii
in aceastd recoltd. Cea mai mare parte a bacteriilor observate si izolate sunt bacterii acetice (in
recolta din 2018, majoritatea bacteriilor identificate au fost bacterii lactice). Dupad observatia
microscopicd, identificarea genetica a relevat ca specia cu cea mai importanta prezenta in strugurii
din recolta 2019 este Gluconbacter oxydans.

Rezultatele izolarii levurilor in recolta din 2020 au inclus speciile: M. pulcherrima, S.
cerevisiae, A. pullulans si R.glutinis. ldentificarea prin observatie microscopicd a ardtat ca
esantionul izolat PN SV (Pinot Noir din IGP Stefan Voda) este o bacterie acetica. Identificarea
geneticd a dezvaluit ci aceste bacterii acetice sunt de tipul G. oxydans. In plus, observatia
microscopicd a aratat ca izolatele din FA_ C (Feteasca Alba din IGP Codru) si FN_SV (Feteasca
Neagra din IGP Stefan Voda) sunt bacterii lactice. Identificarea genetica a dezvaluit ca specia este

Lactobacillus.
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Figura 3.4. Compararea genetica a tulpinilor de S. cerevisiae studiate in anii de recolta
2018, 2019 si 2020.

Modelul genetic al tulpinilor de S. cerevisiae izolate in recolta 2020 este complet diferit
fata de cele obtinute in 2018 s1 2019; totusi, cele doua tulpini de S. cerevisiae izolate 1n recolta din
2019 sunt identice.

3.1.3. Influenta climatului si a utilizarii produselor fitosanitare asupra populatiei de levuri

Dupa cum a fost mentionat mai sus, recolta indica faptul cd diferitele modele climatice pot
afecta cel mai mult populatia de levuri cultivate. In plus, populatia totald de levuri din must este
influentatd de utilizarea produselor fitosanitare. Indicele climatic si indicele de utilizare a
produselor fitosanitare in cele trei recolte au fost calculate, iar corelatia dintre acestea a fost

analizata. Utilizarea produselor fitosanitare reprezinta un factor de influenta.
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Conditii climatice
Rezultatele calculelor pentru indicele climatic sunt prezentate in tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. valoarea indicilor climatici din cele 3 recolte si ale celor 3 regiuni IGP

Indicatia geografici | Anul recoltei HI Cl DI
IGP Codru 2018 2311,73 2,85 141,49
IGP Codru 2019 2100,12 4,13 176,01
IGP Codru 2020 2174,00 10,55 75,19
IGP Valul lui Traian 2018 2659,16 -0,92 84,81
IGP Valul lui Traian 2019 2479,39 1,14 43,42
IGP Valul lui Traian 2020 2398.,00 7,04 53,45
IGP Stefan Voda 2018 2662,69 4,57 -56,57
IGP Stefan Voda 2019 2503,83 5,90 -28,00
IGP Stefan Voda 2020 229241 8,80 -28,90

Conform metodei de clasificare prezentate in tabelul 3.4., in republica Moldova sunt nopti
foarte reci, IGP Codru este de la sub-umed la umed, IGP Valul lui Traian de la moderat uscat la
sub-umed, 1n timp ce IGP Stefan Voda este constant moderat uscat. Indicele HI indica diferente
semnificative Intre recolte, desi IGP Codru are un climat constant temperat cald, in general, recolta
din 2020 este mai rece.

Utilizarea produselor fitosanitare

Rezultatele calculului pentru TFI sunt prezentate in tabelul 3.5. TFI reflecta strategiile de
gestionare a podgoriilor, iar in podgoriile conventionale, TPI total se incadreaza in intervalul 6-19,
in timp ce SA_C se apropie foarte mult de o podgorie organica, cu o valoare totald a TPI de 5,8.
CN_SV este o mostra de struguri provenita de la rezidentii locali, care nu a fost tratata chimic.

Tabelul 3.5. Rezultatele TFI pentru 10 podgorii din recolta anului 2020

Cod TFI_M TFI_F TFI_I Total TFI
FN_C 5,23 11,12 2,72 19,07
FA_C 5,60 6,86 0 12,46
SA_C 2,00 4,00 0 6,00

FN_VLT 5,23 11,12 2,72 19,07

FA_VLT 2,07 8,33 1,11 11,51

ME_VLT 4,58 5,33 1,00 10,91
FN_SV 4,71 7,08 2,08 13,87
PN_SV 0,80 5,00 0 5,80
VI_SV 6,00 8,13 1,00 15,13
CN_SV 0 0 0 0

69



Influenta factorilor climatici si al TFI asupra populatiilor de levuri.
Coeficientul de corelatie Pearson a fost calculat intre populatlei de drojdii numarate prin

diferite metode in esantioanele de studiu si sub actiunea diferitor factori, reprezentate in figura 3.5.
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Figura 3.5. Corelatie Pearson: a) intre indicele de frecventa a tratamentelor fitosanitare
(TFI) si numérul de levuri, b) intre factorii climatici si numarul de levuri.
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In figura 3.5 cercul albastru indicd o corelatie pozitiva, cercul rosu indici o corelatie
negativa, iar cel gol indica rezultate nesemnificative intre rezultate. in care NLM-M1 numarul total
de levuri din must, NLM-M2 reprezintd numarul de levuri cultivabile din must, NLS-M1
reprezintd numarul total de levuri de pe suprafata strugurilor, NLS-M2 reprezintd numarul de
levuri cultivabile de pe suprafata strugurilor.

Relatiile dintre TFI F si NLS-M2, NLM-M2 sunt negative, dar pozitive intre acesta si
NLS-M1. Diversitatea microbiana reflectd gestionarea podgoriilor [147], iar utilizarea produselor
fitosanitare creste abundenta drojdiilor pe boabele de struguri. Un rezultat complet diferit a fost
gasit de [148], unde utilizarea produselor fitosanitare reducea populatia de levuri. Figura 3.5 (a)
poate oferi o noud opinie, produse fitosanitare pentru combaterea fainarii reduc populatia de levuri
cultivate, dar cresc populatia totald de levuri la suprafata bobului. In general, produse fitosanitar
pe baza de sulf sunt eficiente in protejarea strugurilor de faindrii; in recolta din 2020, cele mai
frecvent utilizate fungicide pentru combaterea fainarii au fost Cosavet si Kumulus (ingredient activ:
80% s.u. sulf). Sulful poate avea un efect antimicrobian dovedit asupra levurii, poate conduce la
intrarea microorganismelor in starea VBNC (viabile, dar ne-cultivabile).

Impactul TFI (M) nu a fost identificat, dar TFI (I) are un impact asupra numarul total de
levuri; tratamentul cu insecticide creste numarul total de levuri, dar nu prezintd o corelatie cu
levurile cultivate. Acest lucru poate fi atribuit alegerii diferite a produsului insecticid de catre
agronomi in Ingrijirea/intretinerea podgoriilor. De exemplu, printre insecticidele utilizate in
FN_SV, preparatul Pyrus, cunoscut si sub numele de fungicid pentru fungii din genul Botrytis,
poate ucide unele specii de levuri, conducand la o populatie mai mica de levuri cultivate.

Analiza comparativa a influentei tratamentelor fitosanitare utilizate in podgoriile gestionate
conventional (utilizarea fungicidelor sintetice, penetrante) si podgoriile gestionate organic
(utilizarea exclusiva a fungicidelor de contact pe baza de cupru) aratd ca cuprul poate crea stres
pentru diferite specii de microorganisme. Acest fapt poate explica fenomenul paradoxal de ce
podgoria gestionatd organic posedd o populatie mai mica de levuri cultivabile. Remarcdm ca
structura calitativd si cantitativd a microorganismelor in cele doud metode de gestionare a
podgoriilor (organica si conventionald) nu este clara si necesitd cercetdri mai aprofundate.

Pentru factorii climatici, HI corelatia este negativ pentru NLM_M1, ceea ce inseamna ca
temperatura mai ridicata n perioada vegetativa reduce numarul total de levuri in mustul de struguri.
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Un alt indice de temperatura, CI, influenteaza pozitiv pentru NLS M1 si NLS M2. Altfel spus,
temperaturile reci ale noptilor inaintea recoltarii inhiba atat levurile cultivate, cat si populatia totala
de levuri. Factorii climatici sunt foarte complecsi, iar existd foarte putine explicatii pentru
populatia de levuri 1n ceea ce priveste acest factor. Dupa cum a fost mentionat in primul capitol,
cercetarea actuald asupra factorilor climatici se concentreaza mai mult asupra impactului asupra

unor populatii microbiene specifice.

3.2. Studiul diversitatii microbiene folosind secventierii de tip amplicon cu NGS

Pentru a intelege structura microbiana a strugurilor din RM si pentru a identifica amprenta
microbiand, s-a efectuat secventierea de tip amplicon cu NGS asupra trei soiuri si trei regiuni IGP.
3.2.1. Diversitatea microbiana

In sectiunea 3.2, Cod-urile utilizat pentru probe sunt formate din trei litere, prima litera
reprezinta regiunea, astfel: C reprezintd IGP Codru, S reprezinta IGP Stefan Voda si V reprezinta
IGP Valul lui Traian. Ultimele doud litere reprezintd soiul de struguri, astfel: CH reprezinta
Chardonnay, CS reprezinta Cabernet Sauvignon si FN reprezintd Feteascd Neagra.

Dupa secventiere si optimizare, s-au obtinut 428 215 secvente fungice de inalta calitate si
450 005 secvente bacteriene de 1naltd calitate (tabelul 3.6.) si o lungime medie de 186-222 bp.
Curba de rarificare (figura 3.6.) a avut tendinta de a se uniformiza, reflectand faptul cd numarul

efectiv de citiri indeplinea cerintele, sugerand ca rezultatele secventierii sunt fiabile.

VCH VFN
'CH
VS

100
— CCH

CCs

CFN
VCH SCH

SCs
— SFN
= VCH
- V(S
= VFN

= CCH
ccs
CFN
SCH
SCS
= SFN
- VCH
- V(8
- YFN

Numarul de OTUs
Numarul de OTU

T P e T v T T T
0 0000 40000 10000 20000 30000 40000 S0000

0
a) Numarul de secvente b) Numarul de secvente

Figura 3.6 Curba de rarificare a secventierii: a) pentru fungi si b) pentru bacterii
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Tabelul 3.6. Rezultatele calitatii secventierii

Specia Codul Numerotare |Numerotare secvente| Numairare de Lungime
probelor | secvente valide optimizate baze medie

Fungi CCH 44910 42 637 9494 681 222
CCS 47 481 45 954 10 234 442 222

CFN 51132 48 581 10 816 704 222

SCH 54 281 51019 11 343 499 222

SCS 60 331 54 839 10254 771 186

SFN 49 678 48 159 10 714 970 222

VCH 52167 50 455 10 967 585 217

VCS 47711 45 583 10 128 549 222

VFN 43 665 40 988 9063 708 221

Bacteria CCH 66 760 50 002 18 890 792 377
CCS 65 673 50 002 18 848 131 376

CFN 66 570 49 999 18 884 302 377

SCH 66 154 49 997 18 863 670 377

SCS 71555 49 999 18 854 486 377

SFN 67 554 50 001 18 848 834 376

VCH 60 225 49 998 18 749 917 375

VCS 68 660 50 005 18 834 416 376

VFN 74 346 50 002 18 823 593 376

Alpha diversitatea

Analiza alfa diversitatii a fost efectuata, iar indicii Chao, Ace, Shannon si Simpson sunt

prezentati in tabelul 3.7, cu o acoperirea buna pentru toate probele (99%).

Pentru a analiza similaritatea si suprapunerea compozitiei OTU a microbilor, s-a efectuat
o analiza Venn (figura 3.7). In care, cercul cel mai exterior este numele esantionului, petalele includ
doua linii de numere, partea superioara este numarul total de OTU-uri continute 1n fiecare esantion,

iar parantezele inferioare sunt numarul de OTU-uri unice pentru fiecare esantion; cercul alb in

mijloc este numarul de OTU-uri de baza.
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Tabelul 3.7. Rezultatele diversitatii Alpha

Specia pfo(;)delll(l)r Acl())l[l)::glre ostl:f‘ffl;te Chao Ace | Shannon | Simpson PD
Fungi CCH 1,00 119 125,58 | 130,62 0,78 0,66 28,16
CCS 1,00 121 138,65 | 142,12 0,36 0,89 27,24
CFN 1,00 123 131,64 | 136,36 0,93 0,49 29,18
SCH 1,00 107 109,60 | 114,35 1,02 0,46 25,80
SCS 1,00 131 170,38 | 170,35 2,56 0,15 28,63
SFN 1,00 102 119,50 | 116,61 0,32 0,91 24,27
VCH 1,00 140 152,54 | 160,96 1,44 0,37 32,82
VCS 1,00 84 100,87 | 110,02 1,03 0,44 19,66
VFN 1,00 138 152,77 | 157,58 1,52 0,31 29,61
Bacteria CCH 1,00 69 69,00 | 69,00 3,25 0,06 9,72
CCS 1,00 38 39,40 | 41,23 0,03 0,99 6,23
CFN 1,00 55 55,00 | 55,00 3,03 0,10 7,65
SCH 1,00 51 51,00 | 51,33 3,17 0,08 8,14
SCS 1,00 54 54,00 | 54,00 1,89 0,34 8,30
SFN 1,00 59 61,00 | 60,26 0,16 0,96 8,01
VCH 1,00 36 39,50 | 42,39 0,10 0,97 5,46
VCS 1,00 68 69,50 | 69,32 1,36 0,40 9,49
VFN 1,00 70 70,00 7,40 2,93 0,16 8,62

jom)
O
&)

Figura 3.7. Diagrame Venn ale numéarului de OTU-uri: a) pentru fungi b) pentru bacterii.
Pentru fungi, printre toate esantioanele, VFN (138 OTU-uri) si VCH (140 OTU-uri)
prezintd cele mai mari numere de OTU-uri, dar VCS, in fungi faptului ca provine din aceeasi
regiune Valul lui Traian ca VFN si VCH, prezinti cel mai mic numir de OTU-uri. In plus, cu
exceptia VCS, toate celelalte esantioane au avut OTU-uri unice pentru fungi, toate esantioanele

partajand 18 OTU-uri.
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Diversitatea bacteriilor arati o bogitie mai mica decat fungii. In cazul bacteriilor, VCS
prezintd un numar relativ mare de OTU-uri. Toate esantioanele partajeaza 2 OTU-uri. Valul lui
Traian ramane zona cu cea mai bogata diversitate microbiana pentru OTU-uri bacteriene, cu doua
esantioane clasate pe primul si al doilea loc Tn numarul de OTU-uri, desi VCH are cel mai scazut
nivel (cele mai multe OTU-uri pentru fungi).

IGP Valul lui Traian este regiunea IGP cu cea mai bogata diversitate microbiand din
Republica Moldova, cu toate ca exista cateva cazuri speciale. Avand in vedere dimensiunea relativ

mica a esantioanelor de studiu, concluzia exacta trebuie verificatd prin experimente la scara larga.

Beta diversitatea

In situatia in care sunt luate in considerare atit prezenta sau absenta OTU-urilor, cat si
abundenta (metoda Bray-Curtis), nu exista o cluster-izare clard atat pentru regiunea de productie,
cat si pentru varietate pe graficul Jaccard, Chardonnay-ul din IGP Codru si IGP Valul lui Traian
prezintd o compozitie mai consistenta de fungi, in timp ce Chardonnay-ul din Stefan Voda este
semnificativ diferit fata de celelalte doud. Conform tabelului 3.4. valoarea indicelui de ariditate
(DI) din IGP Stefan Voda este semnificativ mai mic decat in celelalte doua IGP-uri. IGP Stefan
Voda este o regiune viticold extrem de uscata, iar conditiile aride ar putea afecta mai mult calitatea
fructelor soiurilor de struguri albi, cum ar fi continutul de zahar si umiditatea, ceea ce ar putea
influenta conditiile de supravietuire ale fungilor de pe suprafata strugurilor. Cu toate acestea,
aceastad influentd poate fi, de asemenea, afectata de alti factori, cum ar fi rezistenta la secetd a

soiurilor de struguri, tipul de sol, conditiile climatice, etc.
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Figura 3.8. Heatmap-ul matricei diferentelor: a) pentru fungi, utilizind metoda
Bray-Curtis, b) pentru fungi, utilizind metoda Jaccard, c) pentru bacterii, utilizind
metoda Bray-Curtis si d) pentru bacterii, utilizind metoda Jaccard.

Figura 3.9. reprezintd o analizd PCoA a UniFrac neponderat. Din nefericire, in stadiile

timpurii ale fermentatiei spontane, nici varietatea, nici regiunea nu s-au grupat clar, asa ca analiza

ANOSIM a fost suplimentata.
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Figura 3.9. Analiza coordonatelor principale (PCoA) bazata pe distantele UniFrac
neponderate pentru: a) fungi si b) bacteria.
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Tabelul 3.8. Rezultatele ANOSIM privind influenta Varietatii si a regiunilor IGP asupra

compozitiei microbiene

Factorii Fungi Bacteria

R Semnificatie R Semnificatie
Soiul -0,177 0,945 0,095 0,392
IGP 0,004 0,453 -0,226 0,910

Pe baza analizei PCoA si ANOSIM, 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 [149].

3.2.2. Componenta microbiand

La nivel de Increngatura, fungii (figura 3.10. a) din toate esantioanele sunt clasificati in 5
increngdturi: Ascomycota (98,8%), Mortierellomycota (0,6%), Basidiomycota (0,5%),
Mucoromycota (0,06%), Rozellomycota (0,04%). Doar esantionul VCH are Rozellomycota.

Intr-o alta cercetare despre fermentatia spontan a strugurilor, abundenta Ascomycetelor in
fiecare esantion a fost de cel putin 90%, de la must pani la finalizarea fermentatiei. In plus,
Ascomycota $i Basidiomycota au fost identificate in diverse produse alimentare fermentate.

Bacteriile sunt clasificate in 16 increngaturi (figura 3.10. b), 10 dintre ele reprezentand o
proportie relativ mare (>0,1%), asa cum se poate observa: Proteobacteria (75,3%), Bacteroidetes
(7,9%), Actinobacteria (7,8%), Firmicutes (7,6%), Deinococcus-Thermus (0,6%),
Gemmatimonadetes (0,2%), Acidobacteria (0,1%), Spirochaetae (0,1%), Aquificae (0,1%) si
Fusobacteria (0,1%).

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 abundenta sa a fost observata sa creasca pe parcursul fermentatiei acestora [150].
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Figura 3.10. Structura microbiana la nivel de increngitura: a) pentru fungi si b) pentru
bacterii
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Structura microbiana la nivel de genuri este prezentatd in diagrama cu bare, figura 3.11.
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Figura 3.11. Cele mai frecvente 15 genuri: a) de fungii si b) de bacterii la nivel de gen
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In cazul fungilor (figura 3.11. a), genurile cele mai frecvente gisite in toate esantioanele au
fost: Hanseniaspora (82,8%), Saccharomyces (7,1%), Metschnikowia (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 Mycosphaerella (0,05%).

Pentru genurile fungilor, Hanseniaspora este confirmat ca fiind cel mai raspandit gen al
strugurilor [151, 152]. Erysiphe (mucegaiul pulberii), Aspergillus (mucegaiul negru) si
Mycosphaerella sunt considerate fungi patogene ale plantelor, iar Alternaria cauzeaza putrezire.
Dar, de fapt, abundenta relativa a acestora este redusd, mai mica de 1%.

Pentru bacterii (figura 3.11. b), genurile cele mai frecvente au fost: Gluconobacter (25,3%),
Tatumella (23,4%), Chryseobacterium (4,6%), Sphingomonas (4,3%), Asaia (4,2%), Methylo-
bacterium (4,2%), Ralstonia (3,2%), Actinotalea (3,0%), Frateuria (2,7%), Streptococcus (2,7%),
Cellulomonas (2,5%), Bradyrhizobium (2,5%) si Bacillus (1,8%).

Intr-o alta cercetare privind fermentarea spontani, s-a constatat ca Tatumella are cea mai
mare abundenta relativa printre bacterii. S-a descoperit ca abundenta lui Tatumella creste odata cu
orele de fermentatie spontand [153]. Potentialii producatori de compusi organici volatili care
contribuie la caracteristicile senzoriale ale vinurilor sunt: Methylobacterium, Sphingomonas si
Bacillus. Specia Sphingomonas este gasit pe tot parcursul procesului de fermentare a vinului,
indicand o relatie intre bacterii si terroirul microbial al vinurilor. Este, de asemenea, un biomarker
pentru compozitia chimicd a vinului [154]. Abundenta mare a speciilor Sphingomonas si
Methylobacterium pe tot parcursul etapelor de fermentare indica importanta lor n proces, desi
rolul lor in calitatea vinului ramane necunoscut. Aceste genuri sunt epifite de struguri Inregistrate
adesea anterior in vin.

Cel mai raspandit gen de LAB legat de MLF, Oenococcus, nu a fost detectat, totusi, a fost
identificata o abundenta redusa de: Lactobacillus (CCH: 0,79%, SCS: 0,26%, SFN: 0,02%, VCS:
0,12) si Weisella. Toate bacteriile acetice apartinand genului Gluconobacter spp. [155] au avut cea
mai mare populatie in perioada fermentatiei spontane.

Asaia poate provoca alterarea bauturilor racoritoare [156], iar Bacillus este considerat
cauza aspectului vascos al vinului. S-a observat, de asemenea, posibilitatea de alterare a

alimentelor a genului Chryseobacterium [157].
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Dupa cum a mentionat mai sus, structura microbiana a strugurilor din Republicii Moldova
nu prezintd diferente semnificative intre diferitele regiuni IGP si soiurile de struguri. S-a efectuat
o analizd ANOVA pentru a afla daca un anumit gen poate fi marker intre regiunile IGP sau soiuri.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.9.

Tabelul 3.9. Rezultatele ANOVA privind aparitia genurilor microbieni intre

regiunile IGP si soiurile de struguri.

Specia Valoarea p Specia Valoarea p

Fungi IGP Soiul | Bacteria IGP Soiul

Hanseniaspora 0,148 0,543 Gluconobacter 0,259 0,394
Saccharomyces 0,571 0,169 Tatumella 0,693 0,583
Mortierella 0,226 0,721 | Chryseobacterium 0,432 0,400
Meyerozyma 0,448 0,387 Sphingomonas 0,597 0,297
Torulaspora 0,432 0,444 Asaia 0,471 0,426
Erysiphe 0,031* 0,741 | Methylobacterium 0,448 0,416
Alternaria 0,081 0,441 Ralstonia 0,317 0,294
Metschnikowia 0,060 0,669 Actinotalea 0,422 0,422
Russula 0,265 0,731 Frateuria 0,441 0,405
Saitozyma 0,203 0,376 Streptococcus 0,904 0,396
Mycosphaerella 0,159 0,383 Cellulomonas 0,452 0,452
Trichoderma 0,154 0,328 | Bradyrhizobium 0,110 0,524
Cladosporium 0,277 0,228 Bacillus 0,592 0,750

Fiecare microb pare sa fi aparut intamplétor, cu exceptia lui Erysiphe, care a prezentat
diferente foarte semnificative intre podgorii. Abundenta relativa a lui Erysiphe din cele 3 podgorii
este: Codru 0,049+0,017a, Stefan Voda 0,011+0,018ab si Valul lui Traian 0,007+0,010b. specia
Erysiphe este un gen de fungi in familia Erysiphaceae. Multe dintre speciile din acest gen sunt
agenti patogeni ai plantelor care cauzeaza mucegai pudra. Prin urmare, aceastd diferenta se
datoreazd gestionarii diferite a podgoriilor. Interactiunile microbiene au fost importante pentru
mentinerea structurii comunitdtii microbiene. Pentru a ilustra topologia retelei benefice sau
antagonistice Intre comunitatile microbiene, s-au calculat coeficientii de corelatie Pearson si

valorile p (figura 3.12.).
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Figura 3.12. Corelatia Pearson a primelor 30 forme de fungi si bacterii

Conform calculelor din figura 3.12. se observa ca formele Mortierella si Saitozyma au o
corelatie negativa cu cele Erysiphe, Alternaria si Mycosphaerella, reprezentand trei agenti
patogeni ai plantelor, in timp ce Hanseniaspora inhiba, de asemenea, Aspergillus. Meyerozyma si
majoritatea bacteriilor si fungilor sunt corelati negativ.

Folosirea drojdiei ca agenti de control biologic (BCA) a fost dezvoltata recent, drojdia ce
produce compusi organici volatili pentru a inhiba cresterea agentilor patogeni. Aplicarea drojdiei
ca agenti de control biologic reprezinta una dintre cele mai investigate alternative la fungicide,
datorita capacitatii acestor microorganisme de a creste si supravietui in nise ecologice heterogene
si In conditii de stres severe. Mai mult, activitatea competitiva ridicatd a drojdiei nu sufera de
efectele secundare (productia de compusi alergenici pentru oameni sau metaboliti secundari toxici)
intalnite uneori in cazul aplicarii altor specii microbiene ca agenti de control biologic, extinzand

astfel, potentialul lor de aplicare in protectia ecologica a produselor agricole si a derivatelor [158].
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Lipsa protectiei Tmpotriva oxigenului si fermentatiile lente vor favoriza dezvoltarea
bacteriilor acetice [159]. Se poate observa in figura 3.12 ca Saccharomyces prezintd o corelatie
pozitiva cu Gluconobater. Gluconobacter face parte din familia Acetobacteraceae si este cunoscut
pentru capacitatea sa de a produce compusi acizi, cum ar fi acidul gluconic si alti acizi organici,
prin oxidarea alcoolilor si zaharurilor. In procesul de fermentatie a vinului, prezenta excesiva a
bacteriilor acetice, 1n special a Gluconobacter, poate conduce la continuarea oxidarii aldehidei si
acidului acetic din vin, ceea ce poate genera acidifierea acestuia. Cu toate acestea, relatia dintre
Saccharomyces si Hanseniaspora, Mortierella este negativa.

Cele mai atractive non-Saccharomyces, Metschnikowia si Torulaspora, nu au corelatii cu
alte fungi, 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 (0,8-1).

Aparitia lui Tatumella aratd o corelatie negativa cu aproape toate celelalte genuri de bacterii,

indicand o posibila inhibitie a altor bacterii de catre acest gen. Genul de LAB Weisella are o co-

ocurentd puternica cu Chryseobacterium, Aerococcus si Pseudarthrobacter.
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Figura 3.13. Structura microbiana la nivel de specie (abundenta relativd mai mare de
0,1%): a) de bacterii si b) de fungii

Cele mai importante specii de fungi (cu o relativa abundentd mai mare de 0,1%) in toate
probele, conform figurii 3.13. sunt: H.uvarum (74,6%), H.guilliermondii (8,0%), S.cerevisiae
(5,6%), M.shanxiensis (0,9%), M.humilis (0,5%), M.guilliermondii (0,4%), T.delbrueckii (0,3%)
st M.rubicola (0,2%).

Printre levuri non-Saccharomyces, levura apiculatd Hanseniaspora uvarum (anamorf
Kloeckera apiculata) este una dintre speciile cele mai frecvente prezente pe struguri si gasite in
cantititi mari in mustul de struguri [151]. In recolta din 2018, a fost de asemenea izolatd pe medii
de cultura specifice.

Se observa in figura 3.13 ca relativ, abundenta lui H. uvarum este diferita intre probe, fiind
cea mai mare in CCS (97,6%) si cea mai micd in VCH (2,1%), in timp ce VCH are cea mai mare
prezentd a S.cerevisiae (45,7%). Alti compusi legati de performanta fermentatiei (cum ar fi zaharul
st etanolul) si/sau anumiti metaboliti secretati de S. cerevisiae ar putea fi legati de scaderea brusca

a capacitatii de cultivare a speciei H. uvarum. Asa cum a fost analizat de Wang et al. s-a confirmat
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ca metabolitii proveniti de la S. cerevisiae au indus lipsa de cultivabilitate a H. uvarum, totusi,
etanolul si alti compusi posibili nu pareau sa induca acest efect, ci au jucat un anumit rol in proces
[160]. Aceasta specie a fost testatd in culturi mixte de starter ca alternativa la inocularea doar a
speciilor de drojdii Saccharomyces, valorificand caracteristicile exclusive ale ambelor specii.
Utilizarea de H. uvarum in fermentatia mixta cu S. cerevisiae a fost raportatd ca determina
obtinerea unor vinuri semnificativ diferite fatd de cele obtinute prin culturi pure de S. cerevisiae
[161]. In detaliu, s-a inregistrat o crestere a concentratiei de alcooli superiori, acetali si arome
variate. Cu toate acestea, levurile Hanseniaspora pot fi asociate cu productia de concentratii
semnificative si nefavorabile ale unor compusi, cum ar fi acidul acetic, selectia levurilor este
cruciald, deoarece s-a raportat o mare varietate intre diferitele tulpini de Hanseniaspora. O alta
specie, H. guilliermondii, a fost detectatd cu o relativd abundentd mai mare in probele VCH (40,0%)
si VFN (31,0%). O tulpind de H. guilliermondii, s-a distins printr-o activitate marcatd de [-
glucosidaza extracelulard si un potential fermentativ bun.

Metschnikowia spp. este un tip de levura non-Saccharomyces, care efectueaza fermentatia
inainte ca fermentatia alcoolica sa aiba loc, fiind recunoscutd pentru o capacitate mai scazutd de
producere a alcoolului fata de S. cerevisiae, care poate varia intre 20% - 30%. Avantajul acestui
lucru este ca aroma varietald nu este mascata de concentratia ridicata de alcool [162]. Cu toate ca
M. pulcherrima a fost izolata in recoltele din 2018 si 2020, rezultatele NGS din 2022 au ardtat ca
douad specii cu frecventd mare apartin genului Metschnikowia: M. rubicola si M. shanxirensis.
Genul de levuri ascomycetous Metschnikowia cuprinde peste 80 de specii [163]. M. pulcherrima
cu spori mici $i cinci specii Inrudite (M. andauensis, M. fructicola, M. shanxiensis, M. sinensis si
M. ziziphicola) produc pulcherrimin, un pigment rosu-brun in celulele lor si, de asemenea, extern,
in mediu, observabil sub forma de halo in jurul coloniilor care cresc pe medii de agar [164].
Majoritatea speciilor Metschnikowia nu sunt raspandite ecologic, dar prezinta un grad ridicat de
specializare [165, 166]. Speciile M. pulcherrima par sa fie asociate, In principal, cu insectele care
se hranesc cu fructe. In mediile legate de podgorii si vinuri, s-au raportat speciile M. pulcherrima,
M. fructicola si M. viticola [167], in acest studiu, M. viticola a fost detectata in proba SCH (0,5%).
M. pulcherrima nu a fost detectatd. Avand in vedere inexactitatea metodelor traditionale de
secventiere, mentionata in capitolul I, este posibil ca levurile izolata in 2018 si 2020 sa fie M.
shanxirensis, care pot produce, de asemenea, pigment rosu.
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Torulaspora delbrueckii a fost gasita in toate probele cu exceptia celei din VFN, unde CCH
a fost mai mare. T.delbrueckii este cea mai studiata si comercializatd specie non-Saccharomyces
in vinificatie [168]. Managementul lui 7.delbruecki este relativ usor in comparatie cu alte specii
non-Saccharomyces datorita puterii sale relativ ridicate de fermentatie de pana la 9-10% volum,
in timp ce mai multe specii non-Saccharomyces, cum ar fi: M. pulcherrima, P. guillermondii, P.
kluyveri, S. stellata si H. vinae, nu tolereaza concentratii de etanol mai mari de 4% volum. Datorita
rezistentei la etanol, aceasta specie poate influenta semnificativ calitatea produsului final al vinului
pe parcursul celei mai mari parti a perioadei de fermentatie alcoolice.

Una dintre primele avantaje atribuite speciei 7. delbrueckii a fost reducerea concentratiei
de aciditate volatila din vinuri. Unii autori au raportat reduceri ale concentratiei finale de acid
acetic in jur de 0,14-0,28 g/dm?® in comparatie cu S. cerevisiae. Aplicarea T. delbrueckii poate
reduce concentratia finald de etanol in vinuri cu pand la 1%, in timp ce creste concentratia de
glicerol de 1a 0,2 1a 0,9 g/dm*. Mai multi autori raporteaza ci T.delbrueckii elibereazi mai multe
manoproteine decat Saccharomyces si alte specii non-Saccharomyces. Consumul moderat de acid
malic de catre Saccharomyces a fost frecvent observat in fermentarile secventiale, in cantitati
cuprinse intre 20% si 25%.

T. delbrueckii poate imbundtdti intensitatea si calitatea aromei vinului, crescand impresia
generala si caracterele varietale si fructate [169]. T.delbrueckii este capabil sa reduca concentratiile
de alcooli superiori atunci cand este utilizat in fermentatii secventiale cu S. cerevisiae [170]. Acest
efect contribuie la o crestere in perceptia a caracterului varietal. Cu toate acestea, s-a raportat si o
crestere a productiei de alcool [171]. Mai multi autori au raportat producerea de concentratii finale
mai mari de esteri fructati. In contrast, alte studii au raportat efectul opus [172]. Aceste diferente
in formarea alcoolilor superiori si a esterilor au fost explicate prin variabilitatea mare a tulpinilor
in diversitate de specie [169, 173]. T. delbrueckii se presupune ca elibereaza terpene conjugate n
unele soiuri de vin caracterizate de acesti compusi varietali. In plus, selectia corespunzitoare a
tulpinii de T"delbrueckii permite eliberarea unor concentratii mai mari de tioli, care cresc caracterul
varietal al soiurilor precum Sauvignon Blanc sau Verdejo [168].

Alte aspecte de interes biotehnologic ale acestei specii au fost larg descrise in literatura,
astfel, s-a demonstrat ca Torulaspora delbrueckii este capabila sa produca hidroxitirozol, cunoscut
ca compus bioactiv [173]. Interactiunea S. cerevisiae cu T. delbrueckii poate juca un rol major prin
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activarea sau inhibarea anumitor cdi metabolice [174], in special in metabolismul carbohidratilor
si azotului. Avand 1n vedere proprietatile 7. delbrueckii, reprezentantii de preparate oenologice
comercializeazd aceasta specie pentru aplicatii oenologice mixte.

Specia T.delbrueckii in Republica Moldova poate sd apard natural in struguri, fapt ce
permite utilizazarea sa ca potential promotor ai fermentatiei, cu precadere aplicatii in industria
vinicold locala si neapdrat verificate ulterior abilitatile acestora.

O alta specie Mortierella spp. este un fung filamentos raspandit, adesea gasit in soluri,
considerat un fung favorizant cresterii plantelor, cu crestere rapida si rezistentd in medii sdrace n
nutrienti [175]. Acest reprezentant a fost descoperitd in fiecare esantion, dar in SCH (1,54%) st
VFN (1,40%) relativ abundenta este mai mare, in timp ce in celelalte esantioane este mai mica de
1%. Relativ abundenta Mortierella pe struguri este adesea accidentald, putand fi influentatd de
factori de mediu externi, cum ar fi sporii din sol depusi pe suprafata strugurilor prin intermediul
vantului sau insectelor, sau prin influenta anumitor microbi specifici.

Meyerozyma guilliermondii este recunoscutd pentru functia sa de imbunatatire a culorii
vinului, acest fung se gaseste intr-o abundenta relativd mai mare in VCS (3,7%). Este vorba despre
o specie de fung cu o activitate enzimatica ridicatd de decarboxilare a hidroxycinamatului,
producand adaosuri de pirano-antocianind, care se condenseaza cu antocianinele din struguri
pentru a produce compusi cu culoare stabild. Acest fung este apreciat si pentru functia sa
antagonistica, reprima cresterea patogenilor, fie prin competitie cu acestia pentru spatiu si nutrienti,
fie prin eliberarea de compusi antifungici, asa cum se evidentiaza in tabelul 3.7. Se observa ca
numarul speciilor in proba VCS este cel mai scazut, indicind posibila inhibare a cresterii altor

fungi de catre acesta [176].

3.2.3. Prognoza functionala

In vederea prognozirii functionalitatii microbiomului studiat au fost utilizate functiile
Trophic Mode (descrie modul de nutritie al microorganismelor) si Guild (indica rolul ecologic al
acestora). Saprotrofele sunt microorganisme care obtin energie si nutrienti prin descompunerea
materiei organice si au un rol important in descompunerea materiilor organice. Ele pot fi saprotrofe
nedefinite (Undefined Saprotroph) sau tipuri specifice de saprotrofe (cum ar fi patogenii plantelor).

Pathotrofele reprezintd microorganisme adesea asociate cu boli sau parazitism si au un rol
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important in patogenitatea microorganismelor vegetale sau animale. Symbiotrofele sunt
microorganisme ce formeaza relatii simbiotice cu alte organisme si pot fi micorize endotrofice
(Endomycorrhizal) sau micorize ectotrofice (Ectomycorrhizal), sau pot forma alte tipuri de relatii

simbiotice cu plantele sau animalele.
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Figura 3.14. Prognoza functionala a fungilor.
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Saprotrofia este modul trofic fungal cel mai abundent in toate probele, cu toate acestea,
doar cateva OTU-uri se potrivesc cu baza de date (CCH: 1,4%, CCS: 1,4%, CFN: 1,5%, SCH:
1,5%, SCH: 3,8%, SCS: 1,5%, SFN: 2,0%, VCH: 46,5%, VCS: 0,6% st VFN: 2,5%). Proba VCH
are o abundenta relativ mai mare a OTU-urilor potrivite, datoritd continutului mai ridicat de S.
cerevisiae n aceastd proba, S. cerevisiae fiind clasificata ca ,,Saprotrof nedefinit” (figura 3.14 a).
Saprotrofele au un rol important in procesul de fermentare a vinului, descompunand materia
organicd, promovand proliferarea drojdiilor si bacteriilor si influentand aroma si calitatea vinului,
avand un impact asupra procesului de fermentare a vinului si a calitatii produsului final.

In timpul fermentirii vinului, microorganismele parazite pot avea efecte negative,
incluzand competitia si controlul microorganismelor benefice, influentarea vitezei si eficientei
fermentirii, modificarea aromei si aromei vinului, precum si reducerea calititii acestuia. In figura
3.14. b se poate observa ca principalii agenti patogeni sunt Pathogeni vegetali, acesti microbi fiind
adesea asociate cu bolile plantelor si pot fi prezenti in timpul maturirii si recoltirii strugurilor. In
proba CFN, s-a observat o cantitate semnificativa de Pathogeni animali, acest lucru se datoreaza
probabil influentei animalelor sdlbatice din jurul vitei-de-vie, aceste animale putidnd intra in
contact cu strugurii sau pot fi prezente in apropierea vitei-de-vie in timpul maturarii, potential
introducand patogeni animali 1n struguri.

Iesirea KEGG este vastd, pentru o analiza generala, rezultatele KEGG au fost impartite in
3 grupuri (C: IGP Codru, S: IGP Stefan Voda, V: IGP Valul lui Traian) si analizate comparativ.
Caracteristicile functionale ale bacteriilor au fost analizate cu ajutorul PICRUST, care este
proiectat pentru a prezice profilul metabolic al microorganismelor din datele de secventiere ale

genei de marcator utilizand baza de date KEGG, reprezentatie inclusa in figura 3.15.
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Figura 3.15. Caracteristicile functionale ale bacteriilor

Chiar daca baza de date KEGG clasifica functiile bacteriilor intr-o varietate de moduri,
cum se aratd In figura 3.15, in procesul de fermentatie a vinului, prezinta interes functia metabolica
a bacteriilor.

Pentru procesul de fermentare, caile metabolice ale bacteriilor gasite Tn mustul de struguri
sunt de cea mai mare importanta, avand 1n vedere ca produsele lor metabolice contribuie la aromele
vinului si pot avea efecte pozitive sau negative asupra calitatii vinului. In figura 3.16. sunt
reprezentate categoriile metabolice pentru fiecare esantion. In general, proportiile diferitelor cai
metabolice nu difera semnificativ Intre cele 9 esantioane de studiu. Printre acestea, metabolismul
carbohidratilor, metabolismul aminoacizilor si metabolismul co-factorilor si vitaminelor sunt

predominante, ceea ce duce la producerea de metaboliti benefici.
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Figura 3.16. Abundenta relativa a diferitelor functii metabolice bacteriene in fiecare proba

In aceste cii metabolice, metabolismul carbohidratilor ocupa cea mai mare proportie.
Bacteriile care utilizeazd caile metabolice ale carbohidratilor pot juca un rol important in
fermentarea vinului, acestea putind folosi surse de carbon precum glucoza pentru fermentatie si
productia de alcool si acizi organici. Pe locul doi este metabolismul aminoacizilor, iar in procesul
de fermentare a vinului, bacteriile care utilizeaza aceasta cale metabolica pot participa la eliberarea
surselor de azot din proteine si aminoacizi si la transformarea acestora Tn aminoacizi care servesc
ca sursa de energie pentru cresterea si metabolismul microorganismelor. Pe locul trei in procesul
de fermentare a vinului este metabolismul co-factorilor si vitaminelor. Aceasta cale metabolica
implicd sinteza, degradarea si utilizarea cofactorilor si vitaminelor, ceea ce este crucial pentru
cresterea microorganismelor, metabolismul si o varietate de reactii biochimice in procesul de
fermentare a vinului.

3.3. Concluzii la Capitolul I1I

Microorganismele de pe strugurii din RM au fost studiate in perioada recoltarilor din 2018

pana in 2020, cu accent pe cuantificarea (analiza cantitativa) microorganismelor folosind diferite

metode. Microorganismele au fost izolate de pe suprafata boabelor de strugure si din must,
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dezvaluind populatii variabile de levuri si bacterii 1n diferite recolte, soiuri de struguri si regiuni.
Numarul de levuri de pe suprafata boabelor de strugure a variat de la 2,2 E+04 pana la 3,9 E+07
UFC/bob cu metoda 1 si de la 4,1E+02 la 8,0E+06 folosind metoda 2. Similar, izolarea din must
a aratat populatii de levuri variabile de la niveluri foarte scdzute pana la 3,1E+06 UFC/bob pentru
metoda 1 si de la 3,0E+03 la 2,0E+05 pentru metoda 2. Numarul bacteriilor a fost constant scazut
in toate metodele si recoltele realizate, cu cateva exceptii.

Analiza comparativa prin diagrame box-plot a relevat diferente semnificative in populatiile
de levuri in functie de recoltd si soi, dar nu neaparat de regiune. ANOVA a evidentiat recolta ca
fiind un factor semnificativ care afecteaza numarul de levuri, in special numarul de levuri de pe
suprafatd boabelor strugure, in timp ce soiul a influentat semnificativ numarul de levuri din must.
Rezultatele izolarii au dezvaluit diverse specii de levuri si bacterii, inclusiv: Rhodotorula glutins,
Metschnikowia pulcherrima, Aurebasidium pullulans, Hanseniaspora uvrarum, Pedioccus
damnosus, Lactobacilles breis, Lactobacilles fermentum si Gluconbacter oxydans. Diferitele
recolte au prezentat schimbdri in speciile microbiene predominante, cu diferente remarcabile n
tulpinile de S. cerevisiae intre anii 2018, 2019 si 2020.

Metoda de spélare a bobitelor de struguri s-a dovedit a fi mai eficientd in indepartarea
microorganismelor de pe suprafetele strugurilor, in timp ce numarul de levuri a variat semnificativ
in functie de recolta si soi de struguri. Numarul bacterian a ramas constant scazut.

Influenta climatului si a utilizarii produselor fitosanitare asupra numarului de levuri a fost
examinata, evidentiind corelatii intre conditiile climatice, tratamentele fitosanitare si numarul de
levuri in diferite recolte si regiuni. Analiza indicilor climatici (HI, CI, DI) 1n trei recolte si regiuni
IGP a ardtat modele climatice variate, cu diferente observate in temperatura si umiditate. Recolta
din 2020 a prezentat temperaturi mai scdzute in comparatie cu anii anteriori, afectind potentialul
numadrului de levuri.

Utilizarea produselor fitosanitare, masurata prin TFI, a variat intre podgorii, cu podgorii
conventionale care prezintad valori mai mari ale TFI-ului. Analiza de corelatie Pearson a dezvaluit
relatii complexe intre utilizarea produselor fitosanitare si populatiile de levuri. Produsele
fitosanitar pentru combaterea fainarii reduc numarul de levuri cultivate, dar cresc numarul total de
levuri de pe suprafata bobului. In plus, corelatia intre factorii climatici si populatiile de levuri a
aratat relatii contrastante: temperaturile reci ale noptilor inaintea recoltarii strugurilor inhiba atat
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levurile cultivate, cat si numarul total de levuri, pe cind temperatura mai ridicatd in perioada
vegetativa reduce numarul total de levuri in mustul de struguri.

Studiul diversitatii microbiene realizat in recolta din 2022 a avut ca scop caracterizarea
structurii microbiene a strugurilor din Moldova si identificarea amprentelor microbiene in trei
regiuni cu Indicatie Geografica Protejatd (IGP). Dupd secventiere si optimizare, s-au obtinut
secvente fungice si bacteriene de inalta calitate, indeplinind cerintele pentru rezultate de
secventiere fiabile. Curbele de rarificare au indicat o adancime suficientd a secventierii.

Analiza Venn a relevat similarititi si diferente in compozitia unitatilor taxonomice
operationale (OTU) intre mostrele microbiene. Numarul de OTU-uri microbiene a variat intre
mostre, in care s-a stabilit cad IGP Valul lui Traian prezinta cea mai bogata diversitate microbiana.

Analiza structurii microbiene la nivel de filum si gen a dezvaluit valoarea informatica
privind compozitia fungilor si bacteriilor asociate cu strugurii din Moldova. Astfel, la nivelul
increngdtura, fungii au fost predominant clasificati in cinci filume, cu Ascomycota fiind cel mai
abundent. Bacteriile au fost clasificate in 16 increngitura, cu Proteobacteria dominand
comunitatea microbiana.

La nivel de gen, Hanseniaspora a fost cel mai prevalent gen fungic, urmat de
Saccharomyces si  Metschnikowia. Printre bacterii, Gluconobacteria, Tatumella si
Chryseobacterium au fost cele mai abundente genuri. Prezenta anumitor genuri, cum ar fi
Hanseniaspora si Tatumella, a fost asociata cu procesele de fermentatie spontana realizate.

Analiza ANOVA nu a identificat genuri specifice ca biomarkeri pentru regiunile IGP sau
soiurile de struguri, cu exceptia tipului Erysiphe, care a prezentat diferente semnificative intre
podgorii, probabil din cauza variatiilor in practicile de management al vitei-de-vie.

Interactiunile microbiene joaca un rol crucial in modelarea structurii comunitatii
microbiene asociate cu strugurii din RM, asa cum au evidentiat diverse studii. Coeficientii de
corelatie Pearson si valorile P au fost calculate pentru a ilustra topologia retelei benefice sau
antagoniste intre comunitatile microbiene. Analiza de corelatie (ilustrata in figura 3.12) denota ca
anumiti fungi precum Meyerozyma au fost gasiti sa coreleze negativ cu majoritatea bacteriilor si
fungilor. Acest lucru sugereaza un posibil rol de biocontrol pentru Meyerozyma, deoarece speciile
de drojdii au fost dezvoltate ca agenti de biocontrol (BCA-uri) pentru a inhiba cresterea patogenilor.
Prezenta Saccharomyces a aratat o corelatie pozitivd cu bacteriile acide acetice (AAB)
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Gluconobacter, indicand ca odati cu progresia fermentatiei spontane, apar mai multeAAB. In plus,
Metschnikowia si Torulaspora, doud genuri de levuri non-Saccharomyces, au fost gasite sa
coreleze pozitiv cu anumite bacterii, sugerand interactiuni potentiale Intre aceste microorganisme
in timpul fermentatiei. Pe de alta parte, aparitia tipului Tatumella a prezentat o corelatie negativa
cu aproape toate celelalte genuri bacteriene, indicand un posibil efect inhibitor asupra altor bacterii.
La nivel de specie, Hanseniaspora uvarum a fost cea mai abundenta specie de levuri In functie de
mostre. Aplicarea H. uvarum in fermentatia mixta cu Saccharomyces cerevisiae a fost raportatd sa
producad vinuri semnificativ diferite fata de culturile pure de S. cerevisiae, cu concentratii crescute
de alcooli superiori si acetat. Speciile Metschnikowia au fost, de asemenea, detectate, cunoscute
pentru capacitatea lor mai slaba de producere a alcoolilor in comparatie cu S. cerevisiae, permitand
0 mai bund conservare a aromei varietale a vinurilor.

Torulaspora delbrueckii, o specie non-Saccharomyces, a fost gasita In toate mostrele cu
exceptia uneia, cu avantaje raportate incluzand reduceri in concentratia de aciditate volatila si in
concentratia finala de etanol in vinuri. Tipul 7. delbrueckii este, de asemenea, cunoscuta pentru
imbunatatirea intensitatii si calitatii aromei vinului prin cresterea caracterelor fructate ale acestora.

Predictia functionald a diversitatii fungice 1n stadiile timpurii ale fermentatiei spontane a
fost realizata folosind baza de date FUNGuild. OTU-urile fungice din toate mostrele au fost
clasificate In 16 categorii si 3 moduri trofice. Saprotoph a fost identificat ca fiind modul trofic
fungic cel mai abundent in toate mostrele. Cu toate acestea, doar cateva OTU-uri s-au potrivit cu
baza de date, cu variatii ale abundentilor relative Intre mostre. Mostrele VCH au prezentat o
abundentd relativa mai mare a OTU-urilor potrivite, atribuitd continutului mai mare de S.
cerevisiae, clasificat ca un ,,Saprotrof nedefinit”.

Caracteristicile functionale ale bacteriilor au fost analizate folosind PICRUST, proiectat
pentru a prezice profilurile metabolice ale microorganismelor din datele de secventiere ale genelor
marcatoare folosind baza de date KEGG. Caile metabolice ale bacteriilor gasite in mustul de
struguri au fost deosebit de interesante pentru procesele de fermentatie, deoarece produsele lor
metabolice contribuie la aromele si calitatea vinului. Categoriile metabolice dominante au inclus
metabolismul carbohidratilor, urmat de metabolismul aminoacizilor si metabolismul co-factorilor

si vitaminelor, conducand la producerea de metaboliti benefici.
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IV.IMPLEMENTAREA TEHNOLOGIEI DE BIOPROTECTIE SI
OPTIMIZAREA PREGATIRII MAIELEI DE LEVURI INDIGENE
PENTRU ASIGURAREA FERMENTATIILOR ALCOOLICE SUB

CERTIFICAREA ECOLOGICA

In ultimul deceniu se incearcd cu mare insistentd si se promoveze pe eticheta vinului
mentiunea ,,vin ecologic” sau ,,vin ecologic”. Este bine cunoscut aspectul ca, vinul este un produs
mai ,,biologic” si mai ,,ecologic” decat majoritatea bauturilor nealcoolice racoritoare, conservelor,
produselor alimentare, etc., fiindca contin in retetd conservanti ce au fost aboliti de multd vreme
de legislatia vinicola.

Ideea de bioprotectie reprezinta o tehnologie emergentd in domeniul vinificatiei, avand ca
scop inhibarea dezvoltarii microorganismelor daundtoare prin introducerea unor levuri non-
Saccharomyces sau altor microorganisme benefice, reducand astfel necesitatea utilizarii SO,.

Validarea rezultatelor cercetarilor si implementarea tehnologiei de valorificare a
comunititii microbiene din cadrul studiului practic au fost realizate la IM ,,Vinaria Purcari” S.R.L.
la producerea vinurilor ecologice. In rezultatul implementirii tehnologiei inovative in baza
rezultatelor studiului experimental-practic a fost obtinut vinului ,,Native de Purcari”. Strugurii
prelucrati tehnologic au fost cultivati in podgoriile de la Purcari, pe o parcela aflatd in conversie
la agricultura biologica, pe care sunt aplicate agrotehnici prietenoase mediului ambiant,
biodiversitatii si fertilitdtii solului. Conversia Inseamna trecerea de la agricultura conventionala la
cea ecologica pe o perioada determinata de timp.

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

In procesul de dezvoltare a vinului cu bioprotectie au fost implicate mai multe soiuri de
struguri si doud tipuri de vin: rosu si rose sec. In acest capitol, discutia se concentreaza doar pe
vinul sec rosu din soiul Rard Neagra, utilizat ca exemplu de caz. Printre levuriile non-
Saccharomyces utilizate ca agenti de bioprotectie sau intr-o aplicatie secventiald, speciile
Torulaspora delbrueckii si Metschnikowia pulcherrima au fost luate in considerare. Prima, in

asociere cu S. cerevisiae in inocularea secventiald, a demonstrat ca elibereaza esteri si astfel creste

95



intensitatea fructuozitatii vinurilor rosii [168]. Mai mult, Torulaspora delbrueckii s-a dovedit a fi
un candidat promitdtor pentru colonizarea mustului si reducerea defectelor vinului.

In aceasta sectiune, comparatia este ficuti intre grupul de control al grupului C 1 si grupul
de bioprotectie al vinului BP, fiecare grup incluzand doua replicari. Aceeasi specie de S. cerevisiae
utilizata, iar cele Torulaspora delbrueckii si Metschnikowia pulcherrima au fost utilizate ca agent
de bioprotectie addugate la inceputul vinificatiei, detaliul este prezentat in Anexa 2.

Rezultatele cineticii fermentarii alcoolice sunt incluse in figura 4.1., din care se atesta
o viteza de fermentare a vinului BP mai lenta decat cea a grupului C1, desi aceeasi tulpina de S.

cerevisiae a fost inoculata.
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Figura 4.1. Dinamica fermentatiei alcoolice a probelor de vin studiate experimental .

Acest lucru se datoreaza activitdtii antimicrobiene a speciei M. pulcherrima [178], care produce
acid pulcherriminic si ulterior un complex de fier pulcherrimin, care ar putea incetini implantarea
altor tulpini selectate in fermentatia mixta, sau ar putea intarzia dezvoltarea tulpinilor native sau
inoculate de Saccharomyces si non-Saccharomyces capabile sa epuizeze zaharurile in timpul

fermentatiei.
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Avand in vedere rezultatele fizico-chimice ale probelor de studiu din tabelul 4.1, vinurile
din Rara Neagra produse cu levuri non-Saccharomyces ca bioprotectie au fost caracterizate prin
continuturi mai mari a acizilor volatili si substantelor fenolice totale, antociani totali, IPT
predominant. Polifenolii si antocianii sunt compusi chimici esentiali care determind capacitatea

antioxidanta si potentialul de maturare al vinului.

Tabelul 4.1. Analiza fizico-chimica a vinurilor de studiu
(* C1-Control, *BP-Bioprotectie)

Parametrii fizico-chimici Unitvateavde Grupul C1 Grupul BP
masura

Concentratia alcoolica % vol. 14,44+0,01a 14,49+0,04a
pH - 3,61+0,01a 3,63+0,01a
Concentratia Tn masa a acizilor totali g/dm? 4,80+0,00a 4,65+0,07a
Concentratia in masa a acizilor volatili g/dm? 0,21+0,01b 0,45+0,01a
Concentratia Tn masa a acizilor titrabili g/dm? 1,59+0,15a 1,514+0,06a
Concentratia in masa a acidului lactic g/dm’ 1,524+0,23a 1,65+0,01a
Indicele polifenolilor totali (IPT) - 34,30+0,15b 46,98+0,06a
Concentratia in masa a substantelor fenolice totale] mg/dm® |899,95+132,02b(1312,35+15,34a
Concentratia in masa a antocianilor totali mg/ dm3 191,65+14,64b | 492,00+£3,39a

Cu cat continutul de polifenoli este mai mare, cu atat vinul poate rezista mai bine la oxidare,
mentinandu-si mai bine aromele si structura pe parcursul maturdrii. Antocianii reprezintad
principala sursa a culorii vinurilor rosii, putand forma polimeri care interactioneaza cu taninurile,
imbunatatind astfel corpul si stabilitatea culorii. Conform studiului practic Simonin, S. et al. [129]
celulele M. pulcherrima au fost inca detectate la sfarsitul fermentatiei alcoolice. Produsul sau
metabolic, concentratia in masd a aciditdtii volatile mare, explica concentratiile ridicate de
aciditate volatild observate in grupul BP, care au fost semnificativ mai mari decat in grupul CI1.
Aceastd observatie este 1n acord cu studiul lui Sadoudi et al. [179], care aratd ca unele tulpini de
T. delbrueckii produc cantitati similare sau chiar mai mari de aciditate volatila decat S. cerevisiae.
Totusi, aciditatea volatild a vinului de bioprotectie este totusi mai mica decat limita de 1,2 g/dm?.
Desi, aciditatea volatila este adesea consideratd un usor defect al vinului care conferd un gust de
otet sau un miros etereal si la concentratii scazute se crede cd creste complexitatea aromei

fermentului natural.
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In aceastd cercetare, s-a observat o cantitate mai mare de antociani totali, ceea ce este
complet contrar concluziei unui alt studiu, insa s-a presupus ca diferentele semnificative observate
depind in principal de compozitia fenolica initiald a matricei-strugurii de Rara Neagra.

Continutul de polifenoli si antociani din grupul martor (C1) este de 899,95 mg/dm? si
respectiv de 191,65 mg/dm?, valori relativ scazute, ceea ce este asociat cu soiul de struguri utilizat.
In schimb, grupul BP prezinti un continut de polifenoli si antociani de 1312,35 mg/dm?, respectiv
492 mg/dm?, semnificativ mai mare decat grupul Cl. Tehnologia de bioprotectie a crescut
considerabil continutul de antociani si polifenoli in vinuri. Cresterea continutului de antociani si
polifenoli sugereaza ca vinurile din grupul BP pot mentine o culoare, structura si complexitate mai
stabile pe parcursul maturarii ulterioare a acestora. Nivelul ridicat de polifenoli poate contribui la
o0 astringentd mai pronuntata, insd acest aspect nu a fost observat in evaluarea senzoriala.

In acest studiu, lipsesc datele referitoare la compozitia fenolicd, insi existd dovezi ci
Bruxellensis produce fenoli volatili si influenteazd negativ proprietatile vinului. Se poate
presupune ca rezultatele bioprotectiei nu sunt aceleasi ca ale SO», ele conduc la o concentratie
diferita de Bruxellenisis viu, ceea ce conduce la un IPT si substante fenolice totale evident mai
mari. Si compozitia fenolica speciala a grupului BP conduce la o cantitate mai mare de antociani.
Concomitent cu capacitatea antioxidantd a SO», rolul important de a preveni izurile/defectele
neplacute in vin. Speciile non-Saccharomyces pot ajuta in biocontrolul formarii izurilor neplacute
prin bioprotectie ca rezultat al competitiei cu/sau elimindrii microorganismelor salbatice
contaminate, prin productia de aciditate, prin competitia si epuizarea nutrientilor, prin epuizarea
precursorilor mirosurilor nepldcute sau prin adsorbtia moleculelor defecte pe peretii celulelor.

Pentru a intelege daca bioprotectia functioneaza bine in caracteristicile senzoriale, s-a
efectuat o analizad senzoriald intre vinul cu bioprotectie si vinul de control. Procesul de degustare
este descris 1n sectiunea 2.2.4., iar fisa de degustare utilizat in evaluarea senzoriala este inclusa in

figura 2.1 a, iar rezultatele medii ale aprecierii gustative sint incluse in tabelul 4.2.

98



Tabelul 4.2. Rezultatele analizei organoleptice ale vinurilor de studiu
(* C1-Control, *BP-Bioprotectie)

Parametrul Grupul C1 Grupul BP
Culoare

Intensitatea 2,48+0,03a 2,81£0,12a

Nuanta 3,77+0,32a 4,10+0,28a
Aroma

Intensitatea 2,15+0,08b 3,34+0,22a

Fructe 2,19+0,12b 3,76+0,05a

Vegetale 1,57+0,10a 1,87+0,33a

Complexitatea 2,30+£0,56a 2,49+0,30a

Gust

Structura 2,46+0,37a 2,90+£0,01a

Corp 2,42+0,31a 2,95+0,06a

Tanin 2,05+0,06a 2,20+0,28a

Echilibru 3,17+0,66a 2,96+0,33a

Persistenta 2,84+0,48a 2,90+£0,01a

Conform datelor prezentate in tabelul 4.2, grupul BP a demonstrat imbunatatiri
semnificative (marcajele de semnificatie statistica ,,a” si ,,b” evidentiazd diferente semnificative
intre grupuri) pentru urmatorii parametri:

* Intensitatea aromei (Aroma - Intensitatea) grupul BP a obtinut un scor semnificativ mai
mare comparativ cu grupul C1 (3,34 + 0,22a fata de 2,15 + 0,08b).
= Aroma fructatd (Aroma - Fructe) grupul BP a inregistrat un scor semnificativ mai ridicat
fatd de grupul martor C1 (3,76 + 0,05a fata de 2,19 + 0,12b).
Pentru ceilalti parametri (intensitatea culorii, complexitatea, echilibrul), desi scorurile grupului BP
au fost mai mari, diferentele observate nu au fost semnificative din punct de vedere statistic (toate
marcate cu ,,a”). Aceasta lipsa de semnificatie statistica ar putea fi atribuita variatiilor in date sau
unei dimensiuni insuficiente a esantionului.

Rezultatele analizei senzoriale au fost distribuite in diagrama radar inclusa in figura 4.2.,

din care scorul pentru aroma fructata al grupului BP a fost 3,76, ceea ce indica faptul ca tehnologia

de bioprotectie a imbunatatit semnificativ caracteristicile fructate ale vinului.
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Figura 4.2. Diagrama radar a analizei senzoriale ale vinurilor cu bioprotectie
In ceea ce priveste intensitatea culorii (Culoare - Intensitatea), grupul BP a obtinut un scor de 2,81,
usor mai mare decét cel al grupului C1 (2,48), insa diferenta nu a fost semnificativa din punct de
vedere statistic (ambele marcate cu ,,a”’). Acest lucru ar putea fi explicat prin faptul ca diferenta de
continut a antocianilor dintre cele doud grupuri nu a fost suficient de mare pentru a se traduce intr-
o imbunatatire perceptibild a intensitatii culorii de catre degustatori.

Grupul BP a obtinut scoruri mai mari si la parametrii ,,structura” (2,90), ,,corp” (2,95) si
»tanin” (2,20), ceea ce sugereaza ca tehnologia de bioprotectie a contribuit la imbunatatirea acestor
caracteristici prin cresterea continutului de polifenoli. Cu toate acestea, scorul pentru ,,echilibru”
(Echilibru) al grupului BP a fost usor mai scazut (2,96 fata de 3,17 in grupul C1), ceea ce ar putea
fi descris de concentratii mai mari ai aciditdtii volatile, care a generat o usoard senzatie de
dezechilibru gustativ.

In ansamblu, grupul BP a demonstrat o performanti superioara fati de grupul C1 in
majoritatea parametrilor analizati. Tehnologia de bioprotectie a imbunatatit semnificativ
intensitatea aromei si caracterul fructat al vinului, aspecte esentiale pentru atractivitatea senzoriala
fatd de consumatori. De asemenea, scorurile mai mari pentru ,structurd”, ,,corp” si ,tanin”
sugereazd o complexitate crescutd si 0 mai buna integrare a componentelor fenolice.

Specia Torulaspora delbrueckii persista in timpul fermentatiei alcoolice si influenteaza
semnificativ compozitia vinului. Rezultatele acestui studiu confirma lucrarile anterioare care au
evidentiat utilizarea Torulaspora delbrueckii in aplicatii secventiale si o perceptic mai mare a

fructuozitatii si a aromei fermentate in comparatie cu proba de control [181, 182].
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4.2 Implementarea procesului de pregitire a maielei de levuri indigene optimizate la
elaborarea vinurilor rosii sub certificarea ecologica

Vinul cu MLI este o metoda traditionald, iar MLI-ul fermentat spontan, datorita prezentei
mai multor tipuri de levuri autohtone, atat S.cerevisiae cat si non-Saccharomyces, este adesea
considerat ci ar adauga vinului un stil local/autentic specific regiunii de cultivare a strugurilor. In

aceastd subsectiune, pe langa MLI-ul traditional, a fost explorat si MLI-ul optimizat.

4.2.1. MLI traditional

Rezultatele cineticii fermentarii alcoolice in procesul de pregatire a MLI (anexa 3) sunt
incluse in figura 4.3., din care fermentatia alcoolica este lenta pana la a 5 zi, dupd care are loc
reducerea densitatii mediului fermentativ in urmatoarele zile. Dinamica variatiei temperaturii pe
durata fermentatiei alcoolice a MLI este in limitele 15 — 28 °C, fara o evolutie ascendenta stabila

a parametrului de control.
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Figura 4.3. Dinamica fermentatiei alcoolice la pregatirea MLI
Conform dinamicii fermentatiei probelor MLI si C2 din figura 4.4., procesul de fermentatie
al grupului C2 este mai rapid si mai concentrat, densitatea scdzand brusc intre zilele 6 si 7, ceea ce
indica o activitate mai intensa a levurilor si o eficientd mai mare in conversia zaharurilor. In schimb,
fermentatia in grupul MLI este mai lentd, cu o scddere a densitatii mai graduald. Acest lucru poate
fi atribuit implicarii levurilor indigene non-Saccharomyces, care determind cai metabolice mai

complexe, prelungind astfel durata procesului de fermentatie.
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Figura 4.4. Dinamica fermentatiei alcoolice a MLI si vinului de control C2

Fermentatia mai lentd din grupul MLI poate fi benefica pentru péstrarea aromei si complexitatii
vinului, deoarece procesele mai lente permit un control mai bun al fluctuatiilor de temperatura si
reduc acumularea prea rapida a alcoolului, care ar putea afecta negativ profilul aromatic al
produsului final. Desi tendintele de variatie a temperaturii sunt similare intre cele doud grupuri,
temperatura din grupul MLI este usor mai ridicatd, in special in a doua jumatate a fermentatiei
(ziua 8-10). Acest lucru ar putea fi explicat prin activitatea metabolicd intensificata a levurilor
indigene, care genereazd mai multa cdldura si conduce la o crestere moderata a temperaturii.
Rezultatele analizelor fizico-chimice din tabelul 4.3., arata cd grupul MLI prezinta
diferente semnificative in compozitia chimica, evidentiind caracteristicile metabolice unice ale
levurilor non-Saccharomyces implicate in procesul de fermentatie. In primul rand, continutul de
acetat de etil al grupului MLI (70,25+0,35a) este semnificativ mai mare decat cel al grupului C2
(60,55+0,35b), ceea ce sugereaza ca activitatea metabolicd a levurilor non-Saccharomyces, cum
Hanseniaspora uvarum. De asemenea, cresterea semnificativa a izopentanolului (244,45+5,87a)
ajutd la sporirea complexitdtii aromatice. Totusi, continuturile mai scazute de n-propanol si
izobutanol in grupul MLI sugereaza o posibila inhibare metabolicd a S. cerevisiae de catre levurile
non-Saccharomyces, ceea ce poate influenta negativ corpul si structura vinului. Continutul de acid
succinic in grupul C2 (0,45+0,11a) este mai mare decat in grupul MLI (0,30+0,11a), ceea ce indica

o eficientd metabolicd mai ridicata a speciei S. cerevisiae.
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Tabelul 4.3. Analiza fizico-chimica a vinurilor de studiu

(* C2-Control, *MLI- maia de levuri indigene)

Parametrul 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?
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
[zo-butanol 48,20+0,28a 45,90+0,57b
n-butanol 1,15+0,07a 0,60+0,14a
[zopentanol 239,25+6,01b 244.45+5,87a
Concentratia in masa a 5,40+0,14a 5,70+1,27a
Concentratia in masa a 2,3- 164,15+11,95a 172,05+43,06a
Concentratia in mas 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
Antociani, % din suma totala
Delfinidin-3-glucozida 2,50+0a 3,10+0a
Cianidin-3-glucozida 0,90+0,14a 1,20+0a
Diglucozid malvidol 0,50+0,14a 0,25+0,07a
Petunidin-3-glucozida 4,00+0,14b 4,50+0a
Peonidin-3-glucozida 17,00+0,28b 18,30+0,28a
Malvidin-3-glucozida 64,35+1,77a 63,60+0,57a
> Antociani combinati 8,45+0,21a 6,20+0,99b

Nivelul de acid lactic, insa, nu prezinta diferente semnificative intre cele doud grupuri (1,43+0,04a
fata de 1,52+0,23a), confirmand ca activitatea metabolica a bacteriilor lactice sau a S. cerevisiae

ramane stabild in ambele conditii.
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Analiza antocianilor dezvéluie diferente suplimentare intre cele doud grupuri in ceea ce
priveste culoarea si proprietatile antioxidante. Continutul semnificativ mai mare de peonidin-3-
glucozid in grupul MLI (18,30+0,28a fata de 17,00+0,28b) sugereazd un aport metabolic important
al T. delbrueckii, ceea ce poate contribui la o intensitate mai ridicata a culorii percepute. Totusi,
nivelul mai scdzut al antocianilor combinati in grupul MLI (6,20+0,99b fata de 8,45+0,21a in
grupul C2) indica o posibila degradare a acestora din cauza activitatii levurilor non-Saccharomyces,
ceea ce poate afecta stabilitatea pe termen lung a culorii vinului.

Pe baza evaludrii senzoriale (tabelul 4.4), diferentele generale de scor intre grupul MLI si
grupul C2 nu sunt semnificative, ceea ce indica faptul ca cele doud procese prezintd caracteristici

senzoriale similare, dar unele tendinte specifice meritd analizate si investigate in continuare.

Tabelul 4.4. Rezultatele analizei senzoriale ale vinului cu MLI
(* C2-Control, *MLI- maia de levuri indigene)

Parametru Grupul C2 Grupul MLI

Culoare

Intensitatea 2,46+0,03a 2,50+0,71a

Nuanta 3,75+0,32a 3,67+0,04a
Aroma

Intensitatea 2,46+0,08a 2,54+0,37a

Fructe 2,16+0,12a 2,16+£0,48a

Vegetale 1,57+0,10a 1,76+0,08a

Complexitatea 2,30+0,56a 2,40+0,57a

Gust

Structura 2,46+0,37a 2.63+£0.24a

Corp 2,42+0,31a 2.63+0.51a

Tanin 2,05+0,06a 1.81+0.12a

Echilibru 3,17+0,66a 2.38+0.03a

Persistenta 2,84+0,48a 2.57+0.04a

Intensitatea culorii la grupul MLI (2,50+0,71a) este usor mai mare decat in grupul C2 (2,46+0,03a),
insd scorul pentru nuanta (3,67+0,04a fatd de 3,75+0,32a) este mai mic, ceea ce sugereaza o

performanta vizuald usor inferioara in grupul MLI. Aceasta diferenta poate fi asociata cu nivelurile
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mai scazute de antociani combinati, care joacd un rol important in stabilitatea culorii pe termen
lung. Intensitatea aromei in grupul MLI (2,54+0,37a fatd de 2,46+0,08a) si notele vegetale
(1,76+0,08a fata de 1,57+0,10a) sunt mai pronuntate decét in grupul C2, in timp ce notele fructate
nu prezintd diferente semnificative (ambele fiind 2,16+0,12a). Aceste diferente ar putea fi asociate
cu nivelurile mai ridicate de acetat de etil si izopentanol in grupul MLI, compusi volatili cunoscuti

pentru contributia lor la arome dulci, fructate si la complexitatea aromatica generala.
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Figura 4.5. Diagrama radar a analizei senzoriale ale vinurilor cu MLI

Grupul MLI a inregistrat scoruri mai mari pentru ,,structurd” (2,63+0,24a fata de 2,46+0,37a) si
»corp” (2,63+0,51a fatd de 2,42+0,31a). Cu toate acestea, scorurile pentru ,.,tanin” (1,8140,12a fata
de 2,05+0,06a) si ,,echilibru” (2,38+0,03a fatd de 3,17+0,66a) au fost mai mici in grupul MLIL
Aceste diferente pot fi explicate prin nivelurile mai scazute de acid succinic si unii alcooli superiori,
combinate cu o aciditate volatilda mai ridicata, care poate contribui la o usoard senzatie de
dezechilibru.
4.2.2. MLI optimizat

MLI optimizat a fost realizat in laborator, iar procesul de vinificatie s-a desfasurat conform
descrierii din sectiunea 2.2.2. Figura 4.6. prezinta influenta dinamicii fermentatiei asupra densitatii
mustului in cazul MLI-T (MLI traditional) si MLI-O (MLI optimizat). Curba MLI-O indica o
viteza de fermentatie mai rapida, densitatea scazand semnificativ in dupd-amiaza celei de-a doua
zile si apropiindu-se de finalizare intre zilele 4 si 5, ceea ce sugereazd o conversie rapidd a
zahdrului in alcool si dioxid de carbon. Acest fenomen poate fi atribuit addugarii de vin in timpul
procesului de pregdtire a MLI-O, actiune ce a inhibat activitatea unor drojdii non-Saccharomyces
si bacterii, permitand prioritate activitatii fermentative a S. cerevisiae.
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Figura 4.6. Dinamica fermentatiei alcoolice a pregatirii MLI-T si MLI-O
In contrast, curba MLI-T este mai lina, iar sciderea semnificativa a densititii incepe abia in ziua a
treia, cu finalizarea principalului proces de fermentatie intre zilele 5 si 6, indicand o activare mai
lentd a levurii in MLI-T. In plus, barele de eroare din grafic arata cia metoda MLI-O produce
rezultate experimentale mai consistente, in timp ce metoda MLI-T prezinta o variabilitate usor mai
mare, posibil legata de diversitatea microbiana din timpul fermentatiei.

In timpul pregitirii MLI, au fost prelevate mostre pentru studiul microbian la cele trei
momente cheie in fiecare metoda: a) suc de struguri netratat (etape initiale); b) Inceperea
fermentatiei (etapa intermediard); c) finalizarea pregatirii MLI (etapa finala).

Diagrama 4.7 prezintd curbele de fermentatie alcoolica ale celor trei grupe, in care au fost
addugate MLI-T, MLI-O si1 S. cerevisiae comerciald. Deoarece in procesul de pregatire a MLI-O
s-a adaugat aproximativ 120 ml de vin, iar in cazul MLI-T s-a addugat 120 ml de apa sterila,
lichidul adaugat in cele doua grupe de experimentare a dus la diluarea zaharului din mustul initial.
Asa cum este prezentat In diagrama 4.7, concentratiile initiale de zahar nu sunt uniforme in cele
trei loturi, precum si influenta diferitelor metode de tratare asupra eficientei fermentatiei.

Grupul MT a prezentat cea mai mare eficientd a fermentatiei in fazele initiale, in special
intre zilele 1 si 3, cand densitatea a scazut rapid. Acest rezultat se datoreaza, probabil, proliferarii
levurilor in timpul pregatirii MLI si diludrii concentratiei initiale de zahar prin adaugarea de apa,

reducand astfel efectul inhibitor al presiunii osmotice.
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Figura 4.7. Dinamica fermentatiei alcoolice pentru cele doua vinuri cu MLI si cel control.

In contrast, grupul MO a avut un inceput de fermentatie mai lent, dar a inregistrat o viteza stabila
incepand cu ziua a doua, ajungand aproape de final in ziua a cincea, ceea ce sugereaza ca adaugarea
de vin a inhibat concurenta microorganismelor nedorite, sporind stabilitatea fermentatiei. Grupul
C3, pe de alta parte, a avut un inceput mai lent, posibil din cauza necesitatii de reactivare si
adaptare a speciei S. cerevisiae comerciala, desi viteza fermentatiei a crescut in etapele ulterioare,
eficienta generald a ramas inferioara grupurilor MO si MT. Liniile de eroare aratd ca grupul MO
a avut o consistenta ridicatd a rezultatelor experimentale.

In ceea ce priveste analiza defectelor, toate cele trei seturi de 18 probe nu au prezentat
defecte in ceea ce priveste culoarea si gustul. Doua treimi (4/6) dintre degustatori au identificat
defecte de aroma in toate probele din grupul MT, categorizand aceste defecte conform listei din
tabelul 4.5. Cu toate acestea, trebuie mentionat ca aceste defecte, respectiv ,,bezind” si ,,redus”,
transmit in principal sensuri similare. Jumatate dintre degustatori au identificat defecte in proba

MO, in special ,,redus”.

Tabelul 4.5. Defectele vinurilor de studiu

Tipul Degusta- Degusta- Degusta- Degusta- Degustator 5 Degusta-
probei tor 1 tor 2 tor 3 tor 4 tor 6
MTI Benzina Redus Scazut Nu Ceapa, benzina Nu
MT2 Nu Volatil Nu Nu Ceapa, benzina Nu
MT3 Oua Redus Nu Nu Redus Nu
MO1 Redus Nu Inchis Nu Redus Nu
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Analiza PCA (Analiza de Componente Principale) efectuata pe scorurile degustatorilor este
inclusa in figura 48. In plus, cele trei grupuri experimentale prezinti un clustering excelent in
distributia PCA. Este demn de remarcat faptul cd mostra MO1, discutata anterior ca avand defecte
legate de aroma de catre jumatate dintre degustatori, este vizual distantatd de MO2 si MO3 in
graficul PCA. Acest lucru sugereaza cd MO1 ar fi putut suferi evenimente neasteptate in timpul

fermentatiei.
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Figura 4.8. Analiza PCA a analizei senzorial

In analiza PCA, doui componente principale pot explica 55.6% + 24.2% = 79.8% din
variatie, indicand o putere de explicare puternica. Aceastd analizad PCA este considerata eficienta.
Atributele senzoriale evidentiaza un avantaj semnificativ al grupului C, cu o distributie stransa a
probelor in cadrul grupului, indicand stabilitate si consistentd. Probele grupului MO (triunghi
verde) se situeaza in principal in zona din dreapta jos si in mijlocul graficului, unde MO2 si MO3
sunt apropiate de atributele ,,Fructe proaspete” si ,,Flori”, evidentiind caracteristici puternice de
fructe proaspete si note florale. Cu toate acestea, MOI 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
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precum ,,Vegetal” si,,Astringent”, ceea ce reflectd o calitate senzoriala inferioara si o variatie mare
intre probe. Dim1 este condus de atribute senzoriale pozitive, indicand directia perceptiilor
favorabile, in timp ce Dim2 reflecta influenta atributelor negative (cum ar fi ,,Amar”) si a unor
atribute pozitive specifice (cum ar fi ,,Flori”), oferind o separare detaliata a probelor.

Per ansamblu, grupul C demonstreaza cea mai buna calitate senzoriala, grupul MO este
aproape de C, dar MO indica posibile neconcordante in conditiile de fermentare. Grupul MT
prezinta cea mai scazuta calitate senzoriald, posibil datoritd dezechilibrelor microbiene sau
contributiei negative a compusilor volatili, ceea ce este in concordanta cu rezultatele anterioare ale
analizei senzoriale descrise 1n tabelul 4.5.

Rezultatele evaluarii senzoriale detaliate incluse in tabelul 4.6., denota ca grupurile C3 si
MO nu prezinta diferente semnificative la majoritatea indicatorilor de evaluare. Desi pe diagrama
radar se observa scoruri de degustare mai mici pentru grupul MO in comparatie cu grupul de
control, doar Vegetal, Acid si Suplu prezinti diferente semnificative. In mod specific, in grupul

MO, acidul este mai mare decat in control, in timp ce celelalte doua indicatori sunt mai mici.

Tabelul 4.6. Rezultatele analizei senzoriale
(* C3-Control, *MT- MLI traditional si *MO- MLI optimizat)

Parametru Grupul C3 Grupul MT Grupul MO
Aroma
Intensitate 3,4440,19a 2,61£0,10b 3,11+0,19a
Complexitate 3,39+0,10a 2,56+0,19 b 3,22+0,19a
Fructe proaspete 3,50+0a 2,33+0,17b 3,56+0,10a
Fructe uscate 2,78+0,10a 2,22+0,10b 2,67+£0a
Flori 2,334+0,17ab 1,89+0,25b 2,72+0,35a
Vegetal 2,17+0,17a 2,2240,10a 1,61+0,10b
Condimente 2,83+0a 2,33+0,17b 2,61£0,19ab
Gust

Intensitate 3,28+0,10a 2,94++0,10b 3,17+0,17ab
Suplu 3,22:+0,10a 3,00+0b 2,94:+0,10b
Alcool 3,17£0,17a 2,83+0b 3,00+0a
Acid 3,94+0,10a 3,67+0,17ab 3,44+0,19b
Astringent 3,22+0,10ab 3,44+0,10a 3,11+0,10b
Amar 2,50 +0,17a 2,06+0,10b 2,44+0,19a
Complexitate 3,11+0,10a 2,89+0,42a 2,78+0,10a

109




® Grupul C3 ® Grupul C3

A Intensitatea

GI’UDUI MT G.Intensitate GI'UpUI MT
® Grupul MO ® Grupul MO
A.Complexitate A.Condimente G.Suplu
G.Complexitatea
A_F.proaspete A.Vegetal G.Alcool G.Amar
A F.uscate A.Flori G.Acid G.Astringen

Figura 4.9. Diagrama radar a analizei senzoriale ale vinurilor cu MLI optimizat
Pe de alta parte, grupul MT demonstreaza diferente semnificative fatd de grupurile MO si C3 in
majoritatea indicatorilor, cu scoruri in general mai mici. Dupa cum s-a mentionat anterior, fiecare
probi din grupul MT a fost observati si prezinte defecte de aromi. In aceastid configuratie
experimentala, metoda MLI fortificatd poate fi consideratd o alternativa eficienta la fermentatia
spontana, grupul MO obtine rezultate apropiate de cele obtinute cu S. cerevisiae comerciala.
Rezultatele analizelor fizico-chimice privind cele 3 probe de studiu sunt descrise in
tabelul 4.7., in baza carora nivelurile de aciditate volatila ale vinurilor MLI din cele doua grupuri
(MO: 0,41+0,01b si MT: 0,43+0,01b) au fost semnificativ mai scazute decat cele din grupul de
control (C3: 0,51+0a).

Tabelul 4.7. Analiza fizico-chimica a vinurilor elaborate cu MLI optimizat
(* C3-Control, *MT- MLI traditional si *MO-Varianta MLI optimizat)

Parametru Grupul C 3 Grupul MO | Grupul MT

Concentratia alcoolica, % vol. 12,08+0,02a 11,14+0,48a |12,03+0,80a

Concentratia in masa a zahdrului rezidual, g/dm? ~ 3,75+0,05a 3,30+0,02a | 3,46+0,26a

pH 3,44+0,02a 3,41+£0,01a | 3,47+0,02a
Concentratia in masa a acizilor totali, g/dm? 5,33+0,01a 5,16£0,02a | 5,16+0,25a
Concentratia in masa a acizilor volatili, g/dm? 0,51+0a 0,41+0,01b | 0,43+0,01b

Concentratia in masa a acizilor organici, g/dm?

Malic 0,60+0a 0,55+0,01b | 0,55+0b

Lactic 0,59+0,01a | 0,49+0,04a | 0,59+0,07a
Tartric 1,9240,11a | 2,07+0,20a | 2,00+0,02a
Citric 0,1940,0la | 0,21+0,0la | 0,190,022
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Conform valorilor fizico-chimice proba MLI prezintd o diversitate mai mare a comunitdtilor

microbiene, fermentatia a fost controlatd eficient in conditii de laborator, evitand generarea

excesiva de subproduse. De asemenea, nivelurile de acid malic din cele doud grupuri MLI (MO:

0,55+0b si MT: 0,55+0b) au fost semnificativ mai scazute decat cele din grupul de control

(0,60+0a), ceea ce sugereaza un grad mai mare de fermentatie malo-lacticd in grupurile MLI. Desi

vinul MLI-O a fost pregatit cu adaugarea a 1,5% vol. de vin, continutul final de alcool din grupul

MO a fost mai scazut decét cel din celelalte doud grupuri, dar diferenta nu a fost semnificativa.
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Figura 4.10. Amprentele compusilor volatili in doua grupuri MDI si grupul de control.
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Un total de 59 de compusi volatili au fost identificati, inclusiv 30 esteri, 6 alcooli, 7
aldehide, 3 cetone, 1 terpenad, 6 acizi, 2 tiole, 2 pirazine si 2 alti compusi. Rezultatele calitative
sunt prezentate in figura 4.10. 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. Conform
figurii 4.10 se poate observa ca cele trei grupuri de vinuri prezintd concentratii relative foarte
asemandtoare pentru compusi precum: 2-octenal (E), heptaldehidd, 2-butoxietanol, isobutil
izobutirat, acid 3-metilpentanoic, butanoat de butil, acid 3-metil, acid 2-metilpentanoic, 1-pentanol
(D), 1-pentanol (M), acetat de amil (D), acetat de amil (M), acid 2-metilheptanoic, butanoat de
propil, butanoat de pentil si propanoat de butil. Acest profil poate fi asociat caracteristicilor
aromatice ale soiului Feteasca Neagra. Butanoatul de propil contribuie senzorial cu note de prune
sau caise uscate, fiind direct legat de aroma de prune uscate. Acetatul de amil (D, M) si isobutil
izobutirat pot, in anumite cazuri, s intensifice dulceata fructelor rosii, fiind apropiate de aroma de
cirese, pe cand 2-Octenal (E) si heptaldehida pot oferi, la concentratii scazute, note de piper negru.
Aceste constatari sunt in concordanta cu caracteristicile senzoriale descrise pentru Feteasca Neagra
in studiul lui Wang [185, 186].

Grupul MT prezintd concentratii relative mai ridicate pentru 2-furfurilmetilsulfura si
dimetiltrisulfurd, compusi volatili care sunt de obicei considerati defecte senzoriale, aducand note
de ceapa si alte arome neplacute. Interactiunile dintre compusii volatili sunt extrem de complexe.
Desi grupul MO contine concentratii relativ mai scazute ale unor esteri care contribuie la arome
placute, acesta prezintd, de asemenea, un continut redus de aldehide si compusi sulfurici care pot
genera arome neplacute. Acest echilibru contribuie la un profil aromatic mai agreabil pentru MO.

Rezultatele analizelor microbiologice in cadrul celor trei etape principale ale procesului
de pregatire pentru MLI-T si MLI-O (inainte de inceperea fermentatiei, etapa intermediara si finala)
denota o scadere a densitatii populatiei microbiomului (rezultate prezentate in figura 4.11.).

In timpul procesului de fermentare spontani a pregatirii MDI-T, MT1 a intampinat
probleme la mijlocului fermentatiei, indicate de prezenta crescutd a fungilor neclasificati la etapa
finala MT1, impreund cu o cantitate insuficientd de S. cerevisiae. Acest lucru a fost confirmat si
de evaluarea senzoriald, prin care un numar mai mare de degustatori au sesizat defecte olfactive in

MTI.
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Figura 4.11. Abundenta relativa a primilor 10 fungi in pregatirea MLI-T (a) si MLI-O (b).
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Similar, in timpul procesului de pregatire a MDI-O, MOI1 a intampinat probleme similare, cu
niveluri mai ridicate ale organismelor neclasificate la mijlocul fermentatiei in comparatie cu
celelalte esantioane. Desi nivelurile de S. cerevisiae au fost mai scazute decat in celelalte doua
esantioane la finalizarea fermentatiei, ele au fost totusi mai mari decédt 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 MDI, este evident cd au fost implicati mai multi levuri
non-Saccharomyces in 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 MO1, S. cerevisiae a dominat in
cele din urmd comunitatea microbiand. Initial, Metschikowia a participat la fermentatie, scazand
treptat, In timp ce Lanchancea a crescut. Specia Lanchancea are o toleranta la alcool de pana la
10 % vol. si deoarece alcoolul a fost adaugat la inceputul acestui experiment, a inhibat activitatea
unor drojdii non-Saccharomyces. Odata cu fermentatia ulterioara, pe masura ce nivelurile de alcool
au crescut, doar Lanchancea a continuat sa joace un rol. Atit Lanchancea, cat si Metschikowia
sunt considerate responsabile de imbunatatirea aromei fructate a vinului.

MDI-O, prin adaugarea de alcool, a inhibat unele levuri non-Saccharomyces si alte
microorganisme care pot altera vinul, crescand 1n final cantitatea de levuri non-Saccharomyces in

PdC, rezultand Intr-un proces de fermentatie alcoolicd mai sigur si mai eficient.

4.3. Concluzii la Capitolul IV
Acest capitol, bazat pe cercetirile efectuate la IM ,,Vinaria Purcari” S.R.L, analizeaza
sistematic aplicarea tehnologiei de bioprotectie in vinificatie si metodele de optimizare a pregatirii
maielei de levuri indigene in conditii de laborator. Scopul acestor tehnologii implicd sporirea
stabilitatii si calitatii proceselor de FA, respectand totodata cerintele certificérii ecologice.
Capitolul este structurat in doud sectiuni principale: implementarea practica a tehnologiei
de bioprotectie pentru vinurile rosii si comparatia dintre metodele traditionale si optimizate de

pregatire a maielei de levuri indigene.
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In cadrul acestui studiu, s-au utilizat struguri de Rara Neagra proveniti dintr-o vie ecologica
din Olanesti, Republica Moldova. Doud specii de levuri non-Saccharomyces, Torulaspora
delbrueckii s1 Metschnikowia pulcherrima, au fost utilizate ca agenti de bioprotectie. Aceste levuri
nu doar cd reduc competitia dintre microorganismele contaminante, dar contribuie si la
imbunatatirea aromelor vinului. Rezultatele studiului au evidentiat ca viteza de fermentatie a
grupului de bioprotectie (BP) este mai lenta, datorita efectului inhibitor al metabolitilor produsi de
M. pulcherrima, nsa procesul general de fermentatie este controlabil si eficient. Concentratia de
aciditate volatild in grupul BP (0,45 g/dm®) este semnificativ mai mare decat in grupul de control
(0,21 g/dm?), dar sub limita defectului senzorial (1,2 g/dm®). Grupul BP a prezentat valori
semnificativ mai ridicate pentru compusii fenolici totali, antociani si IPT, acesti compusi fiind
esentiali pentru capacitatea antioxidanti, potentialul de maturare si stabilitatea culorii vinului. In
evaludrile senzoriale, vinurile din grupul BP au avut un scor semnificativ mai mare la intensitatea
aromei comparativ cu grupul C1 (3,34 fatd de 2,15) si un scor semnificativ mai ridicat de aroma
fructata (3,76 fata de 2,19 ), demonstrand astfel avantajele tehnologiei de bioprotectie in cresterea
calitatii aromelor si a structurii vinului.

Pentru a explora potentialul levurilor indigene, capitolul comparda metodele traditionale
(MLI-T) si optimizate (MLI-O) de pregitire a maielei, folosind struguri Pinot Noir. In metoda
optimizata, s-a adaugat 1,5 % vol. alcool in cultura initiald pentru a regla structura comunitatilor
microbiene. In cadrul pregitirii maielei prin metoda traditionald (MLI-T), fermentatia a fost mai
lentd, cu o scddere semnificativa a densitdtii observatd abia din ziua a treia. Acest lucru se
datoreazd complexitatii mai mari a levurilor indigene, ale caror cai metabolice diverse prelungesc
durata procesului de fermentatie. In schimb, metoda optimizati (MLI-O) a avut o fermentatie mai
rapida, cu o scadere vizibild a densitatii deja din ziua a doua, iar procesul a fost mai consistent si
mai controlabil. In grupul MLI-T, S. cerevisiae a avut o pondere finald mai mici, cu o prezenti
mai mare a levurilor non-Saccharomyces, ceea ce a condus la aparitia defectelor senzoriale in
unele probe. In grupul MLI-O, alcoolul adaugat a inhibat partial levurile non-Saccharomyces si
microorganismele nedorite, permitdnd S. cerevisiae sa devind predominantd (peste 80 % din
drojdiile de fermentare) in etapele finale ale fermentatiei. In plus, speciile Lachancea au aritat o

activitate ridicata, contribuind impreuna cu Metschnikowia la intensificarea fructuozitatii vinului.
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Metoda optimizata (MLI-O) a prezentat niveluri mai scdzute ale aciditatii volatile (0,41
g/dm?) si acidului malic (0,55 g/dm?) comparativ cu grupul de control (C3), ceea ce indicd un
control mai eficient al fermentatiei malo-lactice. In evaludrile senzoriale, vinurile din grupul
MLI-O au avut performante apropiate de cele produse cu levuri comerciale, obtinand scoruri
ridicate pentru atributele ,,fructe” si ,,flori”, in timp ce atributele negative, precum ,,vegetal” sau
»astringent”, au fost semnificativ mai scazute fatd de metoda traditionala.

Acest capitol demonstreazd ca tehnologia de bioprotectie si metodele optimizate de
pregatire a maielei de levuri indigene sunt metode viabile pentru producerea vinurilor ecologice
de Tnalta calitate. Tehnologia de bioprotectie imbunatateste semnificativ intensitatea fructuozitatii,
structura vinului si stabilitatea chimica, oferind o alternativa eficientd la utilizarea sulfitilor.
Metodele optimizate de pregatire a maielei indigene asigurd o fermentatie mai uniforma si rezultate
comparabile cu levurile comerciale, oferind un fundament solid pentru explorarea potentialului
levurilor autohtone.

Cercetdrile viitoare ar trebui sd se concentreze pe optimizarea selectiei si combinarii
levurilor non-Saccharomyces si pe adaptarea acestor tehnologii la diferite soiuri de struguri si

conditii climatice pentru a sprijini dezvoltarea durabild a vinurilor ecologice.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE

In aceasti lucrare s-a studiat diversitatea microbiana a diferitelor soiuri de struguri din trei
zone IGP din Republica Moldova folosind diverse metode de cercetare, se concluzioneaza:

1. Numarul total de levuri de pe suprafata strugurilor variazd de la 2,2E+04 pana la
3,9E+07 UFC/bob, iar numarul celor cultivabile de pe suprafata strugurilor variaza de la 4,1 E+02
pana la 8,0E+06. Numarul total de levuri din must variaza de la <8,9E+02 pana la 4,25E+06
UFC/cm?, iar numarul de levuri cultivabile variaza de la 8,9E+02 pana la 9,0E+05 UFC/ cm’. S-a
determinat ca, cu mici exceptii, cantitatea populatiilor bacteriene este redusd si prezenta unui
numar mai mic de levuri din must decat cel de pe suprafata strugurilor (subsectiunea 3.1.1.).

2. S-a efectuat o analiza statisticd a factorilor climatici si a utilizarii produselor fitosanitare,
ajungandu-se la urmatorul aspect practic: produsele fitosanitare utilizate pentru combaterea
fainarii reduc numarul de levuri cultivabile, dar contribuie la cresterea numarului total de levuri.
Produsele fitosanitare pentru fainare determina trecerea drojdiilor de pe suprafata strugurilor in
starea VBNC (viabile, dar necultivabile), ceea ce duce la scaderea numarului de drojdii din mustul
de struguri. O suma a temperaturilor mai ridicate pe durata perioadei vegetative reduce numarul
total de levuri din mustul de struguri, iar temperaturile reci pe durata noptilor Tnaintea recoltarii
strugurilor inhiba atat cresterea levurilor cultivabile, cat si numarul total de drojdii de pe suprafata
acestora (subsectiunea 3.1.3.).

3. Tehnologia NGS a fost folositd pentru a studia comunitdtile microbiene in stadiile
timpurii ale fermentatiei spontane a trei soiuri de struguri din trei regiuni IGP. Zona IGP Valul lui
Traian a aritat cea mai mare diversitate microbiana. Intre soiurile de struguri si regiunile IGP din
R. Moldova nu exista diferente semnificative in componenta microbiana (subsectiunea 3.2.1.).

4. Componenta fungilor si bacteriilor strugurilor din Republica Moldova la nivel de
increngatura, denotd cd fungii din cele cinci increngaturi cea mai frecventa fiind cei din
Ascomycota. Bacteriile au fost clasificate in 16 increngaturi, dintre care cea mai raspandita fiind
Proteobacteria. Hanseniaspora s-a dovedit a fi cel mai raspandit gen fungic, urmat de
Saccharomyces si Metschnikowia. S-a stabilit ca genurile de bacterii Gluconobacteria, Tatumella
st Chryseobacterium sunt cele mai raspandite, iar genurile de bacterii lactice sunt extrem de reduse

ca predominantd (subsectiunea 3.2.2.).
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5. Genul de fungi Meyerozyma a fost gasit sa se coreleze negativ cu majoritatea bacteriilor
si fungilor dupa interactiunile microbiene (subsectiunea 3.2.2.).

6. Producerea vinurilor cu bioprotectie s-a efectuat folosind doud levuri non-
Saccharomyces: M.pulcherrima si T.delbrueckii, intalnite frecvent pe strugurii din RM. Vinul
produs a prezentat o calitate buna, cu un buchet de arome mai pronuntat de fructe si un continut
mai ridicat de compusi fenolici si antociani. (sectiunea 4.1.)

7. Procesele de fermentatie a vinului prin MLI au fost imbunatatite prin fortificarea cu vin,
pind la continutul de alcool 1,5 % vol. Acest aspect tehnologic a permis obtinerea unor vinuri cu
continuturi ale aciditatii volatile si acidului malic mai scazute in comparatie cu cele obtinute la
utilizarea levurilor comerciale, avand totodata un buchet de arome fructate mai pronuntat. Pe baza
studiilor microbiene, adaugarea timpurie de vin in MLI inhiba activitatea unor levuri non-
Saccharomyces, permitand levurii Saccharomyces si domine procesul de fermentatie. in plus,
levura Lachancea thermotolerans, caracterizata printr-o toleranta ridicata la alcool, a contribuit la
fermentatia alcoolica si a fost considerata un potentiator al aromelor fructate (sectiunea 4.2.).

Recomandari practice:

v' Produsele fitosanitare chimice reduc semnificativ numarul de levuri din mustul de
struguri. Se recomanda reducerea treptata sau inlocuirea acestor substante cu solutii de protectie
organicd si biologica, cum ar fi utilizarea pesticidelor pe bazd de microorganisme (Meyerozyma,
identificata in subsectiunea 3.2.2 ca fiind prezenta in comunitétile microbiene autohtone).

v' Alegerea levurilor non-Saccharomyces potrivite pentru tehnologia de bioprotectie. Doua
levuri non-Saccharomyces (M. pulcherrima si T. delbrueckii) au demonstrat capacitatea de a
dezvolta vinuri cu un profil aromatic fructat. Totusi, levurile non-Saccharomyces utilizate in
bioprotectie sunt variate, iar metabolitii lor pot avea caracteristici diferite. Este esential ca
vinificatorii sd selecteze levurile non-Saccharomyces adecvate in functie de soiurile de struguri
folosite si de stilul de vin dorit.

v Selectia tulpinilor de levuri indigene adecvate. Tulpinile de levuri Saccharomyces si non-
Saccharomyces oferd multiple beneficii. Acest aspect nu doar imbunatiteste complexitatea
aromatica a vinului, ci sprijind si practicile de vinificatie durabila. In special in anii calzi, cand
numarul de levuri din must este redus, adaugarea de levuri indigene in must contribuie la eficienta
si calitatea fermentatiei.
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v’ Strategia adaugirii de vin pentru prepararea MLI-optimizat. in conditii de stres pentru
comunitatile microbiene (noptile reci inaintea recoltdrii sau temperaturi ridicate in perioada
vegetativa), utilizarea vinului in prepararea MLI s-a dovedit a fi o metoda eficienta si naturala.
Pentru rezultate optime, volumul de vin adiugat trebuie ajustat in functie de situatia specifica. In
acest studiu, un adaos de 1,5% vin a demonstrat rezultate excelente, dar proportia poate varia in

functie de compozitia mustului si de stilul de vin dorit.
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ANEXE

Anexa 1. Morfologia microorganismelor cultivate in vitro

nn

Abrevierea dinaintea reprezintd denumirea soiului de struguri, astfel: FN - Feteasca

Neagra, FA - Feteasca Alba, SA - Sauvignon, ME-Merlot, CF - Cabernet Franc, PN - Pinot Noir,
RN - Rara Neagra, VI - Viorica, CN — Couderc Noir.

nn

Abrevierea de dupd "-" reprezinta regiunea, astfel: C reprezintd IGP Codru, VLT reprezinta

IGP Valul lui Traian, SV reprezintd IGP Stefan Voda.

Figura 1. Morfologia microorganismelor cultivate in vitroizolate de pe suprafata
strugurilor FN_C, FA_C,SA_C, FN_VLT, FA_VLT, ME_VLT, FN_SV, CF_SV, RN_SV
(recolta 2018).
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Figura 2. Morfologia microorganismelor cultivate in vitro izolate din must:
Mostrele — FN_C, FA_C,SA_C, FN_VLT, FA_VLT, ME_VLT, FN_SV, CF_SV, RN_SV
(recolta 2018).
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Figura 3. Morfologia microorganismelor cultivate in vitroizolate de pe suprafata
strugurilor:
Mostrele — FN_C, FA_C,SA_C, FN_VLT, FA_VLT, ME_VLT, FN_SV, CF_SV,
RN_SYV (recolta 2019).
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Figura 4. Morfologia microorganismelor cultivate in vitroizolate din must:

Mostrele -FN_C, FA_C, SA_C, FN_VLT, FA_VLT, ME_VLT, FN_SV, CF_SV, RN SV
(recolta 2019).
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Figura 5. Morfologia microorganismelor cultivate in vitroizolate de pe suprafata
strugurilor:
Mostrele— FN_C, FA_C,SA_C, FN_VLIT, FA_VLT, ME_VLT, FN_SV, CF_SV, RN_SV
(recolta 2020).
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Figura 6. Morfologia microorganismelor cultivate in vitroizolate din must:

Mostrele —- FN_C, FA_ C,SA_C, FN_VLT, FA VLT, ME_ VLT, FN_SV, CF_SV,RN SV
(recolta 2020).
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Anexa 2. Schema de implementare a tehnologiei de bioprotectie in elaborarea vinurilor rosii sub

certificarea ecologica

Recoltarea strugurilor
Zaharul 255 g/dm3 ;
Aciditatea titrabili 4.65 g/dms3.

&

Bioprotectie
non-saccharomycescomerciale Torulaspora
delbrueckiisiMetschnikowia pulcherrima30 g/dm3

Corectarea aciditatii Desciorchinarea si zdrobirea 80%;
tartric acid 1.5 g/dm3 Struguri intregi20%.

Inocularea drojdiei
44— Succharomyces cerevisiaecomerciale organice
50 g/dm3

Fermentarea mustului
Pigeage si remontare 3 x 15 minute

Y

Fermentarea malolactici
inoculare la densitatea 1020-1010

Inocularea MLB
bacterii lactice malolactice =M
25 mg/dm3

|

Presare

Decantarea vinului de pe
sedimentul de drojdi

Maturarea
Botoi de 225L. 6 luni

Fitrarea

Sulfitare
PMS 50 mg/dmy3

Butelierea
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Anexa 3. Schema de pregitire a maielei de drojdii indigene optimizate si folosita la elaborarea vinurilor

Recoltarea si
prelucrarea strugurilor

Transferul mustului in
bioreactor

Adaugarea vinului din
recolta precedenta

Inertizarea
bioreactorului

Lansarea
fermentatiei alcoolice

Analiza finald si

aplicarea MLI

rosii si roze sub certificarea ecologica

* Perioada de recoltare:
Cu 5-7 zile inainte de culesul principal
* Proportie utilizata:
180 kg struguri (circa 3%) pentru fiecare 600 dal de
volum de fermentare
* Operatii preliminare:
Zdrobirea si desciorchinarea imediata a strugurilor

Mustul obtinut este transferat intr-un bioreactor de
2000 L (Bioreactivator 50).

Se adauga rosu din anul anterior pana cand mustul
atinge o concentratie alcoolica de 1,5%, pentru a
incuraja dezvoltarea florei autohtone si declansarea
rapida a fermentatiei.

Se efectueaza inertizarea cu CO2 pentru a preveni
oxidarea si a pastra conditiile anaerobe necesare
levurilor indigene.

Fermentatia alcoolica este initiatd prin ridicarea
temperaturii la un interval controlat de 25-28°C
(temperatura optima: 25°C).

Daca toate criteriile sunt indeplinite, MLI (in
proportie de 3% din volumul mustului destinat
fermentarii) este addugata in cisterna principala,
prin turnare lenta de sus, fara amestecare. Diferenta
de temperaturd dintre MLI si mustul principal nu
trebuie sa depaseasca 5°C, pentru a garanta
adaptarea optima a levurilor.
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* Analiza fizico-chimica a mustului:
Determinarea continutului de zahar, aciditatii
totale, pH-ului si azotului asimilabil (YAN).

* Analiza microbiologica a mustului:

Evaluarea activitdtii microbiologice (levuri si
bacterii lactice) si verificarea eventualelor
contaminadri, cum ar fi prezenta Brettanomyces.

* Ajustarea titrului alcoolic potential si a
nutritiei azotate:

Se reduce titrul alcoolic potential sub 13% vol.,
daca este necesar prin adaugare de apa.

Se administreaza azot organic in doza de 1 mg/g
zahar fermentabil, pentru a sustine activitatea
levurilor.

« Corectarea pH-ului:

pH-ul mustului se mentine intre 3,0 si 3,5. Daca
este necesar, se ajusteaza aciditatea pentru a
asigura un mediu optim pentru fermentatie.

» Monitorizarea temperaturii §i cineticii
fermentative:

Se noteaza zilnic temperatura si densitatea. Daca
densitatea scade cu >30 unitéti in 5 zile, MLI
este considerata activa.

» Omogenizarea temperaturii in bioreactor:

Se amesteca de 2—3 ori pe zi pentru distribuirea
uniforma a temperaturii si a celulelor active.

* Aport de oxigen:

La o scadere de 15 unitati a densitatii, se adauga
5 mg/dm3 oxigen dizolvat pentru stimularea
levurilor si sinteza componentelor membranare
(steroli si acizi grasi nesaturati).

Cand densitatea mustului ajunge in jurul valorii
de 1070 kg/m’, se efectueazd urmaitoarele
analize:

* Analiza acidului volatil (AV)

* Determinarea nivelului de contaminare cu
Brettanomyces

* Numararea celulelor viabile (trebuie s fie >100
celule/cm?®)

* Evaluarea senzoriald preliminara



Anexa 4. Schema de implementare a procesului de pregitire a maielei de drojdii indigene optimizate in

elaborarea vinurilor rosii sub certificarea ecologica

Recoltarea strugurilor
Recoltati cu 6-7 zile inainte de
data recoltani
Sulfitarea Nutrifie Recoltarea strugurilor
—b -— g ;
20-30 mgldm3 PMS IS Aty eants 200 mg/dm3 azot Zahirul 236 g/dm3
Aciditatea tirtrabili 4.6 g/dm3
 Nermentares momtului Sulfitrea | | Desciorchinarea i zdrobireas(® | | Corectarea aciditiii
itz shnd et et 032000 20-30 mg/dn3 PMS Struguri intregi20% 15 g tartc acid
; Fermentarea mustului
L | 2% MDI
Inocularea MLB Fermentarea malolactic
Bacterii lactice malolactice 25 mg/dm3 inoculare la densitate 1020-1010
Presare
Decantarea vinului de pe
sedimentul de drojdie

Maturarea
Butoi de 225L, 6 luni

Filtrarea

Sulfitarea
50 mg/dm3 PMS

Butelierea
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Anexa 5. Act de implimentare a productiei la bioprotectie si PdC

PURCARI

APROBAT

{Director General

vl Wineries Group

V.BOSTAN

ACT DE TRANSFER TEHNOLOGIC SI DE IMPLEME

a procesului de pregédtire a maiei de levuri indigene optimizate si a tehnologiei de bioprtectie la
elaborarea vinurilor rosii si roze sub certiifcarea ecologica

Comisia in componenta:

o CHIOSA N. - Director producere Group Purcari Wineries Group
MIHAILOV S. —Manager Departament Certificare si Standardizare,

o ARPENTIN G. - Director Cercetare, Dezvoltare si Inovare al Purcari Wineries Group

o YAQO M. - doctorand Universitate Tehnica din Moldova,

o WANG F. = doctorand Universitatea Tehnica din Moldova
au Tntocmit acest act pentru confirmarea implementdrii in conditiile de producere a IM ,Vinaria Purcari”
a procesului de pregdtire a maiei de levuri indigene optimizate si a tehnologiei de bioprtectie la elaborarea
vinurilor sub certiifcarea ecologica. Transferul tehnologic a fost realizat in perioada campaniilor de
recoltare 2021-2023, folosind drept materie prima struguri rosii aflati in conversie la viticultura ecologica.

o

Scopul implementérii - validarea experimentald a cercetdrilor efectuate asupra diversitatii microbiologice
a podgoriilor din diferite regiuni cu indicatii geografice protejate si in particular podgoriile Vinariei Purcari.
In rezultatul implimentarii tehnologiei a fost obtinut un lot de vin rosu sec in volum de 1500 dal din soiul
Pinot Noir si un lot de vin roze in volum de 1800 dal din soiurile Merlot, Cabernet Sauvignon si Malbec.

Analiza senzoriald a vinurilor elaborate conform protocolului experimental s-au caracterizat prin arome
mai complexe, cu nuante de fructe mai pronuntate, cu gust suplu si echilibrat, comparativ cu vinurile de
control obtinute prin fermentarea cu levuri active din comert.

Vinurile obtinute cu aplicarea tehnologiei propuse sunt comercializate sub urmdtoarele marci: Native
Pinot Noir si Native roze de Purcari.

In rezultatul lucrarilor de transfer, comisia recomandd procesul de pregatire a maiei de levuri indigene
optimizate, precum si tehnologia de bioprtectie la elaborarea vinurilor rosii si roze sub certiifcarea
ecologicd pentru a fi implimentate la intreprinderile vitivinicole din cadrul Grupului Purcari, precum si la
intreprinderile din sectorul vitivinicol al Republicii Moldova.

Semnaturile comisiei:

Director producere  ~CHIOSA N.
Manager Departament Certificare si Standardizare ) MIHAILOV S.
Director Cercetare, Dezvoltare si Inovare — - ARPENTIN G.
Doctorand Universitate Tehnica din Moldova ‘/gf “Qﬂ’ YAO M.
Doctorand Universitatea Tehnica din Moldova WANG F.
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Anexa 6. Diplome ale productiei la bioprotectie si PdC

Challenge |
|ﬂt8fﬂ[][l[]ﬂ[]|“

du Vin
i oo [

GOLD MEDAL 2024

AWARDED TO: IM VINARIA PURCARI SRL

FOR: NATIVE PINOT NOIR DE PURCARI 2022

PURCARI ROUGE
MOLDAVIE

www.challengeduvin.com

May 237-26", 2024

Proudly presented to

VINARIA PURCARI
Native Rosé de Purcari
Cabernet Sauvignon, Merlot, Malbec 2023
Moldova

President of VINARIUM,
Dr. Géitalin PADURARU

2

IN PARTNER ’:"% CORTEVA
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Anexa 7.Certificat de participare la conferinta

® 43 CONGRESO MUNDIAL

= 2 VINA
DEIV NO

o i MEXICO :
AAAAAAAAAAAAA

. CERTIFICATE

The Organising and Scientific Committees hereby certify that

MEILING YAO

Moldova, Republic Of

has successfully attended 43rd World Congress of Vine and Wine held in Ensenada,
Mexico from October 31st to November 4th 2022.

Pau Roca Dr. José Enrique Herbert Pucheta Hans Backhoff Guerrero
jefedelﬂDeleg cién Cientifica de Mexl:o M la
cién Internacional de la Vi
Cordlud Cieﬂ\‘( del 430 chewM dild I ow

SO O OTES IO

Director General de la OIV Presidente del Consejo

Mexicano Vitivinicola

Ensenada, November 2022.

v

ﬂ Ol &
(@ AGRICULTURA wngy& ..... < @@
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Anexa 7.Certificat de participare la conferinta

I30RS 3 World Congress of E: :SE: ;
oS 8 \/ VINE FEF

XE. X FIEr
LTa AND WINE %
L\Lsi;gcjg 5 -9 June 2023 :EE 5%5 i

Cadiz / Jerez M

CERTIFICATE S

1E -‘g: The Organizing and Scientific Committees hereby certify that & IE

s 1 ol T
bcjﬂ;:cwaf Has successfully attended 44th World Congress od Vine and Wine  .©. .02.C
m held in Jerez, Spain from June 5" to June 9, 2023.

% D. Fernando Zamora D. Pau Roca

© 5" "7 Presidente del Director General de la OIV
B

o 7 Comité Cientifico e s3E:

LT BT Jerez, June 2023 £e sefe

@@ Organizacion Internaciona  pwetmo
P2 £ 3 @@ e laVinayel Vino : EEPANA AT & 5
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Anexa 8. Certificat de analiza a datelor

X Series

Certificate

This is to certify that

Meiling Yao

has successfully completed all
courses and received passing
grades for an XSeries Program
certificate in

Data Analysis for
Life Science

a program offered by HarvardX,
in collaboration with edX.

XSERIES PROGRAM CERTIFICATE
Issued March 2022

VALID CERTIFICATE ID
5d55d9d62b0edeb88d9ce9cd0bd2b79a

Harvard):

A rd
y
Tl Y
Wy f [ 7 /
Rafael Irizarry

Professor of Biostatistics

i
L~ \{’

Harvard T.H. Chan School of Public
Health
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Meiling YAO, declar pe rispundere personaléd cd materialele prezentate in teza de doctorat sunt
rezultatul propriilor cercetari §i realiziri stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeazi sa

suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Meiling YAO

SR

1l 0% .« %
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PERSONAL INFORMATION

FIELDS OF SCIENTIFIC
INTEREST

EDUCATION AND TRAINI
NG

Ph.D (2019 - 2024)

Master of Science (2017-2019)

Bachelor of Science (2012-2016)

Internship

Winemaker (2021)

LANGUAGE AND
SCIENTIFIC ACTIVITY

Mother tongue(s)

Other language(s)

English

Romanian

Curriculum Vitae
Meiling YAO

Qo str. Moara Rosie 2/4, MD-2005, Chisinau, republica Moldova
L 1373079739891

=

% meilingyao2019@gmail.com

Sex Female | Date of birth 09/08/1994 | Nationality Chinese

Microbial diversity, biology technology in wine field.

Food engineering (alcoholic and non-alcoholic beverage)

Technical University of Moldova

Physical (Semiconductor Physics and Engineering)
Moldova State University

GPA (9.25/10)

Physical (Applied Physics)

Northeast Petroleum University

GPA (3.54/5)

Developing organic wine

Purcari winery, Moldova

Chinese
UNDERSTANDING SPEAKING
Listening Reading Spoken interaction | Spoken production
B2 C1 B2 B2
B2 B2 B2 B2
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WRITING
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Participation in scientific

events

Scientific publication

44" world conference of vine and wine, Spain, 2023

Poster: The microbial diversity research of Feteasca Neagra grown in three geographical indications
from the Republic of Moldova

43" world conference of vine and wine, Mexico, 2022

Presentation: Bioprotection as a tool to produce natural wine: Impact on physicochemical and

sensory analysis

8 science articles:

1. Wang, F., Yao, M., Arpentin, G. Sensory evaluation of Feteasca Neagrd wine in Republic
Moldova. In: Magarach Vinogradstvo i Vinodelie, 2022, vol. 24(1), pp. 90-94. ISSN 0236-1264.
DOI:10.35547/IM.2022.38.66.014

2. Wang, F., Yao, M., Arpentin, G. Exploring the Micro and Macro terroir of Feteasca Neagra wine
from Moldova. In: Journal of Engineering Sciences, 2024, vol. 31, nr.1, pp. 97-111. ISSN 2587-
3474/ISSNe 2587-3482. DOL: https://doi.org/10.52326/jes.utm.2024.31(1).08

3. Yao, M. Microbial diversity on grape surface and its research status. In: Journal of Engineering
Sciences, 2024, vol. 30, nr. 2, pp. 158-172. ISSN 2587-3474/ISSNe 2587-3482. DOL
https://doi.org/10.52326/jes.utm.2023.30(2).14

4. Yao, M., Wang, F., Arpentin, G. Studiul microorganismelor strugurilor din podgoriile Republicii
Moldova: influenta factorilor uman si natural. In: Revista de Stiintd, Inovare, Cultura si Arta
Akademos”, 2023, vol.70, nr.3, pp. 99-106. ISSN 1857-0461/ISSNe 2587-3687. DOIL
https://doi.org/10.52673/18570461.23.3-70.08

5. Wang, F., Yao, M., Arpentin, G. Terroir of Feteascd Neagra wines from Moldova. In: International
Scientific-Practical Conference on Modern Trends of Science, Innovative Technologies in Viticulture
and Winemaking. Yalta, Rusia, 2023, vol. 78, pp. 1-7. ISSNe 2117-4458. DOIL:
https://doi.org/10.1051/bioconf/20237805003

6. Yao, M., Wang, F., Arpentin, G. The Effect of pesticide usage on grape yeast. In: International
Scientific-Practical Conference on Modern Trends of Science, Innovative Technologies in Viticulture
and Winemaking. Yalta, Rusia, 2022, vol. 53, pp. 1-6. ISSNe 2117-4458. DOI:
https://doi.org/10.1051/bioconf/20225305001

7. Yao, M. et al. The yeast on the grape berry surface influenced by climatic factors. In: International
Scientific-Practical Conference on Modern Trends of Science, Innovative Technologies in Viticulture
and Winemaking. Yalta, Rusia, 2021, vol. 39, pp. 1-8. ISSNe 2117-4458. DOIL
https://doi.org/10.1051/bioconf/’20213905002.

8. Yao, M., Wang, F., Arpentin, G. Bioprotection as a tool to produce natural wine: Impact on
physicochemical and sensory analysis. In: 43 World Congress of Vine and Wine, Ensenada, Mexico,

2022, vol. 56, pp.1-4. ISSN 2273-1709. DOI: https://doi.org/10.1051/bioconf/20235602019
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