'GENETICA E SOCIEDADE Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

Saccharomyces
pastorianus:

Suzane de Souza Lovatti', Sandro Vandermuren Griffo', Marcela Ferreira Paes?

" Graduandos em Quimica Industrial, Instituto Federal do Espirito Santo, Campus Vila Velha, ES
2 Coordenadoria do Curso de Bacharelado em Quimica Industrial, Instituto Federal do Espirito Santo, Campus Vila Velha, ES

Autor para correspondéncia: sulovatti@gmail.com

Palavras-chave: Saccharomyces pastorianus, fermentacao, lager, levedura, cerveja

S A W

) ) »
()‘ ()”

(y

cO6)

1“’
OO0

T

T f AR Y
(§)

y ()0

57 B () A ‘)

{

»(d (2

> ( .) (‘\(',‘ ‘(.)

)
s (Al

o~ Lo o A
A~ Sl?ge@ Brasnls@de(‘]e'nemgjg

1
- T s

s T e
M P D e L


mailto:sulovatti@gmail.com

GENETICA E SOCIEDADE Genética na Escola — ISSN: 1980-3540
N
’ | -
w T g
e § < ol s
- - .'” e
W G | g “ ki
o e
g AL SR
v "v —v‘v_' = L""t T
- - - ;;_'L; ;’LL‘LL:LL Q
consumo de cerveja faz parte do dia- PN P el
) _ ; ok DIl ns o’
-a-dia de grande parte da populagio ¢ oo Oikfce
o] o g Wi b A vf:' L!’l
adulta brasileira, de forma que as cervejas 2 C 0 LetbiiBe
; .t e QAG T
do tipo lager (no qual se inclui o estilo Pil- C o EEC Cal e M
B Cftcrf' Sl '-Gﬂ
sen) permanecem sendo as mais consumi- Ciein O Lé ‘.
. ) . : <0 C ..,'l". " {1,, L
das. As cervejas do tipo lager sio obtidas 06t g€ dad s
s . % '{ [ Blix L
a temperaturas entre 8 e 15°C, por meio B8 5 S . Coi L ¢
de um processo de fermenta¢io conduzi- ‘ A e
do por leveduras da espécie Saccharomyces =) C,cf'“ ,
: " ‘ T e T, % e
pastorianus. A heranca genética desta es- O O ¢
) : . y g 4 Lo b albnl
pécie provém da ja conhecida S. cerevisiae : o LY
e da recém-descoberta S. eubayanus. As o M o ‘-:,( et
leveduras do tipo lager subdividem-se em : B~ ccép 0%
. EN S L ST r'
dois grupos: Saaz e Frohberg. Suas caracte- 3 ceic
’ e = o f - - “r Co e
risticas sio reflexos das diferentes propor- OF, . c ek NS el
~ . ; O # ;
¢des dos genomas provenientes de S. cere- - RO N
. . . e, & B 42
visiae e S. eubayanus entre os dois grupos. o e et A
r o0 et
_F . ol e
O 5 it
- o 0%
—— ~ = - e o r C € ! '~
e R yle ™ s ~ red et n
- S o - e . X — r ( l’l ( e
A, R : ' Gl : v 3 v
= - . : PNSSSENS SASEU” ¥ L
3 Genética na Escola | Vol. 1§| N°21 2019 — AN > - Sociedage E{asilt;r’é cférG,enéI{a .‘ .'}17':
. e - rF NP | g g
»" - - ‘ ofe Ol 0, S L



GENETICA E SOCIEDADE

Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

Mosto - meio no qual ocorre

a fermentacdo. Na producao
de cerveja, consiste no liquido
contendo aclicares resultantes
da brassagem, no qual a
levedura sera inoculada.

Cepa - termo utilizado

para se referir a variacoes

de uma mesma espécie de
microrganismos. Nos casos
em que uma espécie sofre
mutagdes ou se adapta a
novas condi¢des ambientais,
seus descendentes podem
formar uma nova cepa, porém
mantendo semelhancas
morfoldgicas e/ou fisioldgicas
com seu ancestral.

Lager - tipo de cerveja

inicio da produgio da cerveja remonta ao periodo Neo-

litico e desde entdo, a bebida tem apresentado diversos
papéis sociais ao longo da histéria. Dentre suas vdrias utili-
zagdes, destacam-se seu uso como oferenda em cerimdnias
religiosas, como salirio em sociedades antigas e como fonte
nutritiva de dgua de boa qualidade em tempos de escassez. O
consumo da bebida é extremamente popular, tornando sua
produgio rentédvel e possibilitando impactos positivos na eco-
nomia. Dados de 2016 indicam que o brasileiro consome, em
média, 60,7 litros de cerveja ao ano, enquanto na Republica
Tcheca o consumo gira em torno de 143 litros.

De forma geral, a fabricagio da cerveja pode ser dividida em
quatro etapas principais: brassagem, fervura, resfriamento
e fermentacio. A brassagem consiste no processo pelo qual
o amido contido nos grios de malte é convertido (por agio

_Malte - grao germinado de um
determinado cereal. Durante
a maltagem, o cereal (cevada,
por exemplo) é umedecido e
comeca a germinar. Quando
as radiculas crescem, o grao é
Seco, para que 0 processo seja
cessado, e em sequida torrado.
Os graos maltados sdo ricos em
enzimas e produzem grandes

quantidades de aclicares

das enzimas também contidas nos grios) em agticares fermen-
tdveis, tais como maltose e glicose. Nesta etapa, os grios de
malte sio mergulhados em dgua numa temperatura que favo-
reca a atividade das enzimas presentes (entre 65 e 68°C) que
transformam as moléculas de amido do malte em agticares
menores, possibilitando sua posterior fermentagio. O liquido
doce obtido contendo os agticares fermentdveis é chamado de
mosto. Apés a brassagem, o mosto é fervido por pelo menos
uma hora e nele se adiciona o lipulo, responsivel pelo amar-

fermentaveis.

Lapulo - sdo as flores conicas

gor e aroma da cerveja. Ao final da fervura, o mosto é resfriado
para possibilitar um ambiente adequado para a adigio das le-
veduras, responsiveis pela fermentagio dos agticares obtidos.

As leveduras sio organismos unicelulares eucariéticos perten-
centes ao reino Fungi, cujas espécies mais importantes para
este tipo de producio pertencem ao género Saccharomyces.

Diferentes cepas influenciam em diversos parimetros como

aroma e teor alcodlico, possibilitando a produgio de diversos
estilos de cerveja. As leveduras consumirio os agticares produ-
zidos durante a brassagem, convertendo-os em gds carbénico,
dlcool e outros compostos de sabor, tipicos da cerveja.

As cervejas lagers representam o tipo mais conhecido e con-

obtida a temperaturas entre

8 e 15°C, cuja levedura
utilizada para fermentacao

do mosto (Saccharomyces
pastorianus) deposita-se ao
fundo do fermentador durante
0 processo.

sumido desta bebida, sendo o estilo Pilsen seu principal re-

da planta fémea de uma
trepadeira, Humulus lupulus.
Essas flores sdo desidratadas e
adicionadas durante a producao
da cerveja para dar amargor,
sabor e aroma.

Pilsen - estilo de cerveja

mger, originaria da cidade

presentante. A espécie Saccharomyces pastorianus promove o
processo fermentativo deste tipo de cerveja, caracterizada por
se realizar a temperaturas mais baixas (entre 8 e 15°C) e pela
decantagio da levedura (Tabela 1).

tcheca homénima, com cor
entre palha e dourado-escuro,
apresentando colarinho branco
e duradouro. Este estilo é o
mais comum entre as cervejas
comerciais brasileiras.

Tipo de fermentacao

Espécie principal

Temperatura de fermentacao

Temperatura maxima de crescimento celular

Fermentacdo de melibiose

"Alta*" "Baixa*"

S. cerevisiae S. pastorianus
18-22°C 8-15°C
>37°C <34°C

Néo fermentam Fermentam

Tabela 1.

Principais diferencas entre
leveduras ale e lager. *O

tipo de fermentacao “alta” e
“baixa” referem-se a posicdo
que as leveduras fermentadoras
localizam-se no fermentador,
na parte superior ou inferior,
respectivamente.
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O GRUPO
Saccharomyces sensu stricto

As espécies de leveduras de maior interesse
econdmico do género Saccharomyces encon-
tram-se reunidas dentro do grupo Saccha-
romyces sensu stricto de acordo com a sequén-
cia de RNA ribossémico e com o tamanho
e estabilidade do genoma mitocondrial. A S.
cerevisiae encontra-se inserida no grupo Sac-
charomyces sensu stricto, que também é com-
posto por outras espécies proximas como a S.
bayanus, S. paradoxus e S. pastorianus.

Enquanto a S. cerevisiae contribui para a
producio de bebidas alcodlicas (cervejas e
vinhos), paes e biomassa, a levedura hibrida
S. pastorianus (syn. carlsbergensis) contribui
exclusivamente para fermentacdes de cerve-
jas do tipo lager. A S. bayanus representa um

nicho de levedura industrial menos relevante

na produgio de vinhos, podendo ser encon-
trada em fermentacdes a temperaturas mais
baixas que as aplicadas utilizando S. cerevi-
sige (Tabela 1). A S. bayanus é predominante
ao final das fermentagdes naturais de vinho
devido a sua tolerincia a altas concentragdes
de etanol. A quarta espécie citada desse gru-
po, S. paradoxus, diferencia-se por nio ser
“‘domesticada” (ou seja, por nio ser utilizada
pelo homem por meio da selegdo e reprodu-
¢do sucessiva de culturas com caracteristicas
desejaveis), sendo encontrada na natureza
em drvores de folhas largas, solos e inse-
tos. Também fazem parte do grupo Saccha-
romyces sensu stricto as espécies S. cariocanus,
S. kudriavzevii, S. mikatae, S. aboricoluse, S.
eubayanus, que nio sio utilizadas industrial-
mente.
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PRINCIPAIS ESPECIES
DE LEVEDURAS DO
PROCESSO CERVEJEIRO

As leveduras utilizadas em processos cer-
vejeiros sio atualmente divididas em dois
grandes grupos: leveduras de cervejas ale
(S. cerevisiae) e leveduras de cervejas lager
(S. pastorianus syn. carlsbergensis). Tradicio-
nalmente, as ale caracterizam-se como leve-
duras de alta fermentagio, pois se mantém
na superficie do liquido durante o processo
enquanto as lagers sio leveduras de baixa fer-
mentagio, assim denominadas por se mante-
rem no fundo do fermentador (tradugio di-
bia do termo em inglés Bottom Fermenting)
e formando apenas uma pequena camada de
superficie. Atualmente, esta distingio nio é
tdo atil, visto que muitas cepas de leveduras
utilizadas na produgio de ales também pos-
suem a capacidade de decantar e se manter
ao fundo do fermentador.

A classificagio formal das leveduras cervejei-
ras tem mudado significativamente ao longo
do tempo, de forma que, no passado, tanto
leveduras usadas na produgio de cerveja ale
quanto na de cerveja lager, eram caracteriza-
das como variantes de S. cerevisige. Como as
cepas apresentavam diversas diferencas ge-
néticas e fisiol6gicas, a separagio destas es-
pécies passou a ser proposta. Como caracte-
risticas divergentes entre as mesmas, podem
ser citadas a habilidade em fermentar meli-
biose (que é convertida em galactose e glico-

de produzir aromas fendlicos (consequéncia
da formagio de fendis voliteis) e dcido acé-
tico, ambas caracteristicas indesejiveis na
produgio de diversos estilos de cerveja. Ape-
sar desta visdo negativa 4 qual estas espécies
historicamente foram associadas, os sabores
e aromas obtidos pelos produtos de suas fer-
mentagdes tém sido explorados na fabricagio
de cervejas com caracteristicas mais 4cidas.

Ale - tipo de cerveja produzida

HERANCA GENETICA
DA S. pastorianus

Por muito tempo, os processos cervejeiros
basearam-se na produgio de cervejas do
tipo ale, utilizando cepas de S. cerevisiae cuja
fermentagio ocorre a temperaturas relativa-
mente mais altas. Somente a partir do século
XV as lagers passaram a existir como estilo
de cerveja, tornando-se mais populares no

século XIX.

a temperaturas entre 18 e
22°C, cujas leveduras utilizadas
emergem a superficie do mosto
durante a fermentacao.

Melibiose - dissacarideo que,

se por atividade enzimdtica que nio ocorre
nas cepas ale) e suas temperaturas méximas
de crescimento (cujo limite para as lagers é
de 34°C). As principais caracteristicas que
diferenciam as leveduras ale e lager sdo apre-
sentadas na Tabela 1.

Devido 4 produgio e ao consumo crescentes
de cervejas artesanais, um terceiro tipo de
levedura vem ganhando importincia econd-
mica. Trata-se das leveduras do género Bret-
tanomyces, ou Brets, como sio conhecidas na
indtstria. Estas sdo utilizadas na produgio
do estilo lambic, de origem belga, e que his-
toricamente consistia na fermentagio espon-
tinea do mosto promovida por leveduras
selvagens, ou seja, por leveduras naturais do
ambiente. As Brettanomyces spp. sdo conside-
radas contaminantes devido 4 sua capacidade

O advento da produgio de cervejas lagers
com cepas puras de levedura remonta ao
final do século XIX, por meio do trabalho
de Emil Christian Hansen, no Laboratério
Catlsberg em Copenhagen. Hansen isolou
quatro cepas distintas a partir da cultura de
leveduras da cerveja lager Carlsberg. Des-
sas, apenas uma se mostrou adequada para
a fermentacio da cerveja, sendo entdo cha-
mada de“CarlsbergYeast No. 1” e introduzida
na cervejaria homonima para uso em esca-
la industrial no dia 13 de maio de 1883. A
“CarlsbergYeast No. 1” foi entdo nomeada S.
carlsbergensis e atualmente é conhecida como
S. pastorianus.

O sequenciamento genético de cepas ale
e lager tem mostrado que a S. pastorianus
primitiva consistia em um hibrido alote-
traploide criado pela fusio da S. cerevisiae

quando hidrolisado pela enzima
a-D-galactosidase, converte-
se em galactose e glicose,
possibilitando sua fermentagao.

Alotetraploide - termo

com a levedura contaminante S. eubayanus,
(uma espécie de Saccharomyces criotolerante
que até 2011 era desconhecida, recebendo
esta nomenclatura devido 4 sua semelhanga
com a S. bayanus, que por sua vez consiste
num hibrido da S. eubayanus, S. uvarum e S.
cerevisiae).

Pesquisadores propuseram um modelo em
que a hibridizacio da levedura dipléide S.
eubayanus com uma cepa de S. cerevisiae do
tipo ale também dipléide gerou a levedura
alotetrapléide S. pastorianus. A domestica-

utilizado para descrever um
organismo que possui quatro
conjuntos de cromossomos
idénticos (4n) provenientes de
espécies diferentes.
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¢do impds uma forte pressio seletiva e ex-
tensa reorganizagio gendmica, de forma que
os organismos descendentes domesticados
tornaram-se geneticamente distintos de seus
ancestrais encontrados na natureza, resul-
tando na criagio de um hibrido com grande
capacidade fermentativa, caracteristica da S.
cerevisiae, e com tolerdncia a baixas tempera-
turas assim como a S. eubayanus.

Ainda segundo este modelo, as cepas hibridas
de S. pastorianus podem ter sido as progeni-

toras de diversas cepas hibridas de S. bayanus,
frequentemente verificadas como contami-
nantes em processos fermentativos, através
de eventos de hibridizacio adicionais envol-
vendo cepas de S. uvarum. A andlise gendmica
das cepas de S. bayanus mais conhecidas, CBS
380 e NBRC1948, mostram que a parte de
seu genoma nio pertencentes a S. cerevisige
correspondem a 67% de S. uvarum e 33% de
S. eubayanus, e 37% de S. uvarume 63% de S.
eubayanus respectivamente. (Figura 1).

S. pastorianus

S. uvarum b

S. bayanus - CBS 380

' !

Subgenoma Subgenoma nao

pertencente a pertencente a S. cerevisiae

S. cerevisiae (67% de S. uvarum e
33% de S. eubayanus)

! !

Subgenoma Subgenoma nao

pertencente a pertencente a S. cerevisiae

S. cerevisiae (37% de S. uvarum e
63% de S. eubayanus)

Figura 1.

Descendéncia de cepas de
Saccharomyces bayanus a partir
do ancestral S. pastorianus. S.
pastorianus ancestral € uma
cepa hibrida, que pode ter
hibridado com S. uvarum.
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0S GRUPOS
SAAZ E FROHBERG

As cepas de S. pastorianus tém sido estudadas
e divididas em dois grupos: Saaz e Frohberg,
nomeados de acordo com as regides da Boé-
mia e Alemanha onde foram inicialmente
utilizadas. Estes dois grupos, apesar de se ca-
racterizarem pela fermentagio em baixas tem-
peraturas, apresentam diferengas em diversos
outros aspectos. O grupo Saaz, também cha-
mado de Grupo Hibrido 1, é conhecido por
apresentar alta floculacdo, porém menor

capacidade de fermentagio quando compa-
rado ao grupo Frohberg (ou Grupo Hibrido
2), que por sua vez é composto por cepas
menos floculentas porém altamente fermen-
tativas. Pesquisas sugeriram que ambos os
grupos apresentavam capacidades similares
de fermentacio de glicose e maltose, porém
diferiam em relagio ao uso de maltotriose e
por diferencas no genoma. As diferentes ca-
racteristicas observadas entre os dois grupos
de leveduras do tipo lager estio paralelamente
ligadas as diferencas de seus genomas, confor-

me comparagio apresentada na Figura 2. _
Floculacdo - fenémeno

apresentado por leveduras, as
quais se unem em agregados
chamados flocos, constituidos
por varias células.

S. pastorianus

‘ Grupo Hibrido 1 ‘

Alta floculacao porém menor
capacidade de fermentacao

v
Maior proporcao de DNA oriundo
da S. eubayanus

Frohberg

‘ Grupo Hibrido 2 ‘

Baixa floculacdo porém altamente
fermentativas

v
Maior proporcdo de DNA oriundo
da S. cerevisiae

Assim, segundo os estudos de Dunn e
Sherlock (2008), o ancestral do Grupo
Saaz é resultado do cruzamento entre um
esporo de uma S. cerevisiae do tipo ale ha-
pléide e um esporo de S. eubayanus hapléi-
de, produzindo um hibrido dipléide de S.
pastorianus (Figura 3a). Devido 4 perda de
uma porcio considerdvel do DNA oriun-
do da S. cerevisiae (cromossomos VI e VII,
assim como partes do IX, XIII e XV), a
propor¢io de DNA derivada da S. eubaya-

nuys tornou-se maior, fazendo com que as

Figura 2.
Caracterizacao basica e
comparacao entre as cepas

L L de S. pastorianus dos
caracteristicas pertencentes a esta tltima Grupos Hibridos 1 (Saaz) e 2

prevalecessem. Em comparagido, a forma-  (Frohberg), responsveis pela
¢io do ancestral do Grupo 2 ¢ derivada de  fermentacao de cervejas do tipo
um cruzamento entre uma célula dipléide lager.
de S. cerevisiae e uma célula hapldide de

S. eubayanus, criando um genoma hibrido

com maior propor¢io de DNA oriundo

da S. cerevisiae (Figura 3b). Mesmo as ce-

pas atuais, apds considerdveis perdas des-

te sub-genoma, continuam apresentando

uma quantidade maior de DNA do ances-

tral S. cerevisiae.
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S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. eubayanus

S. pastorianus (Grupo 1 - com menor
proporcdo de DNA da S. cerevisiae)

S. eubayanus

C)]

S. pastorianus (Grupo 2 - com maior
proporcdo de DNA da S. cerevisiae)

(b)

Figura 3.

(a) Formacdo do ancestral do
Grupo 1 - Saaz e (b) formacao
do ancestral do Grupo 2 -
Frohberg.

As principais espécies de leveduras utili-
zadas nos processos cervejeiros podem ser
encontradas no grupo Saccharomyces sensu
stricto. Historicamente, a espécie S. cerevisiae
foi a protagonista deste tipo de produgio,
que até o século XV baseava-se na fabrica-
¢do de cervejas ale. As temperaturas timas
de fermentagio apresentadas pelas leveduras
do tipo ale e lager sdo o parimetro mais rele-
vante para sua diferenciagio.

O recente sequenciamento genético de cepas
de S. pastorianus, espécie caracteristica do es-
tilo lager, demonstra que sua origem deriva
da prépria S. cerevisiae, além da recém des-
coberta S. eubayanus, da qual as cepas lager
herdam a capacidade fermentativa a tempe-
raturas mais baixas.

Dois grupos sio identificados dentre as ce-
pas de leveduras lager, de forma que o Grupo
1 (Saaz) possui maior proporgio de DNA
oriundo da S. eubayanus e, consequentemen-
te, apresenta maior capacidade de floculagio
quando comparado 3s cepas pertencentes ao
Grupo 2, que por sua vez possuem maior
propor¢io de DNA da ancestral S. cerevisiae,
apresentando sua alta capacidade fermenta-
tiva.
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