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FELEMENTOS BIOTECNOLOGICOS

FUNDAMENTAIS NO PROCESSO CERVEJEIRO:

1° PARTE — AS LEVEDURAS
. _Reumo |

A cerveja pode ser definida como sendo uma bebida carbonatada de baixo teor
alcodlico, preparada a partir da fermentacio por leveduras do malte de cevada,
contendo ltpulo e dgua de boa qualidade, podendo ainda utilizar-se de outras ma-
térias-primas, como arroz, trigo ou milho. Ha milénios o homem vem utilizando
leveduras para a producio de pao, cerveja, vinho e outros alimentos obtidos por
fermentacio. Atualmente, elas sio usadas numa ampla faixa de processos fermen-
tativos visando a produc¢io dos mais variados tipos de produtos. As leveduras do
género Saccharomyces apresentam vdrias cepas consideradas seguras e capazes de
produzir dois metabdlicos primdrios importantissimos na cerveja, etanol e diéxido
de carbono. Na presente revisdo, estio demonstrados os elementos classicos e
modernos principais relacionados as leveduras e sua ligagio com o processo bio-
tecnoldgico cervejeiro.
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Summar

Beer can be defined as being a carbonated drink of low alcoholic content, prepa-
red from the yeast fermentation of barley malt, containing hop and well qualified
water, besides using other raw-materials, as rice, wheat or corn. The mankind
has over millenium been using yeast to produce bread , beer, wine and food
obtained from fermentation. Actually, they have been used in a widely range of
fermentation processes aiming at the production of varied types of products. The
yeast from Saccharomyces species presents several strains considered as safe and
capable of producing two primary metabolic substances very important for beer,
ethanol and carbon dioxide. The present review, classical and modern elements
are demonstrated as well the ones related to the yeast and its linking to the bio-
technological brewing.
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As leveduras (microrganismos eucariéticos predominan-
temente unicelulares do Reino Fungi) contribuiram para o
processo cientifico, constituindo modelo celular de escolha
na elucidagdo dos processos bioquimicos e metabdlicos fun-
damentais das células vivas eucaridticas. Esta escolha nio foi
surpreendente, porque as leveduras podem ser produzidas
em enormes quantidades pelo uso da biotecnologia nas in-
dustrias de pao e cervejeiras.

Entende-se por Biotecnologia a aplicagio da Bioquimica,
da Biologia, da Microbiologia e da Engenharia Quimica aos

processos e produtos industriais (incluindo os produtos rela-
tivos a salde, energia e agricultura) e ao meio ambiente.

Devido a sua longa historia, a produgio de cerveja é geral-
mente mencionada como um exemplo tipico da biotecnologia
classica. Entretanto, a cervejaria moderna aplica uma ampla gama
de inovagdes técnicas, bioquimicas, microbioldgicas e genéticas.

Dando inicio a uma série de revisdes sobre tecnologia
cervejeira, o presente trabalho aborda alguns elementos prin-
cipais do universo das leveduras e sua relagio com o proces-
so biotecnolégico de obtengio de cervejas.

Revista Analytica-Outubro/Novembro 2006 - N°25



As leveduras e seus aspectos bdsicos

As leveduras, como os bolores, sdo fungos, mas deles se
diferenciam por se apresentarem, usual e predominantemen-
te, sob forma unicelular. Sua reproducio vegetativa se faz,
geralmente, por gemulagdo ou brotamento. Como células
simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapi-
damente que os bolores. Também sdo mais eficientes, numa
base ponderal, na realizagdo de alteragdes quimicas por causa
de sua maior relagdo drea/volume. As leveduras também se
diferem das algas, pois nio efetuam a fotossintese, e igual-
mente n3o sio protozodrios porque possuem uma parede
celular rigida. Sao facilmente diferenciadas das bactérias em
virtude de suas dimensdes maiores e de suas propriedades
morfologicas. As leveduras ndo sio uma entidade taxiono-
mica natural, embora exibam uniformidade morfolégica. Na
verdade, devido a escassez de critérios morfologicos, as es-
pécies de leveduras sdo diferenciadas menos de acordo com
elementos da morfologia e mais de conformidade com ca-
racteristicas fisioldgicas. Algumas ndo formam esporos e sio
consideradas como “Fungos Imperfeitos”. Outras produzem
esporos sexuados e, assim, apresentam clara relagdo com os
ascomicetos ou com os basidiomicetos (Pelcsar, 1980).

O Saccharomyces cerevisiae € uma levedura ascomicética
gemulante tipica. Cepas desta espécie sao utilizadas no pro-
cesso de fermentacdo para a produgdo de bebidas alcodlicas.
Na presenga de oxigénio, as leveduras oxidam os aglicares a
didxido de carbono que sdo responsaveis pelas “bolhas de
ar” no pao. As leveduras de cervejaria e padaria tém sido
utilizadas a milhares de anos. Assim, a S. cerevisiae é uma le-
vedura de grande importdncia econémica hd muito tempo
(Pelcsar Jr. et al., 2004).

As células de S. cerevisiae sao elipticas, medindo cerca de 6
a 8 mm de comprimento por 5 pm de largura. Reproduzem-
se assexuadamente por brotamento (ou gemulag¢do). Durante
o processo de brotamento, o nucleo se divide por constrigdo
e uma porgao dele entra no broto juntamente com outras
organelas. A conexio citoplasmatica é fechada pela sintese
de novo material de parede celular. Outras leveduras podem
reproduzir-se assexuadamente por fissio bindria transversa.
S4do denominadas leveduras fissuladas (em oposigio as gemu-
lantes). O ciclo de vida da S. cerevisiae esta representado na
Figura |. Nesta levedura, tanto os estagios fermentativos ha-
pléides como dipldides podem estar presentes. A cariogamia
(fusdo dos nucleos gaméticos) precede o estagio vegetativo
diploide; a meiose precede o estdgio vegetativo hapléide. O
ciclo de vida das leveduras pode ser complemente variado.
Estas variagdes podem ser devidas as diferengas de tempo e
local em que ocorre a plasmogamia (fusdo de protoplastos),
cariogamia e meiose (Pelcsar Jr. et al., 2004).

As leveduras na producdo de cerveja

A cerveja é uma bebida de malte resultante da fermen-
tacdo alcodlica do extrato aquoso do malte de cevada com
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lGpulo. O processo cervejeiro é consequentemente um pro-
cesso de multiplos estagios envolvendo a conversao bioldgica
de materiais in natura em produto final (Walker, 2000; Car-
valho et al., 2006).

O desempenho das leveduras cervejeiras na fermenta-
¢do, que é a habilidade das leveduras em “metabolizar efi-
cientemente os constituintes do mosto em etanol e em ou-
tros produtos da fermentacio a fim de produzir uma cerveja
com qualidade e estabilidade satisfatorias” (Russell e Stewart,
1995), é influenciada e controlada por varios fatores:

* Caracteristicas Genéticas: a escolha da cepa de leve-
dura empregada.

* Fisiologia Celular: a tolerancia ao stress pelas células
de levedura, a viabilidade e a vitalidade das células e a
concentracgio celular do inoculo.

* Disponibilidade Nutricional: a concentragdo e a na-
tureza do nitrogénio assimilavel, a variedade e a concen-
tragido de aglcares no mosto e a disponibilidade de ions
metalicos.

* Condicées Fisicas: temperatura, pH, oxigénio dissolvi-
do e a densidade do mosto.

Todas as leveduras cervejeiras, tradicionalmente usadas
na producdo de cervejas ale e lager, sdo cepas de S. cerevisiae
que representam em totalidade, um grupo diversificado de
microorganismos. Para efeito histérico e pritico, ao invés de
razdes definitivamente taxondémicas, as leveduras lager, sio
referidas na literatura como S. carlsbergensis [mais estreita-
mente S. cerevisiae var. carlsbergensis] (Walker, 2000).

Kielland-Brandt et al. (1995) tem discutido as razdes cien-
tificas para a diferenciacdo entre S. cerevisiae e S. carlsbergensis,
e a Tabela | compara e contrasta algumas das diferencas ge-
néticas e fisiologicas entre leveduras cervejeiras lager e ale.

Nos tltimos anos, taxonomistas de leveduras tém designa-
do todas as cepas empregadas na producio de cerveja como
pertencentes a espécie S. cerevisiae (STEWART, 2000).

Embora a literatura cientifica progressivamente se refira
as leveduras como S. cerevisiae tipo ale e S. cerevisiae tipo la-
ger, existem algumas diferencas bioquimicas entre esses dois
tipos de cepas de leveduras, que justificam manter uma dife-
renciacio entre elas. As cepas de S. uvarum (carlsbergensis)
tipo lager possuem os genes MEL que produzem a enzima ex-
tracelular o-galactosidase (melibiase), permitindo a utilizagao
do dissacarideo melibiose (glicose-galactose). Porém, as ce-
pas de S. cerevisiae tipo ale carecem desses genes MEL, o que
impossibilita a utilizagio da melibiose. Além disso, as cepas
ale podem crescer a 37°C, enquanto que as cepas lager nio
apresentam crescimento a temperaturas superiores a 34°C
(STEWART e RUSSELL, 1998).

As cepas de S. cerevisiae de laboratério (ou “cientificas”)
também foram acrescentadas na Tabela | para que suas pro-
priedades possam ser diferenciadas das propriedades das
cepas industriais desta levedura. Naturalmente, a aplicagdo
destas leveduras é diferente: as leveduras de laboratério sdo
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Tabela I. Algumas diferencas genéticas e fisioldgicas entre S.cereviase de laboratério e de processo cervejeiro industrial (Kielland-Brandt et al., 1995)

Diferentes
Parametros

Cepas de
Laboratoério

Cepas Ale

Cepas Lager

Genética

Crescimento

Metabolismo

Selecao

Auxotrofia

Pléide

Cariotipo

Esporulagéo

Taxa

Floculacao

Caréter assassino

Fermentacao

Utilizacéo de acucar

Transporte de
aminoacido

Componentes
do flavour

Fermentacéo a 37°C

Selecionada para
estudos genéticos

Disponivel auxotréfico
mutantes

Estavel haploide ou
dipléide

16 cromossomos

Boa

Alta taxa de
crescimento

Geralmente n&o flocula

(comportamento fica
suspensa liviemente)

Varios fendtipos
assassinos

Baixa taxa

Néo utiliza Melibiose

Unico transportador de

maltose

Transportador variavel
da maltotriose

Valina transportada

Acido fertlico
descarboxilado
(para produgao de
compostos fendlicos

off-flavour-POF1 allele)

?

Selecionada para
producao de alcool

Prototréficos

Polipldide ou
aneupléide

Variavel

Fraca

Baixa taxa de
crescimento

Flocula fracamente
(comportamento
de flotagao)

Nao assassino

Alta taxa

Néo utiliza Melibiose

A glicose inibe o
consumo da maltose
de alta afinidade

Fraco transportador
de maltotriose

Fraco consumo de
valina

Auséncia de POF1-
nao tem acido ferulico
descarboxilado.

Sim

Selecionada para producao
de alcool

Prototréficos

Allotetrapléidea

Variavel

Fraca

Baixa taxa de crescimento

Flocula fortemente
(comportamento de
sedimentacao)

Nao assassino

Alta taxa

Melibiose clivada
(a-galactosidase) e fermentada

A glicose n&o inibe o consumo
da maltose de alta afinidade

Bom transportador de
maltotriose

Fraco consumo de valina

Auséncia de POF1- nao tem
acido ferulico descarboxilado.

Nao

2 A levedura da cepa lager, S.carlsbergensis, possui dois genomas divergentes - um da S. cereviase e um da S. monacensis. S. carlsbergensis podendo,
portanto, ser um hibrido natural entre S.cereviase e S.monacensis.
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Restricao na analise da enzima
(DNA fingerprinting)

fragmento (RFLPs)

Cariotipo Eleletroforetico
(cromossomos por fingerprinting)
campo pulsante

Reacdes em cadeia da polimerase
(PCR)

Etiqueta genética

Cromatografia

Eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)

O DNA total, ribossomal ou mitocondrial
esta digerido com restricéo das
endonucleases e os fragmentos
especificos hibridizados depois da
separagao eletroforética com investigagao
do DNA multilocus tais como Ty
retrotransposon. E detectado restricao
aos polimorfismos do comprimento do

Todos 0s cromossomos sao separados
eletroforeticamente usando a técnica de

As sequiéncias especificas do DNA
sa0 propagadas exponencialmente

in vitro e nos produtos amplificados
analisados apods a separacao
eletroforética. O DNA polimorfico
amplificado aleatério pode também ser
analisado por PCR (RAPD-PCR)

As sequéncias genéticas especificas,
inclusive marcas selecionaveis, séo
introduzidas em leveduras para facilitar
seu reconhecimento (por exemplo,
reposicao de sequéncias da resisténcia
do cloranfenicol com uma ‘etiqueta’ que
confere sensibilidade ao antibiotico)

Cromatografia a gas (ésteres metilados de  Hammond (1993)
acidos graxos de cadeia longa)

As proteinas totais sollveis na
levedura sao separadas por
eletroforese e os testes padroes
analisados pelo computador

Pedersen (1986); Walmsley et al. (1989);
Wightman et al. (1996)

Pedersen (1987); Oakley Gutowski et al.
(1992); Vaughan-Martini et al. (1993)

Ness et al. (1993)

Lancashire e Hadfield (1986)

Hammond (1993)

Tabela 2. Métodos moleculares para diferentes espécies de levedura produtora de cerveja (Walker, 2000)

empregadas para a pesquisa fundamental e crescem geral-
mente em meios sélidos ou em frascos agitados com tem-
peraturas em torno de 25-30°C; as leveduras cervejeiras
industriais sdo empregadas para a produgdo industrial da
bebida em grandes fermentadores sem agitagao e crescem
em temperaturas abaixo da temperatura ambiente. Mesmo
nas leveduras cervejeiras industriais existem caracteristicas
significativamente diferentes de crescimento. Por exemplo,
na maioria das fermentagdes para elaboragdo de cervejas ale
o processo € mais rapido (5 contra |4 dias) e conduzidos
em temperaturas mais altas (20 contra 8°C) comparados
com as fermentagdes com cepas de leveduras lager. Tra-
dicionalmente, as leveduras cervejeiras ale foram descritas
como “de alta fermentagiao” ou seja, que se elevavam a su-
perficie do liquido no final da fermentagio formando uma
pelicula flutuante e espessa de biomassa que poderiam ser
retiradas desta superficie. Ja as leveduras lager foram des-
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critas como “de baixa fermentacio” floculando na base do
fermentador no final da fermentacio formando uma fase se-
dimentada de biomassa apta a ser retirada no fundo da base
do fermentador. Com o emprego de altos fermentadores
cilindrocénicos (de aproximadamente 20 m) as leveduras
de baixa fermentagdo podem ser utilizadas atualmente na
produgdo de cervejas ale e as diferencas de processamento
entre as leveduras ale “de superficie” e as leveduras lager
“floculantes” tem se tornado cada vez menos discriminati-
vas e usuais (Walker, 2000).

Atualmente, diversos métodos moleculares tém sido utili-
zados para caracterizar e diferenciar as cepas de leveduras cer-
vejeiras (Tabela 2). As técnicas genéticas de fingerprinting, em
particular, tem provado ser Util no gerenciamento, autenticagao
e verificagdo das cepas, especialmente porque as multiplas cepas
de S. cerevisiae sdo armazenadas e distribuidas sob licenca para
produgio de cerveja ou bebidas mistas (VWalker, 2000).
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As técnicas de genética molecular podem fazer facilmen-
te a diferenciagdo entre cepas de leveduras cervejeiras com
propriedades fisioldgicas similares.

Por exemplo, a andlise do cariotipo pelo método eletro-
foretico de campo pulsante pode ser usado para detectar
polimorfismos no comprimento do cromossomo (CLPs) em
leveduras industriais porque isto é uma carateristica individu-
al de cada cepa. Elas possuem suas proéprias caracteristicas e
padrées de banda (Naumov et al, 1992). Em contrapartida,
embora a identificacio molecular das leveduras cervejeiras
seja mais objetiva, sensivel e reprodutivel em relagdo aos tes-
tes bioquimicos e morfoldgicos tradicionais, eles ainda nio
sdo particularmente rapidos para atender as necessidades dos
processos cervejeiros modernos que operam em larga escala
(Meaden, 1996).

Referéncias adicionais sobre a técnica genética de fin-
gerprinting para cepas de leveduras cervejeiras, podem ser
encontras nos artigos de Meaden (1990), Walmsley (1994),
Pedersen (1994) e Schofield et al. (1995).

Melhoramento Genético-Molecular

das Leveduras Cervejeiras

Priest e Campbell (1996) definiram as principais proprie-
dades das leveduras cervejeiras para que sejam consideradas
“boas produtoras de cervejeira” da seguinte maneira:

* Uma velocidade rapida de fermentagdo sem crescimento
celular excessivo.

* Uma utilizagio eficiente da maltose e maltotriose com
uma boa conversio em etanol.

* A habilidade de tolerar o stress imposto pelas altas con-
centragdes de dlcool e pressdes osmoticas do mosto.

* Uma produgdo reprodutivel de certos niveis de com-
postos do flavor e do aroma.

* Uma floculagdo ideal para o processo ampliado.

* Boas caracteristicas de manuseio (retengdo da viabilida-
de durante armazenamento e estabilidade genética).

Infelizmente, as cepas de leveduras cervejeiras sdo limi-
tadas em vdrias dessas caracteristicas, e, na realidade, ndo
fermentam suficientemente os aglcares disponiveis no mos-
to. Hammond (1995) explica que: “As leveduras cervejeiras
estdo longe de ser otimizadas para a fungdo na qual o pesqui-
sador as escolheu para realizar”.

Existem varias possibilidades do uso de cepas modificadas
geneticamente, com o objetivo de melhorar as caracteristicas
das leveduras cervejeiras. Avangos importantes foram atingi-
dos usando a tecnologia de DNA recombinante. Estratégias
de transformagdo tém aberto a possibilidade do uso de le-
veduras cervejeiras que: fermentam uma ampla variedade de
agucares; floculam apropriadamente e em tempos curtos da
fermentagio; toleram melhor o stress quimico e fisico causa-
do pela fermentacio e produz cerveja mais estavel e saborosa
(Walker, 2000).

A Tabela 3 destaca algumas das melhorias no processo cer-
vejeiro utilizando-se leveduras recombinantes. Os beneficios das
leveduras recombinantes na indUstria s3o relacionados a: dimi-
nuicdo de custo da matéria-prima; aumento na eficiéncia e pro-
dutividade da fermentagdo; melhora na qualidade da cerveja e
desenvolvimento de “novas” cervejas (Walker, 2000).

Segundo Linko et al, 1998 citado por Carvalho et dl,
(2006), as leveduras geneticamente modificadas tém sido de-
senvolvidas com a finalidade de: a) manter a concentragio de
diacetil em valores inferiores ao limiar de detecgio sensorial,
b) facilitar a filtracdo da cerveja, e c) produzir cervejas com
baixos teores de carboidratos.

Diversos fatores impedem o desenvolvimento do uso da
tecnologia de DNA recombinante em leveduras cervejeiras.
Casey (1990) comentou que esses fatores incluem: a duvido-
sa e demorada aprovac¢do do governo para seu uso; dispo-
nibilidade de solugdes alternativas (tradicionais); aplicagcdes
de patente e a preocupagio pela aprovagio do consumidor.
Além dessas preocupagdes, geralmente, a existéncia de co-
nhecimentos inadequados com respeito 4 fisiologia das leve-
duras cervejeiras recombinantes.

Uma levedura cervejeira recombinante foi aprovada para uso
comercial no Reino Unido (Hammond, 1995), mas ainda tem que
receber a aprovagao do mercado industrial mundial. Mesmo sen-
do os obstaculos cientificos e técnicos superados, considera-se a
aceitacdo do consumidor o obsticulo mais desafiante.

Contaminantes Microbianos no

Processo Cervejeiro

Leveduras selvagens

Levedura selvagem é qualquer levedura diferente da levedura
de cultivo utilizada na elaboragdo de determinada cerveja. Leve-
duras selvagens podem se originar de diferentes fontes. Estudos
com 120 leveduras selvagens isoladas a partir da cerveja, levedu-
ras em propagacio e garrafas vazias, mostram que, além de varias
espécies de Saccharomyces, foram encontradas espécies dos gé-
neros Brettanomyces, Candida, Debaromyces, Hansenula, Kloeckera,
Pichia, Rhodotorula, Torulaspora e Zygosaccharomyces (Almeida e
Silva, 2005). As leveduras selvagens podem causar defeitos, como
¢ o caso da formagio de pelicula na superficie da cerveja, produ-
¢io de turbidez, desenvolvimentos de odor e sabor estranhos e
fermentagdo com desvio na atenuagdo (Venturini Filho e Cereda,
2001; Almeida e Silva, 2005).

O género Saccharomyces é o mais importante. Cerca de 80%
das leveduras selvagens pertence a este género. Assim S. dias-
taticus ataca a cerveja envasada, mas nio pasteurizada (chope),
produzindo turbidez, super atenuagio e sabor desagradavel. Uma
fermentagdo contaminada com S. cerevisiae var. ellipsoideus resulta
em cerveja com sabor fendlico. Cepas deficientes respiratérias
de S. cerevisiae podem se desenvolver ao lado da cultura indus-
trial e produzir, na cerveja, odor e sabor anormais, dentre eles o
diacetil (Venturini Filho e Cereda, 2001).
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Limitacoes atuais da espécie Propriedades desejaveis da cepa. Melhorias usando a tecnologia
de DNA recombinante.

Tolerancia limitada ao etanol Tolerancia mais elevada ao etanol para a Transferéncia do gene acetoacetil- CoA
fermentagao do mosto de alta densidade tiolase para levedura poder aumentar a
toleréncia ao etanol (Cantwell e McConnell, 1987)
mas este traco € dificil de conferir devido a sua
natureza poligénica

Limite estreito para fermentagao Utilizac&o e fermentacdo das maltodextrinas Conseguido por transferéncia de genes da
de carboidratos para produzir a cerveja light (de baixo teor glucoamilase da S.cereviase var. diastaticus ou
de carboidratos) de Aspergillus ssp.(Tubb, 1986; Perry e Meaden,

1988; Hammond, 1995)

Suscetivel a contaminagéo Propriedades antimicrobianas (junto Plasmidios de toxinas assassinas (assasinas
a leveduras e bactérias selvagens) de de laboratorio) transferidas pela citoducao
modo que as cepas produtoras de (Young, 1981) ou eletro-transformacao (Salek et al.
cerveja pudessem agir esterilizando as 1992) para cepas cervejeiras.
fermentagbes contaminadas Assassinas floculantes encontram-se também

disponiveis atravées da fusdo de protoplasto
(Javadekav et al. 1995)

Limite de tolerancia ao stress Osmo-, thermo-e barotolerancia As mudangas fisiologicas da célula causada
requererem niveis acima daqueles por nutrientes e por condi¢des fisicas séo
encontrados na producao de cerveja mais provaveis acontecer do que por

tecnologia de clonagem.

A degradagao do B-glucan viscoso que Os genes da B-Glucanase tem sido

Nenhuma hidrdlise do B-glucan deriva do malte cevada é esperada para sucessivamente clonada de bactéria, fungo
melhorar a filtracao do mosto e eliminar a e cevada pra dentro da levedura cervejeira.
turbidez da cerveja (Cantewell et al., 1985)

Proteolises para melhorar o mosto utilizando  S. cereviase foi transformada para

Hidrdlise limitada de proteina 0 nitrogénio e evitando a turbidez da cerveja incorporar com sucesso uma protease
A cerveja produzida requer longa Os niveis reduzidos, ou 0 metabolismo Os genes que codificam enzimas da via
maturagao de off-flavour (ex. diacetil e H,S) que sintética da valina (que pode causar o aumento
sao indesejados, resultando num tempo de diacetil) foram clonados de varios
reduzido de maturagao microrganismos dentro de leveduras cervejeiras

(ex. Tada et al., 1995). A produgéo reduzida do
H,S também € possivel por transferéncia de genes
na sintese da cistationina

Floculagao descontrolada Corrige a temporizagao da floculagao Os genes da floculagao (ex. FLO1) foram clonados
da levedura para atender o processo de na reproducéo da levedura e apenas
purificagao da cerveja expressados no final da fermentacao
Determinados ésteres fornecem os O gene codificado do &lcool acetil transferase
Sintese limitada dos ésteres estabilizantes e os antioxidantes desejaveis  (AFTI) é responsavel pela sintese do éster do
ao flavour acetato clonado em uma espécie de S.cereviase

(Fuiii et al.,1992)

Instabilidade do flavour da O aumento da produgéo de SO, age como  Os genes do sulfito redutase foram
cerveja produzida o estabilizante e o antioxidante do flavour suprimidos tendo por resultado os niveis
S0, aumentados na cerveja

Utilizagao da maltose reprimida A anulagao da glicose de repressao melhoraria  Transferéncia de genes da maltose permease
a fermentagao e permitiria (MAL61) resulta na melhoria do uso da maltose
maior uso dos adjuntos baseados na glicose (Kodama et al., 1995)

Tabela 3. Aspectos que relacionam as aplicagdes prdticas e potencial da levedura cervejeira recombinante (VWalker, 2000)
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Segundo Venturini Filho e Cereda (2001), em fermenta-
¢6es continuas, tém-se observado a presenca de assassinas
(“Killer”). Essas produzem uma proteina letal para as leve-
duras (sensiveis) de cultivo. A manuten¢io do pH baixo, in-
definidamente, durante a fermentagido continua, propicia o
desenvolvimento da selvagem, que pode eliminar completa-
mente a levedura de cultivo e produzir sabor desagradavel,
descrito como erva-fenélico.

As leveduras selvagens podem ser detectadas por exa-
me microscépico, por provas de resisténcia térmica, espo-
rulagdo, fermentacio de agucar, soroldgicas etc.. No mais,
a eliminagdo da levedura selvagem ou a manuten¢io da sua
concentragao em niveis minimos na cervejaria, pode ser con-
seguida utilizando inéculo asséptico, o que é possivel quando
se faz propagacio de cultura de laboratério a cada um ou dois
meses (Venturini Filho e Cereda, 2001).

Bactérias contaminantes

Bactérias s3ao agentes danificadores comuns da cerveja. Sdo
usualmente divididas nas categorias gram-positivas e gram-negati-
vas. As bactérias gram-positivas, que trazem os maiores problemas
para a cerveja, sdo as bactérias lacticas pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Pediococcus, sendo que pelo menos |0 espécies de
lactobacilos podem causar danos a este produto. Os lactobaci-
los cervejeiros sdo heterofermentativos e homofermentativos e
produzem 4cido lactico e acético, didéxido de carbono, etanol e
glicerol como produtos finais, com algumas espécies produzin-
do também diacetil. Os pediococos sio homofermentativos e
possuem seis espécies identificadas, mas a espécie predominante
encontrada na cerveja é Pediococcus damnosus, sendo sua infec¢ido
caracterizada pela formagdo de dcido lactico e diacetil. Entre as
bactérias gram-negativas que causam danos a cerveja incluem-se
as bactérias acéticas (Acetobacter, Gluconobacter), e certos mem-
bros da familia das enterobactérias (Escherichia, Aerobacter, Kleb-
siella, Citrobacter, Obesumbacterium), como também Zymomonas,
Pectinatus e Megasphaera (Almeida e Silva, 2005).

Conclusao

Embora todas as cepas de Saccharomyces cerevisiae fagam ba-
sicamente o mesmo trabalho de transformar carboidratos em
etanol e gas carbonico, o sabor do produto obtido difere de uma
cepa para outra, em fun¢do de pequenas diferencas bioquimicas
de metabolismo e conseqiiente formagio de substancias capazes
de conferir aroma e sabor, mesmo estando presentes em quanti-
dades muito pequenas. Assim, pode-se concluir que o amplo es-
pectro de conhecimentos derivados do uso de leveduras, nio s6
como sistemas bioquimicos e genéticos, estabelecendo as regras
da ciéncia da hereditariedade, mas também os estudos classicos
sobre as leveduras e as fermentagdes, contribuiram e contribuem
para a consolidagdo da biotecnologia como um todo. Esta inte-
gracio da biotecnologia “velha” e moderna estabelece pardme-
tros desafiadores e aplicaveis do conhecimento das leveduras na
busca da melhoria do processo fermentativo cervejeiro.
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