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MBIOLOGIA ENOLOGICA
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DAN DO ALGUNS ASPEGTOS MICROBIOLOGICOS

e atu ade cresmmento:

Reacbes enziméticas
com velocidades
crescentes

Taxa de crescimento

Temperatura

Membrana como gel;

_processos de transporte
entos, impedindo o
crescimento
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_
REGORDANDO ALGUNSASPECTOS MICROBIOLOGICOS
EfJJf-‘ Derl ascim D das leveduras:

= As lev eduras vinicas podem crescer num intervalo amplo
deitemperaturas — 10°C a 40°C.

- Ate i3 peratura a que a fermentacao alcoolica e
= efe du2|da, afecta:

e VeIOC|dade de crescimento das leveduras;

ol _.——__,.

e
T

’_:_73;;‘:;_- A duracao da fermentacao;

L —

= - As especies dominantes durante a fermentacao;

~~ - Extensao e a natureza das reaccoes bioquimicas que
as leveduras produzem;

- A composicao quimica e organoléptica (qualidade
sensorial) dos vinhos produzidos.
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I —

J =iy ‘L_]r'._\'r._l"r'l";'rr’._\\r'”' odasleveduras:

~ V.aJo.r" de crescimento:

urante a fermentacao alcoolica, a velocidade de
: |mento das leveduras aumenta, com o aumento da
peratura,

’-'-"""-

«-ﬁ"“”" - As velocidades maximas de crescimento, ocorrem
e geralmente entre as temperaturas de 20°C a 25°C

-
-

- Quando a temperatura ultrapassa os 30°C, a S.
cerevisiae, aumenta a sua sensibilidade ao etanol e a
fermentacao pode parar prematuramente;
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ORDANDO ALGUNS REPECTOS MICROBIOLOGICOS
da temperatura no crescimento das leveduras:

.—'

'—l

—I
H‘J' JI
L"..l‘:)]

SVEIoCic ade de crescimento:

,' "

At utecnlcas de refrigeracao sao muito importantes,
J),Jr_u . ontrolo das temperaturas;

thos tintos sao geralmente fermentados entre 20 e

-

-~ - Vinhos brancos sao geralmente fermentados entre 10
=~ e 20 °C (promove-se a producdo e a retencio de aromas
Interessantes);

- Seleccao e uso de estirpes de S. cerevisiae, com boas
velocidades de crescimento a tao baixas temperaturas.
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RECGORDANDO ALGUNS/ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
Ef ILON daftemperatiranocrescimentodas’leveduras:
Bievec uras dominantes durante a fermentacao:

s Kioeckera apiculata domina as fermentacoes entre
10° e =2 0 OC (Leveduras nao Saccharomyces)

g S cerevisiae e a especie dominante a 30°C;

=3 i-..-;' -A temperaturas de 25°C as leveduras Candida stellata
s=—¢€ K. apiculata comecam a morrer apos o 3° dia da
<;‘-,-’-"3fermentagao,

:’*- - S. cerevisiae continua a ser a especie dominante a
- 250C e mantendo-se até ao final da fermentacao;

- As leveduras Nao Saccharomyces tendem a dominar
as fermentacoes a temperaturas inferiores a 20°C;

- As Saccharomyces dominam a temperaturas
superiores a 20°C.

————-

- -
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RECORDANDO ALGUNS ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
Efeitoldatemperatura no crescimento das leveduras:
SNCOmMposicao quimica e organoléptica (qualidade

S -

sensorial) dos vinhos produzidos:

- Il

= lleveduras das especies de K. apiculata; C. stellata e
& outras especies nao-saccharomyces produzem
&= quantidades maiores de substancias volateis (produtos
=== secundarios) que a espécie S, cerevisiae;

Eﬂ;” - = Estes produtos secundarios, tais como alcoois
-~ superiores, eésteres e acetaldeidos interferem na

qualidade dos vinhos produzidos;

- Os acucares metabolizados pelas leveduras nao-
saccharomyces nao sao convertidos em tao altas
concentracgoes de Etanol.

B

]

-

1

: |y
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SERECORDANDO ALGUNS ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
JEf]HJr-""":".'L'. 0 : anto das leveduras: —

S com posu;ao quimica e organoleptica (qualidade sensorial)
JJ;j /INNOS produzidos:

f L 55|m os vinhos produzidos a partir de fermentagoes,
= baixas temperaturas, sao menos alcoolicos e com
i caracterlstlcas sensoriais diferentes;

= Isto porque a baixas temperaturas (inferiores a 20 °C)

_—— dominam as leveduras nao — saccharomyces que
-~~~ possuem um potencial de qualidade diferente da S.
cerevisiae;

- Sugere-se assim, o uso combinado de Leveduras nao —
saccharomyces e de saccharomyces para a obtencao de
vinhos aromaticos (frutados) e com bom teor alcoolico.
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RECORDANDO ALGUNS ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
RdJJ)J:;r" dos Microrganismos'ao Oxigenio (05)
- '&—uus

1- _~_g_ator|os: requerem oxigenio para crescimento e

————.

;ﬂ-" é serve de aceitador final de electroes.

= fermentam e na sua presenca respiram).

4- Microaerofilicos: requerem baixa concentracao de O, .

ME - Pinto, A.
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J {_)IJ DOALGUNSASPEGTIOS MICROBIOLOGICO!
ICrorganismos ao Oxigenio (05)

‘.
s

~ "\bios: Utilizam como aceitador final de electroes

sum? diferentes do oxigénio.

.

. 2- Obrigatorios: S0 crescem na auséncia de oxigéenio. A

= presenga de oxigenio causa-lhe danos letais.

l

~  5- Aerotolerantes: nao necessitam de O, para o

\ \

crescimento, mas podem crescer na sua presenca.
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'»}‘ JA‘._I\_J F jJ_l J-\.: o“ Co

ES J)J_) - das leveduras vinicas ao Oxigenio (0,):
Ard al ento (remontagens):

- -
- .

' e"rmentagﬁo alcoolica nao é possivel em condicoes de
aeroblose estrita;

A presenca de oxigenio dissolvido no mosto é importante
~ para a multiplicacao das leveduras e para o arranque da
= fermentacao;

— Depois de iniciada a fermentacao as leveduras ja nao
necessitam do oxigénio;
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ALGUNS ASPEGTOS MICROBIOLOGICO
ialdas leveduras vinicas ao Oxigenio (02):
Afa mento (remontagens):

/ \) -
) :_ TRC
:

by

- J, 0 x1gen|o pode ser um factor estimulante, mas tambem
|tor|o da fermentacao (Efeito de Pasteur);

-
-
—

= - .e_._ '.

_—r"‘» - %
o= &- t(1SX|gen|o em excesso pode desviar a fermentagao e
“"’"~ . .~ portanto a produgao de alcool. Os acluicares seriam

-"’

- respirados e nao fermentados;

- —

- O processo respiratorio promove o aumento do numero
de celulas (producao de biomassa) e os acucares seriam
transformados em ATP, agua e CO, , em vez de alcool.
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REGORDANDOJALGUNS/ASPEGTOS/MIGROBIOLOGICOS
ReSposta dos Microrganismos ao pH:

. pH Exemplo Moles por litro de:
H* OH~
1

Solos vulcdnicos, dguas 1
i e 10°

Fluidos gastricos

Suco de limdo

Drenado &cido de mina

Vinagre
Ruibarbo 1072
Péssegos
Solo éicido 107* 1071
Tomates
: Queijo americano 10°° 107°
— T e Repolho
e s Ervilhas 10% 108

Milho, Salmio, Camardo

Agua o ——

A Agua do mar 10°® 108

Solos naturais 10-¢ 105
alcalinos
Lagos alcalinos 107 104
Solugdes de sabdo

. Aménia caseira 10" 100

ALOS ricos e

e 10712

Cal (solugilo saturada)

Alcalifilicos

1071
1071
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_JyJJJ,z, llum ,

JM/Mﬁﬁ%JS
.dmwu%uybz
~LL11~110—"4'rwgunosa
SSa/mone ,spp
muﬁJMMWUMWE
~;-)Aﬂ2@ﬁﬁmdmws
:'_:__; .,f -1 ias: Gram positivas:
- e B%Mswmw
— -d%wwﬂmmmmmWME
’-fj_.’CMWMMWMWMWn
Enterococcus spp.
= - Bifidobacterium bifidum.
Lactobacillus spp.
Streptococcus lactis
Staphylococcus aureus

——

_Intervalos depH paraivarios mlcrorga‘msmos

~ Valores minimos de pH

Adaptaderde ICH: 0

2,8
6,4
4,4
5,6

4,0-4,5
1,0
4,8

4,9
5,2
4,7
4,8
3,8
3,8-4,4
4,3-4,8
4,0

—

e _—

Valores maximos de pH

4,3
9,7
9,0
8,0
8,0-9,6
9,8
11,0

9,3
9,2
8,5
10,6
7,2
7,2
9,2
9,8
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o ."* H . -
s Intervalos de pH! para Variosimicrorganismos
Adaptadoe de IGMSE(1980), - B 2

> ol

SO Valores minimos de pH Valores maximos de pH
ey J.Jms, e
oz J../]./J.J_,J,).f T 1,5-2,3 8,8
sfume/w 1,5-2,4 8,6-9,0
SGIIIZ05HGHAN0MY/GE octasparus 5,5 7,0
Hanseniaspora melligeri i3 Nd.

Rkiodotor a:mucilagmosa 1,5 Nd.

SZigossacharonyces bailli 18 Nd.
= Bolores
— Aspergillus oryzae 1,6 075
V' Penicillium spp. 1,6-1,9 9,3-11,1
: FUSarium. oxiysporum 1,8 11,1

ME - Pinto, A.
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SRRECORDANDO ALGUNSASPECTOS MICROBIOLOGICOS

—

‘I Res "dOS Microrganismos ao pH:

- 0) m]cf orgamsmos conseguem crescer num intervalo de
J);J _)- stante largo: 1-11.

~_, -

_ \ generalldade dos microrganismos cresce melhor a
e ;:“" ores de pH proximos da neutralidade (6,6-7,5).

—
tf;},

- Os bolores e as leveduras possuem intervalos de
= —cresamento de pH, maiores do que as bactérias.

",\1.'\1

1\

- Os bolores e as leveduras sao, em geral, mais tolerantes
aos valores baixos de pH, que as bacterias.

ME - Pinto, A.
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RECORDANDO ALGUNS/ASPECTOS/ MICROBIOLOGICOS,
’{.'_\_")‘J)J:‘i'"lo" VIICFOrdanismec '.i"

~ _):m ro dos fungos, as leveduras sao mais tolerantes aos
yalores baixos de pH, do que os bolores.

- _..I fl.

o ——

ar fro das bactérias podemos afirmar que em geral, as
SPacterias' Gram negativas sao mais tolerantes, aos valores
=t ]XOS do pH, que as Gram positivas.

‘“_-'-Dentro das bactérias Gram positivas, sao as bacteérias
lacticas, que conseguem crescer a pH mais baixos
(Lactobacillus pH de 3.8). Indicador importante para o
arranque da fermentacao malo-lactica (vinhos tintos).
Outras bacterias lacticas apresentam minimos de pH de 3.2

ME - Pinto, A.
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RECORDANDO A LGUNS S CTOS MICROBIOLOGICOS

RESPOStaide syedurasvVinicas'ao pH:

&
ES)cerevisiae tende a diminuir a sua velocidade de
‘rarma,r %gao quando o pH baixa de 3.5 para 3.0.

.-‘" ‘..
-
2o _‘

do mosto a volta dos 3.5 favorece o desenvolvimento
=== == E-S_ ‘cerevisiae.
:——"'"5-—3‘.'?‘—’ -

—
—

e -'»t-_As leveduras nao-saccharomyces parecem ser tambem
- favorecidas por valores de pH de 3.5.

- A importancia das correccoes acidas do mosto (acido
tartarico), para baixar o pH para valores que promovam o
crescimento das leveduras Saccharomyces.

ME - Pinto, A.
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Mosto da Uva comoSubstrato de'Microrganismos

BRfISICa que permite fornecer oS nutrlentes necessarios ao
rm:ggm ento de variados microrganismos, em particular da

I3 vad ‘f"
=rkontes de energla a energia contida nos compostos
= C uimicos organicos (acucares fermentaveis— 125-250

g / I, constituidos por Glucose e Frutose);

l‘
"%’_

s = 'Fontes de carbono: Carbono de origem organica
~ constituinte dos compostos ricos energia;

— Fontes de azoto: os mostos possuem proteinas, péeptidos,
aminoacidos livres e azoto inorganico (ioes de amonio —
NH,");

ME - Pinto, A.
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V OBIOLOGIA ENOLOG
Mosto da Uva comoGﬂ]_a,gj:rato de

g RN —

-~

-’

Organismos

VL..JJJ,] 7 0s mostos possuem suficientes concentracoes
oJd .amlnas (tiamina, inositol, acido pantotéenico,
biotina; etc);

= Saisminerais;

T—

-‘:'::E'l-'l: acido (3 - 4,5), dependendo das concentracoes de
- acido tartarico e malico;

— Actividade de 4&gua: valores de a, adequados ao
crescimento;

ME - Pinto, A.



rorganismos com Interesse
- Enologico '

idade e impé’r’fén@' gos microrga

e Micrerganismosy _'_Impor_téncia e significado

0gicos

-

/

- /
autolise; desacidificacao; efeito Killer (leveduras
dssassinas).

-
>
v -

- »

é&icas Fermentagao malolactica; alteracoes
Zsa defeituosas; autolise.

—
e

P

- ;*érjas aceticas Alteracoes defeituosas; amuos de fermentagao.

= ———

.4’.'B’O|ores Vinhos botritizados; alteragdes defeituosas;
— sabor a rolha.
Bacterias esporuladas Alteracdes defeituosas nos vinhos.
Actinomicetos Odor terra e a rolha.
\irus Paragens da fermentacao malolactica.

ME - Pinto, A.
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DS enologicos de origem microbiana - LEVEDURAS (Vinificagao):

P

roDessert®

0 que é?

Na vinificagao de vinhos de colheita tardia, nem sempre é
simples parar a fermentacao, quando se atinge o teor de agucar
pretendido.

Na generalidade, este blogueio & obtido através do
arrefecimento efou trasfega 2o abrigo do ar, filtragao e
posterior adigao de didxido de enxofre (SO, livre = 50-60 mg/L).

A utilizacao de leveduras Saccharomyces cerevisiae
encapsuladas facilita a remogao da levedura do vinho e
consequente blogueio da fermentagdo, sendo deste modo, uma
ferramenta simples e eficaz para a produgao deste tipo de
vinhos

Vantagens

Facilidades de uso: as leveduras encapsuladas sao introduzidas
no meio em sacos de rede permeaveis.

Melhoria da filtrabilidade: a dupla camada de aleginato de célcio
evita a saida das leveduras do interior da capsula.

Controlo preciso do tempo de permanéncia: facilidade e
eficacia no blogueio da fermentagao alcodlica (remogde dos
sacos) guando se atinge a concentracdo de agdcares residuais
desejada.

Diminuicdo dos teores de dioxido de enxofre a aplicar ao vinho.
Simplificacao/melhoria do processo produtivo.

ME - Pinto, A.
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A Proenol desenvolveu este produto para facilita
a producao de vinhos de colheita tardi

Levedura encapsulada seca activ
Sacchiaromyces cerevisia

ProDessert®

ProDessert é adicionado ao mosto em
sacos permeaveis, podendo ser retirado
quando for atingido o nivel desejado de
acudcar residual.

Como a levedura permanece encapsulada
em dupla camada de alginato, a
fermentacdo é facilmente interrompida.

Esquema de utilizacao




ipais Microrganismos com Interesse Enologico

atos enologicos de origem microbiana - LEVEDURAS (Vinificacao):
- | -

3 £ =
DUSE dE aplical;ﬁﬂ |ﬂ1fﬁﬂu¢-ﬁﬂp'§" Remocdo dos sacos

s sacos ||_1“ll_

FT. L)
—

)

* 100 g/hL de mosto, ispositivo de fixagao

Leveduras imabilizadas
em capsulas de alginato

Rehidratacao/Aplicacao

RECOMENDACOES PARA APLICACAD:

) | 5; Peso para evitar que
*  50; Livre <15ma/L. Lo n saco flutue
. REHIDRATACAD: o
| 1. Retirar o ProDessert da temperatura de armazenamento @
[4+2°C) e aguardar que atinja 2 temperatura ambiente. Esta ProDessert® nas AdEgES

etapa evita urn chogue térmico durante a rehidratagan. .
Aplicacan de ProDessert na regiao de Cers, Sudoeste de Franga,

2. Introduzir o ProDessert nos sacos de rede, proprios para o casta Gros-Manseng.

efeito imax, 5 Ke/saco),

3. Preparar a solugdo de rehidratagao (solugdo com 40 g/ L de 120
acldcar) a uma temperatura de 37°C. 0 volume de solugda 100 o
devera ser 5 vezes superior ao peso das esferas. - =
— m
4.  Aguardar 4-5h antes da inoculagao. = 5
E & ) & 1060 B
5. O diferencial de temperatura entre o ProDessert & o mosto é 1040 -3
nao devera ser superior a 10°C g £
a 10z =

APLICACAD:

1. Apds as4-5hde rehidralacap. introduzir no mosto os sacos de
rede cantendo o ProDessert .

. - . ¥
2. Morasodaintrodugao de wdrios sacos num depasito, estes

deverdo ser distribuidos a diferentes alturas. Remogao de ProDessert = S0g/L Aglcares Residuais

3. E recomendado aplicar um peso na parte inferior dos sacos
para evitar que estas flutuem. Os sacos deverdo ser agitados
varias vezes ao dia para libertar o CO; acumulado a volta das
esferas.

4. D ProDessert deverd parmanecer no vinho até sa obter a
concentragao de aglcares residuals pretendida.
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39S enologicos de origem microbiana - LEVEDURAS (Vinificacao):

Embalagem/Armazenamento

« 0O ProDessert’ apresenta-se em embalagens de 1Ke e deve ser
conservado a uma temperatura de 422°C.

L] . -
Definicao
*  untamente com o produto s8o fornecidas sacos de rede para a ;
aplicagao do produto. Leveduras encapsuladas desidratadas
* 0 prazo de validade de ProDessert & de & mases,

Especificacoes Técnicas

) . Descricao
Qualidade, Seguranca e Ambiente . S . »
Leveduras Schizosoccharomyces imobilizadas emn alginato de calcio.
+  Naocontérn Drganismos Geneticamente Modificados, nao fai As leveduras Imobilizadas tém origem em culturas isoladas da uva.
produzido a partir dos mesmos e nao inclui substancias com
origem nos referidos arganismas. Aphca;ﬁn

*  MNaotratado por radiagao ionizante.

- . - A ! — Auxiliar tecnoldgico para a produgao de vinhos de “colheita tardia™
*  MNaocontém as substancias alérgicas referidas na Directiva sicop P ¢

- 2007 /68/CE.
e +  Esta conforme os Regulamentos CE 479/2008 e 606/2009. Caracteristicas Analiticas
*  Estd conforme o Codex Enoldgico Internacianal, Parimetros Espe:ifi:a;ﬁes

0 fabniconte garante a quolidade dos sews produtos vendidos na embalagem
de origem. As informagies contidos nos documerntes sdo fundomentodos nas

Sdlidos =86 %

nossas conhecimentas actuais e na resultada de ensaios efectuadas com Metais pesados 10 kg
grande preacupacin de chiectividode; @ sua adaptogdo @ cada coso particulor, (expresso em chumba) <10 mg/Kg
assim come a5 consequéncios de circunstdncias de codo tratomenta ndo — .
comprometemt o nossa responsabifidode. Arsenio <3me/kg w
Chumbo <5me/kg ™
Cadmio <1meg/kg™
Mercario <24 mg/Kkg"
Leveduras vidveis =10° ufc/fe
Bactérias aerabias mesofilas <10’ ufcie
3
Bolores <107 ufc/g
Coliformes <10ufcig
E.coli Auséncizem g

™ olores referentes o matéria seco

ME - Pinto, A.
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0s enoldgicos de origem microbiana — Leveduras (Desacidificagdo
ica -Fermentacao malo-alcodlica

ProMalic®

A Proenol desenvolveu este produto para a
desacidificagdo biologica de mostos e vinhos

EI'IEdFl'LIldFﬂllE‘_:I—LHI'.'En'I da Sch N
-om dupla camad 0 ProMalic® apresenta-se como uma ferramenta
o pid te inovadora para o controlo da acidez em mostos e

* o vinhos.

A Schizosacchoromyces pombe tem uma forte

capacidade de degradac3e do acide mélico produzindo
aleool através da fermentagiao malo-aleodlica.

A encapsulagdo da levedura em dupla camada de
alginato permite o controlo da presenca da levedura
no meio e uma redug3o total ou parcial da acidez,
ar partido wisto que o ProMalic® é facilmente retirado do
maostofvinho quando se atinge a acidez pretendida.
rpe, parque a presenca prolongada da
inho poderd originar a produgao de aromas A auséncia de produgio de acido lactico realga a

fracgdo aromatica dos vinhos.

Vantagens

* Controlo prel:iso e sumples da desacidifi:a;ﬁn parcial ou total.

Eapatlﬂade de desacidiﬂtal;ao mesmo em casos de acidez
elevada.

Método memaos “invasivo” do que a desacidificagio quimica,
walorizanda as caracter(sticas argana Iépti-:as. do vinho.

Intraduzir o ProMalic®
produto, Cuba:

A dupla camada de alginato das
leveduras para o mostafvinho

Aplicagdo em mosto ou vinhe.

FERMENTACAO MALO-ALCOOLICA:

s de rade com o ProMalic®, Aguardar
nselhavel iniciar o protocolo no final do dia para
do ProMalic® ni o na inicio do dia s

oo CHy c oy

Enzima Makca 5 v Alcool deskdrogenase
—_—  HOH

Aeide Makes 2,39/L acide Malico . 0,7% Etamal

ME - Pinto, A.
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e P

Como utilizar?
0 ProaMalic® podera ser aplicado no masto no inicio da CUHEEIhDS I:IE utililaf;ﬁﬂ

fermentagao a a ou emvinho, senda formecido com sacos
e rede para a aplicacdo em cubas ou barricas

num deposito, estes

* Nocasodaintrodugao de varios sacos
5 alturas.

SaC
A aplicacaa em mosto requer uma etapa prévia de rehidratacao _ C -
prcs P3P ; deverdo ser distribuidos a diferente

g a aplicagdo em vinho requer uma etapa prévia de
rehidratacao/aclimatizacdo. E recomendada a utilizagdo de um peso na parte inferior dos
Para 2 aplicagdo em vinho o sulfuroso livre devera ser corrigido saros para evitar que estes flutuem.
para 30meg/fL, antes de inpcular o produto (e &

DOSE DE APLICACAD: 100 g/hL CO, acumulado no exterior das esferas.

REHIDRATACAD - APLICACAD EM MOSTO: O ProMalic® devera permanecer no mosto/vinho até se obter a

concentragao de malico ou acidez total pretendida

Introduzir o ProMalic® ros de rede fornecidos com o
praduto. Cuba: Max. Ska 0. Barrica: Max. 85ke/sacc

ar a solugdo de rehidratacio com 40 g/ L de agucar a
ndo em conta que o volume de solugdo devera

VEZES SUPEriar a0 pes o das esferas,

Imergir o5 sacos de rede com ProMalic® e aguardar 4-5h,

ME - Pinto, A.
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wm -

Jtos enologicos de origem microbiana — Leveduras (Desacidificacao
)gica -Fermentacao malo-alcodlica

Esquema de utilizacao Especificacbes Técnicas

Definigdo

Leveduras encapsu esidratadas.

Descricdo

co para a desacidificagao de mostos
racteristicas Analiticas
Parametros Especificacdes
BE°

Antes da aplicagio  Depols da aplicagio 10 me/f
34

Persistenda

Equibria

Estutur

Amargor

produzida a partir dos mesmos @ nao inclui substancias com
origam nos idos oreanismos.
do por radi i

ME - Pinto, A.
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nologicos de origem microbiana — Bacterias Lacticas

tagao malo-lactica)
Apllcal;nes
* 0 kit de bactérias ALPHA 1-Step® oferece uma cultura de ( 1'5TEP

bactérias lacticas muito eficaz, que promave 3 fermentagan
malolactica (FML) em vinho tinto, rosé e branco numa ampla
gama de condigdes de vinificagio,

Realcar o Frutado

+  Através de um pequeno protocalo de aclimatizagao, utilizando 3 Resultados do ensaio

espécie Jenococws aeni @ uma mistura de activadores, obtemos

um indculo de ALPHA 1-5tep®™ com a bactéria aclimatizada e o Cinética da degradag3o de

zeu metabalismo activo. . . . acida malico nurm vinho

o : branca de 2004, apos
. . m i 1-

Propriedades Enolégicas e P 33 oo

[ [ - " [ N
Microbiologicas 13 T S0ac1s pam,
= Estirpe de bactéria Alpha: seleccionada pelo Institut Technigue Sy

du Win (IT) em Franga, a partir de fermentagoes malolacticas
Bspontaneas gue maostraram boa actividade de fermentacdo.

+  Tolerdncia ao dlcool: até 4%,

*  Boaimplemnmentagdo. Embalagem
* Tolerancia de Ph > 3.2

* Boaactividade a baixa temperatura,

*  Tolerancia ao 505 - até 50 ma/L de tatal, 10me /L de livre
* Baixa produgao de acidez wvalatil.

*  FML Cinética: rapida.

* Bactéria para inoculacdo de 100 L, 500 hL ou 1000 AL de vinho.

+ 05 sacos contendo o activador e a bactéria nao podem ser
utilizados em separado.

Embalagem fechada, selada de origem: D produto pode ser
Mﬂdﬂ dE utilizal;ﬁn armazenado até 18 meses a4°C e até 30 meses a -18"C.

Embalagem aberta: Urna vez aberta, 05 sacas com o activadar @

ME - Pinto, A.



L

Principais Microrganismos com Interesse Enolégico

"‘eénologicos de origem microbiana — Bactérias Lacticas
8ntacao malo-lactica)

Modo de utilizacao

armazenado até 18 meses 2 4°C e até 30 meses a -18"C.
Embalagem aberta: Urna vez aberta, 05 sacos com o activador e

Wota: consulte a tabala abaixo para volumes liguidos, de acordo com o com 2 hactéria devem ser usados de imediato.

tamanho do KIT utilizado.

FASE DE REHIDRATAGAO: Qualidade, Seguranca-Ambiente

* [Dissolva o conteddo da sagueta”Activador” em agua potavel B i . ) . o
(sem cloro) entre 05 18-25°C = Mao contém Organismos Leneticamente Madificados. nao foi

produzido a partir dos mesmos e nao inclui substancias com
origemn nos referidos organismaos.

+  Mao tratado por radiagao ionizante
*  Mao contém as substancias alérgicas referidas na Directiva

*  Adicione o conteddao da saqueta "Bactéria” e dissalva
gentilmente enquanta agita.

+  Aguarde durante 20min.

FASE DE ACLIMATIZACAD: 2007/68/CE
*  Misture a preparagao contendo 2 ALPHA 1-Step® (activador e +  Estaconforme o Codex Enologico Internacional, versao em
bactéria) com vinho, com wm pH=3.5 e temperatura entre os 177- vigor.
- 25°C.
- +  Aoyarde 18-24h 0 febriconte garorte o qualidode dos sews produtos vendidos ng embologern de origem
A i farrmgpies canfid@g s gocurmernleds Sl furdorrmet mdos s rgssng
INOCULACAD: conhecimentss actugls £ no reswltods de ensoios efectuados com gronde preocupagdo de
. . . abijectiidose: o sua adaptogdo o rade dase gorlituliy, Q85I SO 08 CAnSEudndias de

* Inocule o vinho com a cultura aclimatizada, chcunstidmoias de code tratomento nea comprometem o nosso resgansahilidede.

*  Mantenha a termperatura entre os 17-25°C.

« erifigue a actividade da FML (degradagao do acido malico de
cada 2-4 dias).

KIT Fase de Fase de Fase de Inoculagio

Alpha Rehidratagio Aclimatizagio
Dissolva o KIT Misture o KIT Inacule 100KL de
100hL ALPHA =m 0L ALPHA [10L) com vinho com a cultura
e Agua. 10L de vinha. ALPHA (Z0L)
Oissokva o KIT Misture o KIT Inocule 500RL de
SOOKL ALPHA em SOL  ALPHA (SOL) comn winho com 2 cultura )
de deua. SOL de vinkio ALPHA (100L]. baacer
Dissolva o KIT Misture o KIT Inocule 1000hL de ‘.,5
J000hL ALPHA em ALPHA (100L) vinho com a cultura prue n nl \'ﬂ“
1 ;
100L de agua fr'fnrg . 0oL de ALPHA (200L) Travessa das Lages n® 267, Apartado 547 4405-194 Canelas, VNG

T. 227150 840 - F. 227 150 849 - proenol@proenol.com-www.proenol.com

ME - Pinto, A.
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dgicos de origem microbiana — Leveduras Vinicas + Bactérias
S (Misturas)

controlar e realizar a FA e FML.

Dependendo das condicdes do mosto, do estilo de vinho desejado e das
castas a wvinificar, determinaram-se as aliancas mais eficazes entre
estirpes de levedura e bactéria, assim coma o protocolo de vinificagdo

mais adaptado.

Aplicagao

+  Ern todos os paises produtores da casta Merlot, a FML & um
pracessa dificil. Mo ha dados concretos que expliguem o
pergué do crescimento de bactérias lacticas ser tao
desfavoravel. Contuda foram verificados alguns factores que
pessivelmente explicam a inibigao da MLF desta casta: a
constituigao polifendlica do vinho, caréncia de alguns
aminoacidos, o impacto de algumas praticas enoldgicas. entre

outros.

= Aforma de ultrapassar estas dificuldades esta na escolha da
melhor sinergia Levedura/Bactéria compativel para estas

condigdes.

e Microbiolégicas

ESTIRPE DE LEVEDURA SACHAROMYCES CEREVISAE

Seleccionada pela Lallemand, pela sua capacidade de potenciar
aromas frutades, de fruta madura, compota, aveld e frutos secos, &

pelo seu potencial em facilitar a FML
Caracteristicas:

*  Factor Killer sensivel,

+  Faselagcurta.

= Taxade fermentagao moderada.
*  Producao de S0; baixa,

*  Produgao de H;5 moderada,

+  Tolerdncia ao dlcool até 16%.

+  Mecessidade moderada em azoto.
.

Temperatura de fermentagao recomendada; 15-30°C.

ESTIRPE DE BACTERIA OENOCOCCUS OEN!

Seleccionada pela Lallemand, pela sua excelente pnrfnrrnanm em
vinhos de caracteristicas dificeis e pela sua capacidade de

enaltecer um perfil frutado e varietal
Caracteristicas:

+ Faselag curta.

= Assegura uma FML rapida e eficaz.
*  Nao produz aminas biogénicas.

* Baixa produgan de acidez woldtil.

Ha mais de 20 anos que a Lallemand selecciona da Natureza as melhores
leveduras e bactérias para a enologia. Agora, e como resultado de
diversos programas de investigagdo e ensaios a nivel mundial, a
Lallemand desenvolveu os Kit DUD, novas solugbes integradas para

Propriedades Enologicas

Tolerancia ao 50;: Maxima 60ppm Total.

ESTIRPE DE BACTERIA OENOCOCCUS OENI

Seleccionada pela Lallemand, pela sua excelente performance em
vinhos de caracteristicas dificeis e pela sua capacidade de
enaltecer um perfil frutado e varietal

Caracteristicas:

* Faselagcurta.

* Assegura uma FML rapida e eficaz.

* Nao produz aminas biogénicas.

* Baixa produgdo de acidez volatil.

* Tolerancia ao 50;: Maximo 60ppm Total.

A COMBINACAOQ DESTES DOIS MICRORGANISMOS permite uma FML
rapida e fiavel na casta Merlot.

Sucesso da FML na casta Merlot em diversos pafses
Inoculado com Dwo Merlot (Resultados de 2009)

ool potenclal: pH 3.6

14,4% de ool patencial: pH3, 35

15% de akool potenciat pH 3,6

0 ) 10 5 20 25 3 35 40 45 S 85 &
Duragdo da FML (Dias)

B Dua Meriot Testemunha (sem bactéria) * USA: Sem FML na testermunba

ME - Pinto, A.
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' enologicos de origem microbiana — Leveduras Vinicas + Bactérias
as (Misturas)

A sinergia para assegurar a fermentacao

Kits de fermentacao Levedura/Bactéria
Saccharomyces cerevisioe/Oenococcus oeni

Protocolo de Co-inoculacao (24-48h
apos a aplicacao de levedura)

1. Adigdo de Levedura:

* Hehidratar a levedura seca seleccionada de acordo com as
instrugdes. Recomendamas a utilizagdo de um nutriente de
rehidratacao (Go-Ferm Protect®).

2. Mutricio Recomendada da Levedura:

Recomendamas a adigio de um nutriente complexo (Fermald®) a
1/3 da FA.

3. Adicio da Bactéria e controlo da FML:

Depende da adicdo de &0, no esmagamento:
« Sulfitagem <5e/hlL: Aguardar 24 horas,
+ Sulfitagem S-8g/hl: Aguardar 48 horas.
= Sulfitagem »Bg/hL: N3o aconselhamos a co-inoculagdo.
=  Adicione a suspensdo directamente ao mostofvinhao 3
fermentar.
+  [Controlar a temperatura do mosto, gue deve respeitar os
seguintes pardmetros:
= <30°C no momento de inoculagdo da bactéria (dlcool
«5%)
* <250 quando o alcool =12%.
* [Controlar o acido malico e acidez volatil.
Mata: Se g FML ocorrer durante o FA e for observado um aumento do
gridez volgtil, odicionor 29700 de sulfuroso /o0 Lisowine (150-
200mqgsL)

Condigdes de vinificagio que devem ser
respeitadas para obter os melhores resultados de
5 aplicagdo Duo Merlot®:
25 = Alcool potencial <16% Yal.
*pH »3.2

l. i '.|., y

[l
T

L] - L
Protocolo de inoculacao sequencial
(Apds FA)
1. Adigao de Levedura:
Hehidratar a levedura seca seleccionada de acordo com as
instrugties. Recomendamaos a utilizagdo de um nutriente de
refidratacio (Go-Ferm Protect®).
2. MNutrigdo Recomendada da Levedura:

ARecomendamas a adigdo de um nutriente complexo (como o
Fermaid®™) 21/3 da FA,

3.  Adicdo da Bactéria e controlo da FML:

+ Mo sentido de facilitar a FML recomendamos a adicao de
OptiRed® no vinho apds a FA e antes da adigao da bactéria.

* Rehidratar uma embalagem de bactérias liofilizadas em 20
vezes 0 seu pesa de dgua limpa e sem clora, 3 20°C por um
periodo maximo de 15 minutos,

*  Parainocular, adicione 2 suspensdo directamante ao vinha no
final da fermentagao alcodlica, em seguida agitar suavemente
para distribuir a5 bactérias e minimizar a captagaa de oxigénia

+  Controlar o dcida malico,

Estabilizar o vinho apds o final da FML. ME - Pinto, A.
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nologicos de origem microbiana — Leveduras Vinicas + Bacterias
:as (Misturas

-

A sinergia para assegurar a fermentacao

Em balagem Kits de fermentac3o Levedura/Bactéria

o ) ) Saccharomyces cerevisiae/Oenococcus oeni
* Kit disponivel para a inoculagao de 25hL de vinho.

| Armazenamento/Manuseamento

Embalagem fechada, selada de origem, 20 ahrigo da luz num lugar
seco e sem odores. Embalagem aberta: utilizar rapidamente

Qualidade, Seguranca-Ambiente

* Nao contém Organismaos Geneticamente Modificados, nao foi
produzido a partir dos mesmos e nao inclui substancias com
origem nos referidos organismos.

¢ Nao tratado por radiagao ionizante.

* Nao cantém as substancias alérgicas referidas na Directiva
2007/68/CE

* [Estaconforme os Regulamentos CE 479/2008 e 606/2009.

* Estaconforme o Codex Enoldgico Internacional, versao em
vigor,

0 fabricante garante @ quolidade dos seus pradutos vendidos na embalagem de arigem.
As informagdes contidos nos documentos soo fundomentados nos nossos
conhecimentas octuals e no reswltado de ensalas efectuados com grande preocupogdo de
otyectividode,; & suo edoptogdo & coda coso porticular, assim camo ps consequéncios de
circunstancios de cada tratamento ndo comprametem 0 Nassa responsabilidade.

s E6

‘ -
Proenol '{

Travessa das Lages n® 267, Apartado 547 4405-194 Canelas, VNG

) ¥4(0) - 1) QN -V W O 0
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LEVEDURAS - Caracteristicas gerals .-j

ahu»

RGOS Unicelulares: (algumas sao: parecidas com. 0s bolores, porgue
dBSERVOIven NicEh sseudohifasiguerformam)um)micélio,designado; pors
r)_'::*.JJJr ‘ alridlda) EXp:

5LJL]J de forma Oval, Alongadas Elipticas ou Esféricas, com tamanhos
ntre 5) & 8 mlcrometros oU maiores 10 a 12 micrometros.

AS Cs‘Lj 36inas culturas velhas tendem a ter tamanhos mais reduzidos.
Aleftingls "produzem pigmentos que variam da cor creme, a rosa ou
vern 10,

J (e 2m num intervalo largo de pH. Algumas crescem em meios com

= ...p 1a1s de 20/ % de Etanol e com 55- 65 % de acucares.

==r ’Igumas produzem esporos de natureza sexuada — Ascosporos e de
“ natureza vegetativa — Blastosporos e CIamldosporos

0 -Reproduzem-se sexuadamente por ascosporos e vegetativamente por
Blastosporos, Clamidosporos, Fissao binaria e Gemulacao.

e Apresentam fase Teleomorfica — Desenvolvem estruturas de natureza
sexuada — Formas perfeitas

e Apresentam fase Anamorfica — Desenvolvem estruturas de natureza
assexuada ou vegetativa — Formas Imperfeitas

——
d"’\
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ME - Pinto, A.



Mlcrorganlsmos c‘m Interesse

Jle yces Spp (MIC ICO, C de Fase xlOOO Plnto 2012)

P p—
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S 6G1IE] 011y GES SPP» (Mic. Fotonico de Elucrescencia, x1000)

ME - Pinto, A.




Rl

Sy

 Saccharomyces sppy(Mic: Electronico

ST Control

cellular lysis and disruption of
cell wall (arrows) 12000X

ME - Pinto, A.
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» — {, w_—
lomicelio, blastosporos e clamidosporos, Mic. Fotonico)

Chlamydospore

Candida albicans x400

Observation milieu RAT.

ME - Pinto, A.
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Cogisellihele classificadasejidentificadas’ OU Na outra,

poUENMplicar pertencerem a a generos e especies diferentes:

HIarIEeIa5p0rE opngeneroyaleleomorfico. do,. genero,

,{./J:o)g./ Sld’
1)z _(J_(:’J'“' 10 genero Teleomorfico do género Brettanomyces

— .3 S blelsao Ascomycotina:
~"'='5‘0’- ('Iieprodugao sexuada - Ascosporos. Reproducao vegetativa

p—

- por fissao ou por gemulagao).

-
-

e Subdivisao Deuteromycotina:

¢ (Leveduras imperfeitas - reproducao vegetativa por
gemulacao ou por blastosporos ou clamidosporos)

ME - Pinto, A.
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Processos Metabolicos das Leve i —
Metabolismo  fermentativo  dos
(*'J_[_]\_/,_J_r:‘:r aosS' c jcaresa etanc
I)J‘JJJ 0 )S (Fermentagao alcoolica).

acucares:

0

£ 2

- '
F >

. ., »

D) ,(Umr 0): gao nutritiva dos mostos depende:
2 \("o\ -aﬁ
== —_J Dz ata) da vmdlma,
= e,..”factores edafo - climaticos (tipo de solo e clima);

——

— AltJtude e exposicao solar;
~ o Tratamentos fitossanitarios;
e Fertilizacao;
* Rega.

ME - Pinto, A.



Processos Metabolicos das Leveduras,.

————.

T

ao hutritiva media dos mostos para
de mesa

SECOmpo

NI 0

v :..0 :
AGUCANES:
2 r\f“_Jchrs:“ @tals — 140 a 250 g/L (Glucose e Frutose) — Exoses: C6

2 PENLOS ses: . C5 (baixas concentracoes e nao sao metabolizaveis pelas
Jéves uras Saccharomyces)

= i 5libstancias azotadas:

' =

== Os teores destas substancias sao muito importantes para a actividade

~  das leveduras — pode haver mostos com excesso ou com deficiéncia
em substancias azotadas

® Interferem na actividade das leveduras a dois niveis:

— No numero de ceélulas produzido - grandeza da populacao de
leveduras

— Na regulacao do fluxo de carbono durante a glicolise
ME - Pinto, A.



21OCESSOS Mftabollc?s das Levedglas -

Yalbres, der 0,44 a OSOﬁﬁxpressos em azoto' amoniacal, sao
CONSIUERad05, NECESSArios paldl Se garantlr boas taxas de cresmmento
clals JH\/HJJ['JJ Jl reiflie z) fermneriielezle
IIEIIIESE vJ flcado gue a utilizacao das substanaas azotadas pelas
lavadires ,,.__:_,o nas fases Iniciails da fermentacao — antes da
produg'a’or? elconcentracoes de alcool de 5%.

AS Substancias  azotadas  mais frequentemente
=gk co)f radas Sa0;

- __--

J- "'e O organico (aminodcidos): alanina, arginina, aspartato,
xglutamato glutamina, prolina e trionina

s A prolina ndo consegue ser utilizado pelas leveduras, durante o
processo fermentativo.

e Azoto inorganico: Azoto amoniacal

e A deficiencia nas substancias azotadas pode comprometer o arrangue
das fermentagoes ( recorre-se ao fosfato de amonio, ou a
suplementos a base de Aminoacidos

ME - Pinto, A



ProGess0s Mgtabélicjbs dgg}g@ﬁul‘é‘&'

crescimento;: (factores  de

—.

=3 rerﬁj_) < aC|dos gordos Insaturados — fundamentais na
IIeULeEn gao da integridade e portanto da funcionalidade
JJ 1l Pmbrana citoplasmatica das leveduras.

e~ -
=— -
-—

-t —
— —
—

_:-
=
.-—

’Gutros nutrientes:

Fosfatos vitaminas e sais minerais: Normalmente em
guantidades suficientes nos mostos, para garantir o
normal crescimento das leveduras e portanto o
desenrolar da fermentacao alcoolica.

—""-

-
A‘
——
-

ME - Pinto, A.



Processos Metabolicos das Leveduras,.
e R —

e

- - .

_)_U' "_)'\»\_.r =} - -

-—

SRiVIe v:_}_)r
- (“JJ“JJ} ou Via Metabolica de Embden — Meyerhof:

= [rejtel=geh a via metabolica para a utilizacao dos aclcares (glucose ou
rr.Jr}:;a) eias leveduras (Saccharomyces);

= Owr “no citoplasma das células das leveduras;
= ependente do Oxigenio;
== “Ilcollse € a sequenua metabolica de varias reacgoes enzimaticas,

—

'_-:.;' ~ na qual a glicose é transformada, produzindo duas moléculas de Acido
~ pirtvico (piruvato) e dois equivalentes reduzidos de NAD+.

= 1 glicose + 2 NAD + 2 ADP + 2 Pi — 2 NADH + 2 acido pirtvico +
2 ATP + 2 H,0 + 2 H+

Podemos dividir a glicolise em duas etapas:

p—
-

ME - Pinto, A.
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S Processos Metabdlicos das Le eduras;,

Glicolise (Continuacao)
Ebapar . | B _ RR——
ARPHIMEIral reaccao consiste na' fosforilacao” da' glicose com um
gastolenergeticorde uma molecula de ATP, dando origem a glicose-
bEfostato —"Activacao da glicose;

EStal S reaccao € catalizada pela enzima Hexoquinase
Glucoquiinase) e e irreversivel. Regulador da glicolise;

- e

J
.IEJ
2

—

EEATfosforilacao da glicose na primeira reaccao impede que esta saia
== darcelula novamente. Ao adicionar um grupo fosfato a glicose, ela
== torna-se um molécula carregada negativamente e é impossivel
——— atravessar passivamente a membrana celular para o exterior;

- o Ao manter a glicose aprisionada dentro da célula a glicolise é
~  garantida;

* Na segunda reaccao, catalizada pela enzima Fosfoglucose
Isomerase, a glucose-6-fosfato e convertida em frutose-6-fosfato.

ME - Pinto, A.



DFOCESS0S h‘etabélicos das Leveduras

-  —
GIiEolise (Continuagao) ——

Nasterceira reaccao, a célula investe outra molécula de ATP para
fosiornilar e tose- 6- osfato e, cor verte la em frutose 1,6-
_JlLJJIJf( ——p ACCa0 ol DE 2|nna

LOSTofrU oqumase,
ESTd a. ambem  uma reaccao irreversivel e de controlo desta via

£ |-

JHJWJ*I Ca,

e

e
SNaTq arta reaccao a frutose-1,6-bifosfato é clivada (partida em
« strloses gllceraldeldo -3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato;

, J ESta reaccao é catalizada pela enzima Aldolase. O gliceraldeido-3-
== fosfato e a dihidroxiacetona fosfato sao isOmeros facilmente
e ~ = interconvertiveis;

re. € —
e -

- _0 ‘Na quinta reaccao a dihidroxiacetona fosfato & convertida em
gliceraldeido-3-fosfato pela enzima Triosefosfato Isomerase;

e Ate esta fase (na 12 etapa) nenhuma energia foi armazenada ou
produzida, antes pelo contrario, duas moléculas de ATP foram
Investidas nas reaccoes de fosforilacao;

e A 12 etapa e consumidora de energia;

ME - Pinto, A.
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NARpHEIrafreaccaondestapetapayiassexta norseguimentor dai
Btaparanterior, cada gliceraldeido-3-fosfato e oxidado pelo
NADS(elo NAD+ passa a NADH) e fosforilado por um fosfato

HOrYEl |co, dando orlgem al3- Blfosfogllcerato(l 3 BPG),

diSE “ma reaccao catalizada pela enzima fosfogliceratoquinase,
g—arl,; 3 BPG atrnsfere um grupo fosfato para uma moléecula de

P ‘dando origem a uma molécula de ATP e a 3-
«'”‘f-" 'fosfogllcerato,

- Na oitava reaccdo, ocorre a transferéncia do_grupo fosfato (3-
fosfoglicerato tem o grupo fosfato na posicao 3 (carbono 3), a
enzima Fosfogllcerato mutase muda a posicao desse grupo
fosfato para a posicao 2 (carbono 2), dando origem a 2-
fosfoglicerato;

ME - Pinto, A.
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Processos Metabolicos das Leveduras, .

. —

Glicolise (Continuacao)

. 0
L)

INGRNON A EaCCA0 OCOKTE desidratacao, catalizada pela
Enzimal Enolase. Portanto o 2-fosfoglicerato € desidratado

forman do uma molecula de agua e fosfoenolpiruvato;

\J_._l ¢ Glma reaccao, e ultima desta via metabolica, ocorre a
'r ferencia do grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para
molecula de ADP, formando-se entao outra molécula
- -d E.ATP e piruvato.

. ‘E§ta reaccao e catalizada pela enzima Piruvatoquinase;

o 7T.endo em conta que por cada molécula de gliceraldeido-3-
~  fosfato se produzem duas moléeculas de ATP, na Glicolise
sao produzidos ao todo 4 ATPs e gastos 2 ATP;

e Assim, o saldo ou balanco energético da Glicolise é de 2
moleculas de ATP por moléecula de glicose utilizada;

ME - Pinto, A.
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3focessos Metabolicos das Leveduras;,

ERGlicolise (ContinuaGao)

A

Ahexoquinase)

ME - Pinto, A.



Frutose-6-P Frutose-1,6-BP
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essos Metabolicos das Leveduras”

Gliceraldeido-3-P Diid roxiacetona P

ME - Pinto, A.



Processos'Metabolicos das Leveduras

-t v
—~ P

PRGlIGoelise (gliceraldeido=3fosfato é oxidado pelo NAD+ (e o
YADEZpassa a NADH) e fosforilado porium fosfato i Inorganico,

flandojorigem)al,3-Bifosfoglicerato,Continuacan)

GadaN@; 3" BPG" ). (Gliceraldeidotrosfato desidrogenase). Produz-se
AJ‘ e 3-fosfogI|cerato (Fosfogliceratoquinase).

NaD* NADH+H?

gliceraldeido-3-P 1,3-bisfosfoglicerato 3-fosfoglicerato

ME - Pinto, A.



—

Processos Metabolicos das Leveduras,

SRGlicolise (Continuacao) |
SRONNSEfosfoglicerato’ e isomerizado a 2-fosfoglicerato

_foglicerato mutase), que depois de desidratado (i.e.
pPENdert>0) da origem a fosfoenolpiruvato (Enolase).

ME - Pinto, A.
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Processos Metabolicos das Leveduras,.

—

o

SRGlIGO]

e (Continuacao). ... .

SAfansterencial dor grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para
f?"molécula de ADP, formando-se entao outra molécula
defATP e piruvato (Piruvatoquinase).

Fosfoenolpiiuvato Piruvato

ME - Pinto, A.
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Processos Metabolicos das Levedurasis

PEpirivato, em condicoes aerobias é transformado em

-

aG gJJ_-(“'c'.:c" o""".‘l-" 10 < adiario 0
ciclotde Krebs e convertido em ATP, H,O e CO2 na
'J’J.’JJ‘JJ‘H ;a0 oxidativa, em que o NADH forhece electroes

pardiacadeia transportadora de electrdes;

PR

g i
-

" ——

o3 5 1 6ndlgoes anaerobias, o piruvato e utilizado noutras vias
,,:::-':. tabollcas. O NADH transfere os seus electroes, para um
’, ‘aceltador final de electrées, que € um composto organico
‘_" provenlente da degradacdo da glucose. E o que se denomina
“fermentacao;

* Neste caso concreto a Fermentacao Alcoolica;

ME - Pinto, A.
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E10cessos Metabolicos das Leved [Urasye
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SREermentacao Alcoolica: - -

A\ UIITRPHIMENO PS50, =01 PIFUVALO-SOIieE "UMmd descarboxilacao. Uma
EACCAO ,reverswel catalisada pela’ enzima Piruvato descarboxilase.
ESLEMEAECA0) € Uma descarboxilacao simples e nao envolve a
JAJCJJQ:]JJ pirtvato. A Piruvato descarobxilase requer Mg2+ e tem

iigic] COENzZima firmemente ligada, a tiamina pirofosfato (TPP),
fornslEl 0 se acetaldeido ou aldeido acético.

2 Nerg gundo Passo, atraves da accao da enzima Alcool desidrogenase,
= 0rdcetaldeido € reduzido a etanol, com a transferéncia de eectroes
o= EFNADH, produzido na gllcollse e consequente regeneracao do
— -"NAD+ para gue a glicdlise ndo pare.

*f.ﬂb
"t’

~

4

—_ _—

s A equacdo geral da fermentacgo alcodlica é:

1\

® Glicose + 2ADP + 2Pi —— 2 etanol + 2CO, + 2ATP + 2H,0

ME - Pinto, A.



' Metabolicos das Leveduras,

PHOCESS0

-

.....

OH---CH3—CH3 Etanol

ME - Pinto, A.



PHOCESSoS IV etabélic‘és das Levi y@:s;_,

- —

Hrmm,)‘n\ rodutos da flermentacao alcoolica:

£
~

F\J(“JJ] “PDaradralemrade ""'c.ch"'
Produtesis; 'cundérios da fermentacao alcoolica:
3 J“Cdﬂ)] provenlente de fermentacao glicero-piruvica.

5 Cerr'e ‘de 8% dos aclicares seguem esta via
Siermentativa:
= ,::;_ A Dihidroxiacetona-fosfato é reduzida a Glicerol-3-fosfato.

.’-

; - O Glicerol-3-fosfato € depois desfosfoforilado (perde o grupo
~ — fosfato) e transforma-se em glicerol.

- Esta fermentacao secundaria € potenciada pelo uso do
sulfuroso nas fermentacoes.

c‘gc

ME - Pinto, A.
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RIocessos Metabolicos das Leve_dﬂl’a_s.,
SEPIOGUtes secundariosida fermentacan; alcoolica: -
SNONRICIOr dal fermentacao tambem' se forma Gliceral,
PEIONTACto. del que nesta fase, as enzimas piruvato-
descanpoxilase e alcool-desidrogenase terem pouca
EXDIESSA0,

4

o~

r—
< o R

= —0utros produtos secundarios, além do glicerol:

~ - J4cido acético, acido succinico, diacetil, acetoina,
~  butanediol.

ME - Pinto, A.
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tra Estrutura das Levec!'gras

e

@/e10gIa das;L.eveduras:
eOMLT cellla™ elicariotica™ apresenta’ as  seguintes
Sshilibliras (esquema):

E

The Yeast Cell

Plasma
membrane

Nucleus

Cell wall

Mitochondrion

ER: Endoplasmic reticulum
S: Secretory vesicles

ME - Pinto, A.
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tra Estrutura das Levedu&aé"‘" s —

_—

@ : V ‘
strutura localizada externamente a membrana

CILO) J)JJ matlca.

_-' -\_,

tepresenta cerca de 15 a 25% do peso seco da celula.
2 Cons tituida essencialmente por polissacaridos.

2 r‘ utura rigida que confere forma constante a célula, mas
pssmdora de alguma elasticidade.

-’Confere proteccao e integridade a célula ( os protoplastos sao
= _upedlatamente lisados (destruidos) em agua.

s Nao se trata de uma estrutura inerte: trata-se de ma
estrutura dinamica e multifuncional — sede de constituintes
quimicos que participam na conjugacao sexual, floculacao,
factor “Killer e local de diversas enzimas.

‘\

-

'-

”~
-

ME - Pinto, A.
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a Estrutura das Ws .

—

SRPANEC ;glular - ComposiGao quimica:

OS prm;ir Cmpoentés Glucanas (60%0), manoproteinas
( 25~JJJ/J: e qmtlna (1-29%).

3 c -
P
— B ~

4pos de Glucanas:

"Insoluvels em agua, em bases e em acidos;
-"".-'f:'-’ j'_’j, Apresenta um aspecto fibroso (me);
-~ - DP (graus de polimerizacao) — 1500 unidades de glucose;
- - Responsavel pela rigidez da parede;
- Associado a quitina.

ME - Pinto, A.



Ia Estfutura das Levedu

_— -
- :)Jf ie celular Composicao quimica:
Y I‘J_r)JJ ' A -

= L]l els eém agua, mas solluiveis em bases;
SSAPrese nta um aspecto amorfo (me)(pouco ramificadas);
g 0P — érca de 1500 unidades de glucose;
= Res onsavel pela elasticidade da parede celular;

- ~"-’ -:'e de ancoragem as manoproteinas (subst. reserva).

= “"’J' po :
;—*" -'Soluvels em agua e extraidas por acido acetico;
= : : »_-Apresenta um aspecto amorfo (muito ramificadas);

- - DP.— 140 unidades de glucose;

- Serve de ligacao entre os outros componentes da parede;

- Serve de local de recepcao para o factor Killer.

ME - Pinto, A.




3 Estrutura das Levedgr i

2w karede celuls Composicdo quimica:

J JJJJIJJP otemas.

~ \,\)mr constituidos por cerca de 90% de manose
IEXOS )e 10% de peptidos (fraccao proteica);

, *Af 3sentam peso molecular elevado (20.000 a mais de
450:000 Da);

;'iltma.

e Pohssacarldo complexo com azoto (N- acetilglucosamina);

= _f — - Principalmente localizada nas zonas de cicatrizacao das
gemulas;

- Parece ter um funcao vital para as leveduras (a inibicao
da sua sintese torna as leveduras inviaveis depois da
gemulacao).

: _ﬁ&

o —

— =
G 5
-

ME - Pinto, A.
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tra Estrutura das Lgrgigr.as'— - .

. Jii.-

sSeparede celular - Composu;ao qguimica:

PELIplas SMICO:
- rr,_j ofuran05|dase' catalisa hidrolise da sacarose em
JJ* cose e frutose;

Ou ras enzimas que participam tanto na sintese dos
S constituintes da parede durante o crescimento e a
_’_g ‘mulagao, como na sua degradacao (autolise).

-

r‘

= Ac omposicao quimica da parede celular é dinamica:

. = A proporcao dos seus constituintes modifica-se
conforme os nutrientes e a idade das celulas: as
glucanas aumentam com o teor de acucares; as celulas

mais velhas sao mais ricas em glucanas e em quitina; as
celulas jovens sao mais ricas em manoproteinas.

ME - Pinto, A.
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tra Estrutura das Levedu —

E ' ‘! —

SEViembprana,c
SRESHUEema:

-~

g
e
.

Polar, Nonpolar, Polar,

hydrophilic hydrophobic, hydrophilic

fatty acid "tails” “"head”

Carbohydrate
QOutside of cell atta_cl‘_xed

Phospholipid /" » . tolipid
~ bilayer

.
A
environment

N Aqueous

Filaments of Inside of cell
cytoskeleton {cytoplasm)

ME - Pinto, A.
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2Ultra Estrutura das Lev

- —

¥ Protemas e glicoproteinas compreendendo pesos
oleculares entre 10.000 e 120.000 Da)

— = “Proteinas intrinsecas: que atravessam toda a espessura da
~  membrana - iInterferem activamente com as 2zonas
hidrofobicas (cadeias hidrocarbonadas dos acidos gordos);

- Proteinas extrinsecas — que se encontram ligadas as
proteinas Intrinsecas do lado interno e externo da
membrana.

- Esterois — O principal € o ergosterol: participa na fluidez

da membrana.
ME - Pinto, A.
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a Estrutura das Leveduras

— -

~-a’h—.__ —

—

SRV Embrana citolasmtiéa (Funcoes):

S CoNS tm uma barreira semipermeavel e selectiva entre o
EXLETIoN € olinterior da celula;

—

A\ | i‘iqueza em proteinas (enzimas permeases), garantem
SOt nsporte selectivo dos nutrientes para o interior da celula;

— -
~.)-~

‘4 —_—

_,,"' Local de sintese dos componentes da parede celular

— (glucanas e quitina);

- Local de receptores celulares especificos que permitem as
leveduras reagir a varios estimulos exteriores (hormonas
sexuais ou variacoes na concentracao de nutrientes).

ME - Pinto, A.
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tra Estrutura das Leveduras

e ——
R iﬁ._ .
PIGitoplasma e organeIOS'
SRORCItoplasma™ oL 1tosol™ e 0 iquida uido da 'Ejélula"-

COIMPrE endido. entre a membrana citoplasmatica, a
Membrana nuclear e as membranas envolventes dos
prganelos: celulares: reticulo endoplasmatico, aparelho de
\JJL "Vacuolos e mitocondrias;

A

Cl osol compreende uma solugao tamponada, com um pH
e -5 a 6, contendo diversas enzimas sollveis, glicogéenio e os

ibosomas;

: Como enzimas do citoplasma, alem de outras, encontram-se
— 7as que intervem na glicolise e na fermentacao alcoolica;

- - Os ribosomas, constituidos por acidos ribonucleicos e por
proteinas — sao os locais da sintese proteica da celula e

podem agrupar-se formando os polissomas (traducao dos
mRNA).

ME - Pinto, A.
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-y

A

teticulo endoplas ICO:
50 ( Ser JJ J‘J_)J_)Jﬁ as) miﬁmnnbhsnmas)_—

ME - Pinto, A.



. Ultra'Estrutura das Leveduras

g I
SRREticN0 endoplasmatico: —

BRO¥raticulo endoplasmatico (RE) € constituido por um sistema
HENmEmL a aS dulas que se e contra ligado, a membrana
werJ)J- 0] abrana no ar, SAd0o Uha extensao
J .)_»..]/‘

SRARSUQA rmC|paI fungao e garantir a direccao correcta do

estino’ das proteinas que sao sintetizadas nos ribosomas

dS50! 1ados (RE rugoso);

/-;J =Stas proteinas tem 3 destinos posswels (para os
= -vacuolos, para a membrana citoplasmatica ou para o

—— exterlor
ﬁzﬁﬁ;?r ):

- —

—

-
—
-~

-

- ® Os Vacuolos e Aparelho de Golgi:

¢ Sao considerados com componentes de um sistema interno
de membranas, cuja funcao principal e o fluxo de substancias
destinadas a serem armazenadas ou a serem excretadas.

ME - Pinto, A.
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: -

Aparelhoide Golginas == | | .
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tra Estrutura das Leveduras: ..

o
MITC LOCC pndrias: -

JUJJJ—”J deyformaj esfericagousalongaday, distribuidos . na.
PELITELia‘da celulay

Saorenvoltos por um sistema de duas membranas, onde a
14J LETHC forma pregas caracteristicas;

Em 4 arobiose cada célula de levedura contém cerca de 50
mif« ondrias;

J _,; anaeroblose observa-se uma reducao e degeneracao
/’-‘-c Estas estruturas;

::;::—A ‘Os ‘mitocondrias contém enzimas implicadas na sintese dos

- fosfolipidos e dos esterois;
- o Possuem DNA proprio — DNA mitocondrial.

e A sua principal funcao é a respiracao celular — Ciclo de
Krebs na matriz mitocondrial e a fosforilacao oxidativa na
membrana interna.

ME - Pinto, A.



Rl

tra Estrutura das Lgy_edyras' i

—

—

seMitocondrias:

Outer

Matrix  Cristae Inner R

membrane

k] -
% L I i 2
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ra Estrutura das Leveduras

Outer membrane
Inner membrane
Nucleoplasm

Nucleolus

Chromatin

Nuclear
envelope

Pore in nuclear
envelope

ME - Pinto, A.
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tra Estrutura das Leveduras .

—

e
P

aL D : K - b 7. R [
0 - 0

C
D_hl

lu

J./JJ_,!) or uma dupla membrana ligada ao RE;

StdS embranas possuem poros por onde é possivel a
rrJr'— C e pequenas proteinas entre o ntcleo o citoplasma;

> 0 cleolo parte central do nicleo, onde se realiza a sintese
= ,_,,.v 0S RNA ribosomais;

'_“

ontém a cromatina (moleculas de DNA associado a
= protemas —histonas, formando os genes);

—0. Existe um plasmideo no niicleo (molécula circular de DNA
com 6 kpb), apresentando 50 a 100 copias por celula;

e Principal funcao e a divisao celular e a transmissao das
caracteristicas hereditarias.

'I.

C

ME - Pinto, A.
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