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RESUMO

Desde a pré-historia a cerveja desempenha um papel fundamental na evolucdo da
civilizacdo. Acreditava-se que a fermentacdo era obra do divino, entretanto, a
fermentacdo pode ser influenciada por diversos fatores dentre eles quimico, fisico,
metabdlico etc. SO a levedura é capaz de fazer cerveja; com a contribuicdo de Pasteur
a levedura e a fermentagdo tornaram-se ingredientes principais na producdo de
cerveja. Dito isso, com o surgimento de técnicas revolucionarias no campo da genética
foi possivel manipular leveduras para atender demandas industriais e mercadolégica
através da CRISPR. Este trabalho visa o levantamento bibliografico sobre a técnica
de edicdo genética CRISPR-Cas9 como ferramenta bioquimica possivel para a
melhora das caracteristicas de fermentacdo em leveduras usadas na producdo de
cerveja. Foi realizada pesquisa bibliografica descritiva, por meio de acervo
bibliografico, base de dados Scopus além de ferramenta de busca Google Académico,
foram analisados trabalhos publicados entre 2004 e 2024 e sua selecao se deu por
meio dos descritores: CRISPR/Cas9, modificacdo genética em leveduras cervejeiras,
engenharia metabodlica em cepas de leveduras industriais, edicdo de leveduras por
sequenciamento genético e legislacdo envolvendo organismos geneticamente
modificados (OGMs). A busca inicial resultou em um nimero de 220.861 documentos
apenas com um descritor sem horizonte de tempo. Assim aplicando-se todos os
descritores e refinos os filtros péde-se obter um numero total de 97 artigos para a
leitura completa, resultando em 36 trabalhos efetivamente usados nessa pesquisa.
Diante das analises dos trabalhos revisados nota-se que a técnica de edi¢do genética
CRISPR-Cas9 apresentou certa facilidade, rapidez e baixo custo frente a outras
técnicas moleculares, mostra-se muito promissora diante da perspectiva cientifica,
uma vez que possibilita delecdes e alteracfes genéticas significativas em células e
microrganismos de interesse industrial e principalmente em leveduras cervejeiras.

Palavras-chave: Fermentacao; levedura; modificada; CRISPR/Cas9.



ABSTRACT

Since prehistoric times, beer has played a fundamental role in the evolution of
civilization. It was believed that fermentation was the work of the divine; however,
fermentation can be influenced by various factors including chemical, physical,
metabolic, etc. Only yeast is capable of making beer; with Pasteur's contribution, yeast
and fermentation became main ingredients in beer production. That being said, with
the emergence of revolutionary techniques in the field of genetics, it became possible
to manipulate yeast to meet industrial and market demands through CRISPR. This
work aims to survey the literature on the CRISPR-Cas9 genetic editing technique as a
possible biochemical tool for improving fermentation characteristics in yeast used in
beer production. A descriptive bibliographic research was conducted, using the Scopus
database as well as the Google Scholar search tool. Papers published between 2004
and 2024 were analyzed, and their selection was based on the following descriptors:
CRISPR/Cas9, genetic modification in brewing yeasts, metabolic engineering in
industrial yeast strains, yeast editing by genetic sequencing, and legislation involving
genetically modified organisms (GMOSs). The initial search resulted in a total of 220,861
documents with just one descriptor without a time horizon. Thus, by applying all
descriptors and refining the filters, a total of 97 articles were obtained for full reading,
resulting in 36 studies effectively used in this research. Upon analysis of the reviewed
studies, it is noted that the CRISPR-Cas9 genetic editing technique presented a certain
ease, speed, and low cost compared to other molecular techniques, proving highly
promising from a scientific perspective, as it enables significant genetic deletions and
alterations in cells and microorganisms of industrial interest, particularly in brewing
yeasts.

Keywords: Fermentation; yeast; modified; CRISPR/Cas9.
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INTRODUCAO

Desde a pré-historia, na realidade de povos ndmades ou sedentarios, a cerveja
desempenhou papel fundamental na mudanca comportamental. A descoberta da
agricultura e de cultivos de graos, como a cevada e o trigo, possibilitou que os povos
némades passassem a estabelecer um territorio fixo vidvel para sua sobrevivéncia, o
que viabilizou a descoberta de técnicas como a fermentacdo. Dos povos pré-histéricos
aos atuais, encontramos relatos de que bebida fermentada, que com a evolucédo do
saber culminou no produto com a férmula atual conhecida da Cerveja, sempre esteve
presente seja em rituais religiosos, celebracfes sociais ou até mesmo na prética
comercial entre 0s povos.

Tanto no Oriente Médio quanto na China, ha indicios que a pratica de fazer
cerveja ja era bem estabelecida a época em que o homem iniciava a civilizacdo nas
primeiras cidades construidas (6.000 a.C.) e que essa pratica ja era bem-organizada
(MORADO, R., 2017).

Durante a maior parte da historia a pratica da fermentacédo era considerada
misteriosa e divina (WHITE; ZAINASHEFF; 2020). Acreditava-se que a fermentacéo
era obra da divindade e dos deuses.

Na fermentacéo, sobretudo, os atores principais sao as leveduras, entretanto,
a bioquimica de uma fermentacédo pode ser influenciada além da cepa de levedura,
por fatores que precisardo ser elucidados adiante como a composicdo do mosto
cervejeiro e o controle preciso dos parametros de fermentacdo (MUXEL, A. A., 2022).

Segundo Muxel (2022), as leveduras exercem o papel principal no processo
fermentativo e esse processo pode sofrer influéncias da cepa, da variedade, das
condi¢cBes operacionais e ambientais, do meio de cultura ou mosto.

Os cervejeiros (mestres cervejeiros) produzem mosto, ndo cerveja. S6 a
levedura é capaz de fazer cerveja; diante disso, € afirmado, levedura metaboliza os
acucares e transforma-os em etanol, dioxido de carbono e varias outras substancias
guimicas em quantidades muito menores (MOSHER, R., 2020).

Antes que 0s microscopios permitissem ver as leveduras, ninguém sabia
exatamente o que acontecia durante fermentacao; na época, a teoria de que as células
vivas poderiam realizar fermentacéo era biologica demais (WHITE; ZAINASHEFF;
2020).
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Com a postulacdo de Pasteur a teoria da geracdo espontanea baseado na
experiéncia intitulada “pescoco de cisne”, ele ndo apenas provou o que as leveduras
estavam fazendo, mas também teorizou que as bactérias e outras leveduras
presentes eram causa dos sabores desagradaveis (off-flavors) (WHITE;
ZAINASHEFF; 2020).

O papel central que a levedura exerce ao metabolizar um mosto cervejeiro é a
producéo de compostos de aroma e sabor, isso esta bem estabelecido de fato, esses
compostos sdo subprodutos da sintese de elementos necessarios ao seu crescimento
e metabolismo (MUXEL, A. A., 2022).

Historicamente, a fermentacdo do mosto cervejeiro é realizada por leveduras
do género Saccharomyces; a espécie e cepa de levedura utilizada neste processo
varia de acordo com a finalidade pretendida do cervejeiro, mas de forma clara, esta
distincdo pode ser feita através de aspectos conduzidos no controle da fermentacéo,
tais como: capacidade de floculacdo, temperatura 6tima de crescimento e a
capacidade de utilizagdo de determinados carboidratos (SILVA, 2019).

Diante dessas afirmacfes e correlacionando com 0s aspectos modernos
pertinentes ao tema sobre fermentacdo e leveduras, estamos a frente de uma
crescente procura por técnicas que envolvam a biologia molecular, bioinformatica,
engenharia genética atreladas a microbiologia, para uma ampliacéo e otimizacédo dos
processos cervejeiros, desenvolvendo linhagens de leveduras com caracteristicas
desejaveis para a industria.

Dito isso, 0 surgimento de técnicas revolucionarias no campo da genética
possibilitou promover de forma rapida, precisa e econémica a manipulacéo precisa
em sequéncias dos genomas através da técnica CRISPR - sequéncias palindrémicas
curtas e repetitivas, agrupadas e interespacadas regularmente (MOLINARI et. al.,
2020).

A técnica CRISPR mais conhecida como técnica de edicdo de genes, consiste
na modificacédo do codigo genético de um organismo. Isso é feito por meio da clivagem
do DNA através de uma endonuclease chamada Cas9, guiada a partir de uma
sequéncia de RNA, que é capaz de se parear com as bases de uma sequéncia alvo
(AREND; PEREIRA; MARKOSKI; 2017).

A técnica CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) foi descoberta em 1987 por pesquisadores japoneses ao analisarem 0
genoma da bactéria Escherichia coli (BARBOZA, C. M. S. et al., 2019). Nesse sistema,
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o reconhecimento do material genético do invasor se concretiza por uma interacao de
emparelhamento de bases de um RNA guia com o DNA alvo exdgeno, seguida pela
atividade de enzimas nucleases (CORREIA, 2022).

Este processo envolve a modificacdo de pequenos fragmentos de DNA que
estdo presentes no genoma de um microrganismo. Esses fragmentos séo
caracterizados por serem repetidos em varias partes do genoma e por possuirem uma
sequéncia palindrbmica. Além disso, esses fragmentos repetidos sdo separados
regularmente por outros fragmentos de DNA que também estéo localizados na mesma
regido do genoma desse microrganismo. Com isso, a tecnologia CRISPR/Cas9, torna-
se facilmente programavel para reconhecer e clivar sitios especificos de um gene alvo
e, portanto, passivel de ser usada para edicdo de genomas (QUADROS, et al., 2018).

Essa abordagem tem sido revelada extremamente vantajosa para a industria
cervejeira, pois em teoria, € possivel modificar qualquer gene de interesse; modificar
com precisdo a sequéncia do genoma de qualquer organismo de forma mais rapida,
mais precisa, mais barata e altamente eficiente comparado com outras técnicas
(QUADROS, et al., 2018).

Sendo assim, este sistema de alteracdo genética, mostra-se em destaque e,
portanto, de muita valia dentro do cenario cientifico, industrial e principalmente o
cervejeiro. O meio cientifico acoplado a iniciativa privada (setor industrial) tem
incorporado essa técnica para aprimorar significativamente seus produtos, aprimorar
processos de producdo e explorar novas fronteiras em termos de caracteristicas
organolépticas, que anteriormente ndo puderam ser alcancadas utilizando as cepas
tradicionais de origens. Isso representa um avanco substancial, possibilitando a
resolucdo de desafios e a criacdo de cervejas com sabores e perfis sensoriais mais
distintos e desejaveis, ao mesmo tempo em que impulsiona a eficiéncia e a qualidade
na industria cervejeira (BIZAJ, E. et al., 2012).
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ll. OBJETIVOS:

I1.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal fazer o levantamento
bibliografico sobre a técnica de edicdo genética CRISPR-Cas9 como ferramenta
bioquimica possivel para a melhoria das caracteristicas de fermentacdo em leveduras

usadas na producédo de cerveja.

1.2 Especificos

Como obijetivos especificos pode-se citar:

- Descricdo de melhorias no processo para obtencao de cerveja;

- Andlise da ferramenta de melhoramento e edi¢cdo de material genético através
do sistema CRISPR/Cas9;

- Regulamentacdo de técnicas de edicdo de material genético no Brasil
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lll. REVISAO DA LITERATURA
[11.1 Producéo de cerveja

Cerveja é uma bebida de cor amarelo palha a preto escuro e profundo, oriundo
da reacdo enzimatica da quebra do amido extraido dos grdos de cevada ou adjuntos
cervejeiros, em acuUcares fermentaveis e/ou fermentesciveis originando entdo uma
reacdo de fermentacdo, podendo ser alcodlica ou ndo. Por definicdo segundo o
decreto N. 9.902, de 08 de julho de 2019, art. 36 define:

Cerveja € a bebida resultante da fermentacdo, a partir da
levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de
malte, submetido previamente a um processo de cocc¢do adicionado
de lapulo ou extrato de lapulo, hipdtese em que uma parte da cevada
malteada ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente
por adjunto cervejeiro (BRASIL, 2019).

No livro “O GUIA OXFORD DA CERVEJA” de (OLIVER, G.; MENDES, I.;
FILHO, W. G. V., 2020), cerveja € uma bebida alcodlica derivada de uma fermentacéo
direta de acUcares liberados pelo amido dos gréos.

Vale ressaltar que a cerveja é uma bebida milenar, que permeou entre diversos
povos e culturas, e que desde a sua origem até os dias atuais, vem passando e
vivenciando constante aperfeicoamento e melhorias, seja em sua técnica de obtencéo
através da evolucao e revolugdes industriais por meio de novas tecnologias para o
processamento e a transformacao da matéria-prima em bebida; ou entéo, por meio de
evolucdo tecnoldgica dos insumos utilizados na fabricagcdo da bebida mediante a
novas descobertas cientificas, otimizando e melhorando a performance dos
produtores e do produto. Oliver, Mendes e Filho (2020), ainda descrevem o papel
revoluciondrio que a cerveja possui, sua democratizacdo como bebida e a sua
atribuicdo na evolugéo da civilizacdo desde a pré-historia até o impulsionamento de
pesquisas, modernizacéo e evolugdes tecnologicas como a refrigeracdo mecanica e
a pasteurizagao.

Ja (MUXEL, A. A., 2022) narra em seu livro “QUIMICA DA CERVEJA”, que a
bebida por ter tanto tempo de histéria, o tema pode ser discutido em abordagens
histdricas, filoséficas, religiosas, politicas, econdmicas, cientificas, sensoriais, entre
outras ou apenas ser consumida despretensiosamente.

Por outro lado, com toda essa evolugcédo, o setor cervejeiro e a industria

preservam as tradicbes e os processos envolvendo a producéo de cerveja e suas
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matérias-primas originarias (agua, malte de cevada, lapulo e levedura), dito isso, a
legislacdo brasileira permite que parte do malte de cevada possa ser substituida por
cereais maltados ou néo, e por carboidratos de origem vegetal ou ndo, conhecidos
como adjuntos (FILHO, W. G. V., 2010).

O processo para obtencdo da cerveja envolve algumas etapas e ingredientes
necessarios, porém de modo geral, o0 malte de cevada € recebido e processado
(moido), é adicionado com suas cascas mais integras possivel (o malte é triturado a
fim de expor o conteddo interior, 0 amido, em contato com o liquido, a 4gua, sem
agredir e danificar a sua casca) em contato com a agua, a uma temperatura
determinada de acordo com a finalidade do produto final (corpo, textura, graduagao
alcodlica), efetua-se a maceragao deste conteldo e separa-se o mosto dos residuos
de graos. Apos isso, o mosto é submetido a fervura a fim de coagulacao de proteinas,
correcdo de cores e sabores, inativacao de algumas enzimas e adi¢do de lupulos. Em
seguida, efetua-se a separacdo do coagulado através de um processo denominado
Whirlpool, seguidamente, o liquido obtido e resfriado, e destinado para a etapa de
fermentacdo e maturacgdo, posteriormente finalizagdo no qual envolve 0s processos
de filtracdo, armazenagem e envase como demonstra o fluxograma detalhado na

figura abaixo:
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Figura 1. Fluxograma geral de fabricacdo de cerveja
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Fonte: (SANTOS; RIBEIRO, 2005).

[11.2 Matérias-primas

111.2.1 Agua
A 4gua majoritariamente compde cerca de 90% da composicao da cerveja e é

obvio dizer que este ingrediente ndo pode faltar na hora de produzir a cerveja. Torre
(2022), detalha, a agua representa cerca de 90% em uma cerveja e, por ser tao
abundante, é de grande importancia conhecé-la e saber como trabalha-la para que
seja a coluna de sustentacdo da nossa receita na hora de cria-la.

Muito da origem e histéria dos estilos de cerveja se explica pelas caracteristicas
da 4gua da regido de onde surgiram. A propésito, a legislacdo no Brasil, sob a Portaria
GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021, estabelece que:
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A 4gua para o consumo humano deve ser potavel destinada a
ingestdo, preparacdo de alimentos e higiene pessoal,
independentemente de sua origem; agua que atenda ao padrdo de
potabilidade estabelecido e que ndo ofereca riscos a saude; e o
padrdo de potabilidade deve atender os valores permitidos para os
parametros de qualidade da &gua para consumo humano conforme
definido (Brasil, 2021).

Para a utilizacdo no processo de fabricacdo de cerveja, a agua passa por
algumas denominacgdes e/ classificacbes como: agua cervejeira (utilizada diretamente
no processo de fabricacdo do mosto cervejeiro), dgua de processo (utilizada em
limpeza e desinfeccéo, CIP, limpeza de tanques e utensilios, dentre outros), e a fonte
de origem da agua utilizada (superficie, subterranea, atmosférica, da rede municipal
e do mar).

Ao utilizar uma determinada fonte de &gua, algumas medidas de controle
devem ser tomadas pois as caracteristicas quimicas da agua podem ter impacto
diretamente na cerveja pronta, esses parametros sao:

- Potabilidade — atender a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021;

- pH — impacta diretamente processos fundamentais na fabricacéo de cerveja
como na mostura, fervura, na cor do mosto, extracdo de componentes adstringentes,
em acbes enzimaticas em geral, na formacao do trub quente, impactos na protecao
microbiolégica da cerveja;

- Dureza da agua — medidos em concentracdo de ions calcio e magnésio
dissolvidos na agua, podendo ser dureza tempordaria ou permanente;

- Alcalinidade — substancias que sdo dissolvidas no mosto cervejeiro ou ha
agua cervejeira com capacidade alcalinizante (hidroxidos, carbonatos, bicarbonatos);

- lons da 4gua — deve-se efetuar uma analise detalhada aferindo as substancias
e ions dissolvidos na agua, os principais séo (céalcio, magnésio, ferro, zinco, sodio,
potassio, cloreto, sulfato);

- Niveis de Oxigénio dissolvido — principal ion de aspecto negativo para a
qualidade final da cerveja. Esta diretamente ligado aos niveis de oxidacdo em varias

etapas do processo de fabricacédo de cerveja.

[11.2.2 Malte de cevada e adjuntos
Malte de cevada equivale a fonte de amido disponivel no qual sob um processo

térmico/ enzimatico, disponibilizard fontes de carboidratos susceptiveis a
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fermentacado. O termo técnico malte define a matéria-prima resultante de germinacéo,
sob condicdes controladas, de qualquer cereal (cevada, arroz, milho, trigo, aveia,
sorgo, triticale etc.) (FILHO, W. G. V., 2010).

O gréo de cevada, na maltaria, passa por processos de transformacao
bioquimica envolvendo as seguintes etapas: limpeza dos grdos, maceracao,

germinacao, secagem, finalizacao.

O processo de malteacdo tem como objetivo converter ou
modificar a estrutura fisica do grao de cevada e permitir a sintese ou
ativacdo de uma série de enzimas, de modo que o produto final, o
malte, seja mais facilmente aproveitado nas etapas subsequentes da
fabricagéo de cerveja (MUXEL, A. A., 2022).

Adjunto cervejeiro compreende em carboidratos ndo maltados, encontrados na
forma de graos ou de xaropes, que podem ser suplementados ao mosto fornecendo
fonte de acucares fermentesciveis. Os adjuntos mais usuais sao o trigo, milho, arroz
e aveia. A inclusdo de adjuntos na composicao do “grist” pode alterar as propriedades
sensoriais da cerveja podendo ser possivel de produzir um novo produto sem precisar
alterar a planta de producao cervejeira (MUXEL, A. A., 2022).

De acordo com a Instrugcdo Normativa N° 65, de 10 de dezembro de 2019,

Estabelece os padrdes de identidade e qualidade para os produtos de cervejaria:

Adjuntos cervejeiros sao as matérias-primas que substituam, em
até 45% em peso em relacdo ao extrato primitivo, 0 malte ou o extrato
de malte na elaboracdo do mosto cervejeiro; consideram-se adjuntos
cervejeiros a cevada cervejeira ndo malteada e os demais cereais
malteados ou ndo-malteados aptos para 0 consumo humano como
alimento. Também sao considerados adjuntos cervejeiros 0 mel e os
ingredientes de origem vegetal, fontes de amido e de agucares, aptos
para o consumo humano como alimento. A quantidade méaxima
empregada dos adjuntos cervejeiros definidos, em seu conjunto, deve
ser menor ou igual a 25% em peso em relagdo ao extrato primitivo
(BRASIL, 2019).

Em resumo, a inclusdo do adjunto cervejeiro na composicdo de matérias-
primas para obtencdo de cerveja, ndo apenas pode ser uma alternativa para
suplementacao da cerveja, visto que pode ser um caminho trivial na busca por reducéo
de custos, atribuicdo de sabores como no caso das cervejas de massa ou apenas na
melhoria e otimizacdo de processo uma vez que ao adicionar o adjunto em sua
composicdo nao precisa necessariamente efetuar um aumento na cadeia de

processos industriais.
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[11.2.3 Lapulo
O lapulo, Humulus lupulus L., € uma planta perene e florida pertencente a

familia Cannabaceae. E a espécie mais difundida e a mais utilizada pelo homem,
principalmente em seu emprego na industria cervejeira, por possuir glandulas
secretoras de lupulina (PAVENTI, et al., 2020; DURELLO, SILVA, BOGUSZ JR.,
2019).

No interior dos estrébilos das flores de lapulo, é encontrado glandulas
secretoras de lupulina, um tipo de pé resinoso e amarelo, de onde € extraido os
principais componentes de interesses para as industrias, mas majoritariamente de
interesse de industria alimenticia (Cerveja) pois através de suas resinas macias,
extraem-se 0s componentes alfa-acidos e beta-acidos que respectivamente compde
os &cidos amargos e os polifendis contidos na espécie vegetal (SILVA, 2019) como
consta na figura 2 abaixo.

Sobre a composicdo quimica do lapulo uma das maneiras de investiga-la &
agrupar os metabolitos secundarios produzidos pela planta em diferentes fracbes
como, por exemplo, resinas totais, polifenois, 6leos essenciais, proteinas, ceras,
esteroides, entre outros. (ALMAGUER, et al., 2014).

E importante destacar que a composi¢cdo quimica do lipulo é complexa e
envolve alguns fatores imprescindiveis encontrados em suas inflorescéncias secas
antes das analises de quantificacdes quimicas como € o caso dos diferentes tipos de
variedade do lupulo, o local e as técnicas de cultivo, o grau de maturagdo no momento
da colheita, além de fatores pds-colheita como secagem, peletizacdo e
armazenamento (DURELLO, SILVA, BOGUSZ JR., 2019).
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Figura 2. Flor de Lupulo seccionado com destaque
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Fonte: Adaptado de (DURELLO, SILVA, BOGUSZ JR., 2019).

[11.2.4 Levedura
As leveduras sao microrganismos unicelulares, que pertencem ao reino Fungi,

ou seja, taxonomicamente, é definida como um fungo pertencente ao género
Saccharomyces; dentro deste género existem oito espécies identificadas a partir do
sequenciamento de seu genoma (TORRE, L., 2022), possuem forma de reproducéo
assexuada por brotamento, e exibem metabolismo anaerdbio, no qual resulta-se em
excrecdo de etanol, dioxido de carbono e calor. Da etimologia da palavra levedura,
em inglés yeast (bem como seu equivalente holandés, gist), deriva da palavra grega
zestos, que significa algo como “fervendo de quente” (KATZ, S. E., 2014).

O género Saccharomyces deriva duas espécies mais utilizadas dentro do meio
cervejeiro que sdo a Saccharomyces cerevisiae, e Saccharomyces uvarum
(carlsbergensis) (FILHO, W. G. V., 2010), responsaveis respectivamente pelo
processo de fermentacdo e metabolizacdo dos acucares dos estilos de cervejas Ale e
Lager.

Existem algumas diferencas que é preciso ser destacadas entre as duas
espécies do género Saccharomyces. As leveduras S. uvarum (carlsbergensis) sédo
utilizadas em cervejas Lagers, de baixa fermentacéo, floculentas, que decantam em
sua atividade fermentativa trabalham em uma faixa ideal de temperatura de 8 — 16°C,

produzem menores quantidades de subprodutos tornando-as cervejas com menos
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complexibilidade e de carater mais limpo. Na literatura, FILHO, W. G. V., (2010),
descreve que esse tipo de espécie (Lager), uma das formas de diferenciacédo é a
capacidade de metabolizacdo do dissacarideo Melibiose através da enzima alfa-
galactosidase (Melibiase); ele detalha também que as cepas Lagers ndo apresentam
crescimento em temperaturas acima de 34°C.

Ja as leveduras do tipo Ale, da espécie cerevisiae, apresentam comportamento
de alta fermentacdo, na faixa ideal de temperatura entre 18 — 22°C, apresenta
formacéo de floculagdo em grandes complexos, uma das caracteristicas é atraves da
formacao desses complexos, sao adsorvidas pela liberacdo de CO2 e sdo carregadas
para a superficie do tanque de fermentacdo, em geral produzem maiores quantidades
de subprodutos de fermentacdo deixando a cerveja final com caracteristicas mais
complexas em sabor e aroma. Na literatura, FILHO, W. G. V., (2010), descreve que
esse tipo de espécie ndo apresenta o gene MEL, que metaboliza o dissacarideo
Melibiose, e apresenta também, outra caracteristica de diferenciacdo, que € a sua

capacidade de crescer a temperatura de 37°C.

[11.3. Fermentacao

A capacidade das leveduras de fermentar acUcares em alcool representa o
principal processo biotecnoléogico do mundo (WALKER, WALKER., 2018).
Fermentacdo € a capacidade e a transformacdo do mosto cervejeiro (acucares
disponiveis no substrato), nos produtos alcool, CO2 e calor por acdo enziméatica das
leveduras presentes e tendo como produto final (neste caso), cerveja.

Para isso acontecer, uma série de rea¢des bioquimicas estédo envolvidas nisso,
dentre eles o metabolismo respiratorio aerébio (responsavel pela formacdo e
producéo de biomassa), e o fermentativo anaerdbio (metabolismo que tem como agéo
e produto final o etanol e o diéxido de carbono. Os carboidratos envolvidos na
fermentacao da glicose podem ser enddgenos (glicogénio e trealose), como exdgenos
(sacarose, glicose, frutose e outros) fornecidos a levedura (PACHECO, T. F., 2010).

Na figura abaixo, é demonstrado a principal via metabdlica etandlica que é a
glicdlise cujo objetivo principal da levedura é metabolizar o agucar, gerando fontes de
energia na forma de ATP (adenosina trifosfato) sendo aderidas em diversas fungbes
fisiologicas, e biossintese necessaria a manutencdo da vida, crescimento e

multiplicagao.
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Figura 3. Transformacéo da glicose no processo fermentativo alcodlico.
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Fonte: Adaptado de (ANTONINI; COVRE, 2020).

[11.3.1 Problemas na fermentacéao
Os problemas relacionados com a etapa de fermentacédo, nao so estéo ligados

aos fatores da biossintese do mosto como estédo ligados diretamente a varios fatores
gue incluem os processos de obtencdo e producdo do mosto cervejeiro. Esse
substrato, para realizar uma transformacao bioquimica com qualidade é necessario o
devido controle em etapas como:

- Aeracdo do mosto (ativacdo das leveduras através de microbolhas de
oxigénio e construcdo da parede celular), sua dosagem inadequada pode ocasionar
uma demora excessiva no inicio da fermentacao (verifica-se o fator de arranque da
levedura e a taxa de in6culo adequada via laboratério) e formacgéo de diacetil, seu
excesso pode ocasionar em fermentacdo descontrolada e rapida diante da alta carga
de multiplicacdo de levedura ocasionando em baixa formacdo de ésteres, perda de
extrato, espumamento, e altas taxas de formacéo de acetaldeido e alcoois superiores
(KUNZE, 2004);

- Dosagem e inoculacéo de levedura: baixa dosagem (maior tempo para iniciar
a fermentacéo, exposicdo maior do mosto as contaminagdes), dosagem elevada (alta
taxa de fermentacéo, alta taxa de formacdo de CO2, espumamento e maior risco a
autolise) (KUNZE, 2004);
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- Selecao correta da cepa: a cepa de levedura deve ser escolhida de acordo
com as necessidades da fermentacdo e do produto final, para isso, leva-se em
consideracdo o0s seguintes atributos: alta ou baixa fermentagdo, floculacao,
performance (tempo, capacidade de fermentacado), propagacéo, resisténcia ao alcool
e concentracdes de extrato, capacidade de reducdo de pH, influéncia na espuma,
perfil aromatico (KUNZE, 2004);

Apés essa parcialidade de possibilidades de problemas surgem os problemas
que podem estar relacionados com a bioquimica da fermentacéo, problemas esses
descritos a sequir:

- Controle da fermentacdo (extrato, temperatura, pH, diacetil, células em
suspensao) (KUNZE, 2004);

- Metabolizacgfes e reagbes bioquimicas (reacdes ligadas a reducéo do extrato,
mudanca de coloracdo, aumento na formacao de alcool, reducéo de pH, reducédo de
diacetil, formacédo de ésteres, alcoois superiores, aldeidos e outros subprodutos),
formacao e retencédo de CO2 (KUNZE, 2004);

- Assimilagdo de nutrientes do mosto: a assimilacdo de certos nutrientes do
mosto € feita por uma complexa resposta da levedura a mistura complexa presente
no meio (SILVA, 2019), dentro disso destacamos a captacdo de acucares, compostos
nitrogenados, lipideos e ions metélicos;

- Estocagem de carboidratos como reserva de energia (glicogénio e trealose)
atribuidos a eventuais periodos de escassez de nutrientes e/ou, quando a levedura se
encontra sob stress, a producdo destes compostos torna-se necessaria na
manutencao e sobrevida, crescimento e perpetuacédo da espécie (SILVA, 2019).

Os subprodutos formados em carater metabdlico secundario da levedura,
influenciam positivamente quanto negativamente no aroma e no sabor da cerveja (on-
flavor e off-flavor). Ainda na literatura escrita por (KUNZE, 2004), é delatado de forma
clara e concisa os fatores que influenciam a producéo de subprodutos da fermentacao
gue sao: ésteres, alcoois superiores, aldeidos, acidos organicos, diacetil, compostos
sulfurados, compostos fendélicos dentre outras reacdes e formacdes de compostos.

No entanto, Janish, S. (2021) em sua literatura resume de forma clara quais os
parametros que podem ou ndo produzir mais ou menos alcoois e ésteres diante da

fermentacdo conforme na tabela abaixo:



29

Tabela 1. Parametros para alteracao de ésteres e alcoois.

Fundamentos 1 Alcoois e ésteres l Alcoms ¢
ésteres
Temperatura de fermentacdo mais elevada 0
Presenca de trub no fermentador !
Adicionar nutrientes de levedura no fermentador 1
Maior presenca de oxigénio no fermentador !
Fermentacdo pressurizada !
Taxa de inoculo de levedura elevada 0
Fermentacdo com pH reduzido !
Aumento de temperatura em apice de atividade de !
fermentacao
Reducdo de temperatura em &pice de atividade de '
fermentacao
Fermentacéo de alta densidade 1

Fonte: Adaptado de Janish, S. (2021).

IV. METODOLOGIA
Trata-se de uma revisao bibliografica descritiva das publica¢des sobre a técnica

de melhoramento e edicdo de material genético através do sistema CRISPR/Cas9,
baseado sobre sua utilizacdo em processos que envolvam fermentacdo de bebidas
mas principalmente em fermentacéo de cervejas, e também, a fim de discorrer sobre
seus mecanismos de atuacdo por meio de enzimas, por fim, uma breve explanacéo
sobre o0 aspecto legislativo envolvendo a implementacéo de produtos alimenticios que
utilizam destas técnicas.

Para isso, primeiramente foi adotado uma coleta de dados feita por etapas
visando obter um material mais direcionado para cada assunto diante de cada
subtitulo detalhado nos objetivos especificos deste trabalho.

Em Revisao da Literatura, adotou-se uma coleta seletiva priorizando obras de
carater fisico, obras de literatura e artigos em formato digital para complementar itens
nao abordados nessas obras. O intuito estabelecido nesta etapa do trabalho, foi de
elucidar sobre as caracteristicas pertinentes a cada ingrediente e como funciona o
processo de fabricacdo de cerveja, conduzindo até a etapa de fermentagdo pois é

nesta fase que é encontrado os objetivos deste presente estudo.
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Diante disso, ndo foi estabelecido intervalo de tempo pois, para cada tépico
estabelecido nesta etapa, surgiu-se uma necessidade distinta, sendo assim, as
buscas para esta revisdo foram por acesso ao acervo bibliografico fisico particular, e
pelo meio digital da Unesp por intermédio das bases de dados cientificos Scopus,
além da ferramenta de busca Google Académico.

Os termos de busca utilizados nesta primeira etapa foram: Cerveja, producao
de cerveja, legislacao cervejeira, agua, malte, lupulo, levedura, fermentacéo.

A etapa posterior, onde encontra-se o propésito deste trabalho, adotou-se
coleta de material abordando a teméatica da técnica de melhoramento genético
CRISPR. Esta parte foi envolvida os trés objetivos especificos do trabalho, por isso as
buscas foram direcionadas para atender e alcancar tais objetivos propostos.

Com base nisso as buscas e coletas por materiais cientificos foram adotadas
através de acervo digital da Unesp utilizando bases de dados cientificos Scopus, além
da ferramenta de busca Google Académico.

Além disso, para o refino das buscas foi utilizado os seguintes descritores
escritos em inglés para ampliar as buscas: Fermentation, yeast, modified, CRISPR-
Cas9.

Para esse propdésito foi adotado trés etapas antes de optar pelo uso do material.
A interpretacao e a leitura dos titulos do material coletado foi a primeira fase para a
exclusdo dos trabalhos que ndo se relacionavam com o tema. Posterior a essa
exclusao, foi feito a leitura do resumo dos trabalhos, e em seguida uma sele¢cédo mais
enfocada diante do tema apresentado, com pontos-chave que se enquadravam a essa
pesquisa. Por dltimo, a terceira etapa constitui-se na leitura integral dos trabalhos
selecionados diante os objetivos especificos disposto nesse trabalho, sendo excluido
o restante dos artigos.

Como critérios de inclusdo, foram selecionadas publicagbes sobre
CRISPR/Cas9, modificagdo genética em leveduras cervejeiras, engenharia
metabolica em cepas de leveduras industriais, edicdo de leveduras por
sequenciamento genético e legislacdo envolvendo organismos geneticamente
modificados (OGMSs).

Foi abordado nesta etapa da pesquisa temporao intervalo entre 2004 e 2024
pois, nestas datas a concentracéo de trabalhos e pesquisas relacionadas ao tema foi

muito grande e ampla, contudo, os topicos V.2 e V.3 abordados em Resultados e
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Discusséo, o lapso temporal adotado foi entre 2014 e 2024 visto que, neste periodo

ocorreram grandes descobertas relacionadas a técnica CRISPR.

V. RESULTADOS
Analisando os resultados obtidos inicialmente, as buscas originaram 221.653

documentos apenas com o descritor Fermentation sem horizonte de tempo. Utilizando
a ferramenta de filtro por area nesse descritor podemos encontrar uma procura bem
notavel principalmente na &rea de bioquimica, genética e biologia molecular que
representa 81.031 trabalhos do total inicialmente obtido, representando
aproximadamente 37% do percentual total de trabalhos sobre fermentacao.

Através desse limitador, analisando os numeros obtidos relacionados
aos trabalhos por territorio, foi encontrado predominancia de pesquisa nos paises
principalmente na China e Estados Unidos da América (EUA) como mostra a figura
abaixo, representando 48% do total entre os 10 paises principais produtores de
materiais cientificos relacionados aos descritores acima, somando um total de 29.671
trabalhos publicados entre os dois paises, sendo que o total de trabalhos publicados

para esses 10 paises somam um total de 62.025 trabalhos publicados até o momento.
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Figura 4. Grafico em funcdo do numero de pesquisa por territorio/ pais.
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Fica evidente no grafico acima, a corrida que os paises China e EUA
travam por conta de descoberta de novas tecnologias baseado nos numeros de
trabalhos publicados, principalmente envolvendo areas de bioquimica, genética e
biologia molecular no qual trata-se o enfoque desta pesquisa.

Ainda interpretando o gréafico da figura acima, os EUA mesmo sendo o
segundo pais com o maior nimero de trabalhos publicados com 13.821 englobando
os descritores de pesquisa Fermentation, mostra uma certa discrepancia em relacéo
ao primeiro colocado que € a China com um numero de trabalhos publicados de
15.850 tornando-se o pais lider em desenvolvimento académico levando em conta
apenas o numero de trabalhos publicados referente aos descritores presentes nesta
pesquisa, sem horizonte de tempo definido.

Adotando o critério de namero de trabalhos por ano, foi encontrado uma
discrepancia em numeros de pesquisa relacionadas ao tema fermentacéo pois entre

meados de 1967 a 1980, a média ponderada de nimeros por ano era de 196 trabalhos
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por ano, sendo que no ano de 1985 teve um salto para 556 trabalhos, no ano de 1996
um novo salto para 1045 trabalhos, atingindo seu pico em trabalhos publicados no ano
de 2023 com 4500 trabalhos publicados englobando o tema de fermentacdo como
mostra a figura abaixo extraida da base de dados cientifica Scopus.

Figura 5. Grafico em funcdo do numero de trabalhos realizados por ano adotando o
descritor Fermentation.
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Diante desses dados foi utilizado o descritor em inglés Yeast como mais uma
opcao para apurar os resultados e buscas na plataforma Scopus e obteve-se o
seguinte resultado: 32.209 documentos encontrados ja limitados a area de bioquimica,
genética e biologia molecular, sendo ainda liderados pelos paises China e EUA como
maiores produtores de conteudo cientifico através deste tema abordado com os
descritores Fermentation AND Yeast.

Utilizando mais um descritor para refinar e apurar os resultados, os nUmeros
encontrados passam a ser: 4.183 trabalhos publicados sem horizonte de tempo,
apenas limitados a area de bioquimica, genética e biologia molecular.

Por fim, o dltimo descritor da pesquisa foi adicionado resultando nos seguintes
dados: 197 documentos encontrados limitados a area de bioquimica, genética e
biologia molecular sem horizonte de tempo definido porém os dados obtidos nessa
altima depurada, péde-se perceber que apenas foram encontrados trabalhos com o
limitador de tempo a partir de 2014, isso deve-se ao fato de que a técnica molecular
através do sistema CRISPR/Cas9 tornou-se evidente nos anos de 2012 e em 2014
apos os trabalhos publicados de (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014) que elucidaram
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com detalhes os mecanismos de clivagem de DNA através de um mecanismo
programavel de RNA tornando-se essa tecnologia facil de usar, aperfeicoar, integrar,
direcionar, regular e marcar células de interesse genémico.

Os dados da figura abaixo, representa o limitador de tempo obtido através do
refino dos seguintes descritores em conjunto, escritos respectivamente em inglés:
Fermentation AND Yeast AND Modified AND CRISPR/Cas9.

Figura 6. Numero de trabalhos obtidos limitados ao intervalo de tempo através dos
descritores Fermentation AND Yeast AND Modified AND CRISPR/Cas9.
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Os dados representados na figura acima, mostra 0 ano em que o0 sistema
CRISPR/Cas9 foi descrito em 2014 pelos pesquisadores (DOUDNA; CHARPENTIER,
2014) e mostra a evolucdo no tempo em conformidade com os anos onde o
crescimento do ano de 2015 passou de 0 trabalhos publicados para seu pico maximo
em 2023 para 36 trabalhos com os descritores Fermentation AND Yeast AND Modified
AND CRISPR/Cas9.

VI. DISCUSSAO

VI.1 AlteracBes genéticas de Leveduras como melhorias no processo cervejeiro
A modificacdo genética é caracterizada por alteracfes resultando retirada ou

introducdo de caracteristicas pertinentes com producdo de novas substancias

(proteinas ou enzimas) (CORREIA, J. L. S., 2022), ferramenta essa utilizada atraves

dos conhecimentos e avancos tecnoldgicos da bioengenharia e engenharia genética.
No estudo de (QUADROS; et al, 2018) é apresentado que as estratégias de

edicdo génicas mais utilizadas sdo as que provocam uma delecdo de DNA em um
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local especifico, e dito isso, detalha que essas caracteristicas indesejadas do genoma
sdo inativadas, e ap0s isso, um mecanismo de reparo natural das células, as
caracteristicas indesejadas desaparecem completamente.

Mediante a esses avanc¢os moleculares, viu-se a necessidade e a possibilidade
de melhorias nas caracteristicas das leveduras cervejeiras. Na literatura (STEWART,
G. G., 2017) descreve que a primeira levedura modificada geneticamente em escala
industrial foi aprovada em 1993 pelos Ministérios da Agricultura e da Saude do Reino
Unido através da técnica de DNA recombinante; o mecanismo adotado foi através de
um estudo feito anteriormente onde foi identificado caracteristicas de glucoamilases
desramificadoras em Aspergillus niger, que foram sensiveis ao calor; a cerveja
produzida com essa levedura exibia a denominagao de “Nutfield Lyte”.

A técnica utilizada para modificacéo e edicdo de DNA se baseia em dois pontos
principais que sédo o reconhecimento e a clivagem do DNA e ap0s isso a cicatrizagao
(o reparo) (CORREIA, J. L. S., 2022).

Dessa maneira, no estudo de (CARVALHO; BENTO; SILVA., 2006), é citado
alguns artigos onde foi apontado quais o0s principais atributos a serem considerados
em uma levedura como boa produtora de cerveja:

- Controle celular e otimizar o tempo de fermentacéo;

- Conversao total de agucares disponiveis no mosto;

- Tolerancia ao stress imposto sob diversas condi¢cdes de fermentacéo;

- Floculagéo;

- Armazenamento, condi¢cdes de viabilidade e vitalidade;

- Aumento na eficiéncia e produtividade da fermentacéo;

- Reducédo de custos com matérias primas

- Tempo de processo

- Melhora na qualidade das cervejas;

- Desenvolvimento de cervejas novas (sabores Unicos).

Nesse mesmo estudo (CARVALHO; BENTO; SILVA., 2006), também é
apontado as dificuldades no setor em aprovagdo de leveduras geneticamente
modificas que implicam quase exclusivamente em:

- Aprovacao demorada por parte de leis regimentais;

- Disponibilidade de solucdes alternativas;

- AplicacOes de patentes;
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Na figura abaixo, segundo a literatura de (STEWART, G. G., 2017), € exposto

alguns fatores e melhorias que influenciam caracteristicas de leveduras cervejeiras:

Tabela 2. Representacdo esquematica dos processos de melhorias a que foi

submetida, sua especificidade e resultados obtidos.

Melhoria dos processos

Flexibilidade de matérias-
primas

Novos produtos

Taxa/ velocidade de fermentagéo

Hidrolise de amido/ dextrinas

Baixos teores de carboidratos

Caracteristicas da Floculacdo

Hidroélise da celulose

Alteracdo nos teores
alcoolicos

Temperatura 6tima

Metabolismo de Celobiose

Sabores especificos

Tolerancia osmotica - cervejas de
alta densidade

Utilizacdo de Lactose

Tolerancia alcodlica - cervejas de
alta densidade

Utilizacdo de maltose/
maltotriose

Taxa de crescimento

Maior utilizacdo de adjuntos

Anti-infeccgdo — leveduras
zimocida (assassinas)

Hidrolise de
proteinas/polipeptidios —
estabilidade na cerveja

Gestao de Diacetil

Controle na producéo de ésteres,
alcool superior e compostos de
enxofre — gestdo do sabor

Fonte: Adaptado de (STEWART, G. G,, 2017)

Na revisdo feita por (SAERENS; DUONG; NEVOIGT., 2010), obteve os

seguintes resultados para o melhoramento genético em leveduras cervejeiras:

- Melhor utilizagdo dos nutrientes: a maior parte de sua investigacao se

concentrou na melhoria da eficiéncia de maltose e maltotriose através da hidrolizacao

de glicose por metabolizacdo central do carbono das leveduras; os resultados para

este teste foram em cepas que fermentaram mosto mais concentrado mais rapido e

completo, produzindo cervejas com maiores niveis de alcool;

- Floculagdo com base na remocédo mais eficiente da biomassa: a maior

floculac@o depende da interacdo entre as adesinas e floculinas que sao glicoproteinas

codificadas pelo gene “FLO” (floculagdo). Enquanto o mosto conter agucares, estas

proteinas se ligardo competitivamente; porém as cepas construidas pelos autores nao
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demonstraram resultados positivos, ndo flocularam no momento correto acarretando
demora significativas no processo de fermentacao. Os autores ainda relataram que o
maior desafio para floculagdo cronometrada corretamente tem sido a falta de
promotores que possam ser induzidos em condi¢cdes industriais no momento
adequado.

- Melhorias de sabor: através da reducdo de sabores indesejaveis como
formacdo do composto diacetil, sulfeto de dimetila (DMS), H2S, sulfitos e ésteres.
Eliminacao do precursor metabdlico a-acetolactato através de remoc¢éo do gene ILV2,
porém os autores mostraram que tal levedura ndo desempenhou de forma positiva,
resultando em ma fermentacéo por incapacidade de sintetizar valina e leucina.

No estudo feito por (MOLITOR, R. W., 2022), foi utilizado uma cepa com
alteracdo genética na enzima cisteina S-conjugada a beta-liase (CSL — cysteine S-
conjugate beta-lyase enzyme) para a metabolizacdo de moléculas precursoras de tiois
melhorando significativamente os aromas e sabores da cerveja. Neste estudo foi
relatado detalhadamente o mecanismo de acéo da cepa alterada onde, levantaram a
hip6tese de que a enzima CSL em conjunto com a alcool aciltransferase (AAT —
alcohol acyltransferase) aumentaria a producdo do composto acetato de 3-
mercaptohexil (SMHA — 3-mercaptohexil acetate). A cepa no estudo possuia baixa
capacidade de biotransformacdo de compostos precursores de tidis antes de serem
alteradas e, portanto, neste estudo foi concluido que as cepas geneticamente
modificadas (GMs) catalisam um aumento substancial na conversao dos precursores
de tidis sendo descrito que as cervejas produzidas foram classificadas como
intensamente tropicais e frutadas associadas ao aroma de goiaba, manga, abacaxi,
maracuja e aromas de suor.

Também no estudo de (DENBY, C. M., 2018), foi utilizado tecnologia de
engenharia metabdlica de vias biosintética para maximizar moléculas de
monoterpenos aromaticos provenientes de expressdo genética de manjericdo e
horteld, que conferem sabores e aromas agradaveis de lUpulo na cerveja. As técnicas
utilizadas neste trabalho foram através de metodologias guiadas por bioinformatica
para construcdo de plasmideos e primers resultando na construgdo de um gene
especifico, adotando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
amplificagdo genética, e as cadeias codificadoras de genes heterdlogos foram
validadas por sequenciamento Sanger. Para a integracdo do gene plasmidico a

levedura foi adotado técnicas envolvendo enzima Cas9 e RNA-guia Unico
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(Cas9/sgRNA) e modelo de reparo, que teve como alvo uma quebra de fita dupla
(DSB) na sequéncia 3’ do DNA. Por fim esse trabalho demonstrou que as cepas
construidas GM conferiram sabores de IUpulo as cervejas, e as cervejas produzidas
foram percebidas como mais lupuladas dos que as produzidas de forma tradicionais.

VI.2 A Técnica CRISPR/Cas9
A compreensdo de que a vida, organismos vivos, séo feitos de células e essas

células que contém informacdes, exercem funcdes cruciais e determinantes na
replicacdo, transcricdo e traducdo, de caracteristicas de um ser, essa descoberta
assombrou a humanidade e foi um marco na histdria da biologia (dogma central da
biologia molecular). As novas descobertas sobre funcées do DNA como a dupla Hélice
e 0s métodos quimicos na sintese de DNA em fase sélida, permitiu a deteccdo e a
exploracdo na organizacao do genoma (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

O desenvolvimento da tecnologia CRISPR/Cas9 que remete a técnica do
Conjunto de Repeti¢cdes Palindrémicas Curtas Regularmente Interespacadas, surgiu
através dos estudos em que avaliava o comportamento da imunidade bacteriana
frente a uma infeccao viral, e compreendia o seu mecanismo de defesa. Algumas
bactérias possuem um sistema imune, chamado CRISPR, adaptado aos virus, que
Ihes permite detectar o virus e destrui-lo (SILVEIRA, et al, 2022).

Pode-se entender entdo que a técnica CRISPR/Cas9, é um sistema de defesa
imunoldgica adaptativa, que foi encontrado em bactérias, pode ser programado para
editar DNA de forma precisa e eficiente; permite aos cientistas cortar, editar e até
mesmo substituir sequéncias especificas de DNA com uma precisdo sem
precedentes.

Na revisao de Doudna e Charpentier (2014) elas descrevem 0s mecanismos
moleculares subjacentes na edicdo do genoma por Cas9 e revisa os rapidos avangos

nesta tecnologia desde a sua publicag&o inicial em 2012.

Muitas das primeiras abordagens sobre a chamada edicdo de
genoma, dependia do principio de reconhecimento especifico do local
de sequéncias de DNA; o estudo sobre o reparo do DNA em bactérias
e leveduras, como os mecanismos de recombinacdo de DNA, revelou
gue as células possuem mecanismos perfeitos para reparar a quebra
da dupla fita de DNA, que em outras técnicas poderiam ser letais
(DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).
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Por sua vez, CRISPR é um sistema procaridtico de defesa antiviral, baseado
em endonuclease guiada por RNA, capaz de inativar genes por meio da clivagem do
DNA (PEREIRA, 2016).

V1.2.1 Moléculas envolvidas na técnica CRISPR/Cas9
Através da definicdo feita por (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014), em que

CRISPR atua atravées da enzima Cas9 em funcdo de um duplex de RNA
(tracrRNA:crRNA) guiados por uma sequéncia guia (sgRNA), pareando com
sequéncias alvo de DNA dando condi¢des para a enzima Cas9 clivar ou introduzir
uma sequéncia especifica no local de interesse, é preciso elucidar o papel das
enzimas e moléculas envolvidas neste processo.

Para isso, entender o funcionamento correto de atuacdo das enzimas e
moléculas que estdo envolvidas neste processo, torna-se um fator primordial para
compreender como o direcionamento gendmico e suas alteracbes em funcdo do
complexo de enzimas e moléculas intermediados por CRISPR/Cas9 funcionam nas
aplicacfes praticas na manipulacdo genética.

VI.2.1.1 Endonuclease Cas9

A proteina Cas9, é uma endonuclease utilizada para a quebra de fitas duplas
especificas de DNA (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). Essa enzima, € composta por
um dominio duplo de nucleases, sendo cada um deles encarregados de cortar uma
das fitas de DNA especificado e identificado pelo sistema CRISPR/Cas9 (CAETANO
et al., 2018).

No estudo feito por Molinari et. al., (2020), foi descrito como a enzima Cas9 faz
o reconhecimento do sgRNA até encontrar a sequéncia PAM, seguido de atividade
helicase na abertura das fitas de DNA, seguidos de pareamento molecular através de
SgRNA.

Inicialmente, a enzima Cas9 reconhece o sgRNA por meio do
seu lobo de reconhecimento (Rec). Uma vez formado, o complexo
Cas9-sgRNA percorre a dupla fita do DNA-alvo até encontrar um sitio
PAM, que é também reconhecido pelo lobo Rec da Cas9. Em seguida,
a atividade helicase da Cas9 promove a abertura da dupla fita de DNA
na posicdo imediatamente a montante de PAM, permitindo o
pareamento de 20-24 nucleotideos entre 0 DNA-alvo complementar e
0 sSgRNA (MOLINARI et. al., 2020).
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Desse modo, no estudo feito por Pereira, (2016), ele define a enzima Cas9 mais
utilizada em células eucaribticas provenientes de S. pyogenes, também utiliza
mecanismos de reconhecimento (Rec) e atividade nucleasica (Nuc) através de sua
estrutura bilobulada.

A andlise tridimensional da Cas9 de Streptococcus pyogenes
(SpCas9), que € a enzima mais comumente utilizada na edi¢do do
DNA de células eucaridticas, revelou que ela possui estrutura
bilobulada: um Iébulo de reconhecimento (REC) e um Iébulo com
atividade nucleasica (NUC). O I6bulo NUC consiste nos dominios
cataliticos RuvC e HNH, além do dominio de interagdo com PAM (PI)
(JINEK, M. et al., 2012; PEREIRA, 2016).

Por sua vez, também foi elucidado no trabalho de Caetano et al. (2018), a

maneira de como a enzima Cas9, em células eucaridticas, por ndo possuirem sistema

que interliguem o tracrRNA:crRNA, foi inserido em célula alvo.

Devido ao fato de os eucariotos ndo possuirem a maquinaria
necessaria para ligacdo do tracRNA e crRNA, um gRNA (RNA guia)
foi desenvolvido e direcionado para uma sequéncia alvo especifica e
entdo este é inserido na célula alvo juntamente com a Cas9. Desta
forma, o gRNA realiza o reconhecimento da sequéncia presente no
DNA alvo e permite que a cas9 clive o sitio de interesse, possibilitando
a insercdo da sequéncia desejada atraves de recombinac¢édo homéloga
(PEREIRA, 2016).

BN

Como visto nos Ultimos anos, as pesquisas relacionadas a modificacao
genética em células procariontes e eucariontes, destacam que a enzima Cas9 atua
como principal nuclease a fim de clivar o DNA invasor mostrando satisfatoriamente
gue o sistema CRISPR trata-se de uma importante ferramenta atribuida a engenharia
genética moderna possibilitando inimeras probabilidade na edicdo de genoma com

SUCesso.

VI1.2.1.2 Locus CRISPR

Locus € interpretado como uma regido especifica mapeada dentro de um
genoma. No sistema CRISPR, ou mais precisamente, no Locus CRISPR, os genes
Cas estédo localizados em arranjos contidos em uma sequéncia de repeticoes e
espacadores CRISPR, codificando proteinas que estdo diretamente envolvidas na

interac&o neste sistema com o DNA.
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Figura 7. Visdo geral de um Locus do sistema CRISPR/Cas.
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Fonte: Adaptado de (NOGUEIRA, 2015).

Na figura acima, as porcdes repetitivas e os espacadores sdo representados
por losangos pretos e retangulos cinzas, respectivamente. Os numeros indicam a
ordem nos quais os espacadores foram adquiridos ao longo do tempo (NOGUEIRA,
2015).

V1.2.1.3 crRNA e tracrRNA

O RNA CRISPR ou melhor, RNA derivado de CRISPR (CRISPR-derived RNA)
corresponde a um polinucleotideo curto, decorrente da transcricdo do material
genético invasor que é acoplado juntamente ao Locus CRISPR. O RNA-transativador
(tracrRNA) é derivado do loco CRISPR, quando € acionado molecularmente, possui
cooperacao com crRNA na formacédo do complexo tracrRNA:crRNA que resulta na
formacao do precursor do RNA-guia unico representado pelo pré-RNA.

Posterior a isso, esse complexo se tornara um precursor do RNA-CRISPR (ou
entdo pré-RNA), que contém varias sequéncias repetidas intercaladas por varios
espacadores localizada em um Unico RNA mais extenso e integrando outros
complexos para mais tarde em sua maturacgao, derivar diversos fragmentos de crRNA
maduros. Esses fragmentos maduros vao atuar mais adiante como uma memoéria
contra invasores, agindo similarmente como meméria imunoldgica do hospedeiro.

Pereira (2016), em seu livro especifica os detalhes deste recurso adotado no
sistema CRISPR/Cas9 na etapa de biogénese:

A transcricdo deste loco gera um “precursor do RNA de
CRISPR” (ou pré-crRNA), contendo vérias sequéncias repetidas e
varios espacadores em um unico RNA longo. Em seguida, esse pré-
crRNA é processado, dando origem a diversos RNAs menores — 0s
crRNAs —, cada qual correspondendo a um espagador distinto
(MAKAROVA et al., 2011; PEREIRA, 2016).
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Além disso, esse complexo entre tracrRNA:crRNA atua auxiliando no
direcionamento molecular da endonuclease Cas9 até o material genético invasor
(CAETANO, G. C. G. et al., 2018).

VI.2.1.4 sgRNA

Por sua vez, o sgRNA originado da sigla em inglés (single guide ribonucleic
acid) significa RNA-guia de fita Unica. Por definicdo segundo Molinari et. al., (2020),
trata-se de uma fusé@o quimérica entre o tracrRNA:crRNA para unir e acumular funcées
em sua estrutura molecular, que adere a funcdo de transportar a endonuclease Cas9
ao seu alvo, executando suas funcgdes.

Assim, essa integracdo entre o crRNA e o tracrRNA, onde o crRNA é
constituido por uma sequéncia CRISPR derivada do locus CRISPR (pequenos
fragmentos de DNA exdégeno integrados ao lécus CRISPR sendo denominada de
spacer), complementar a uma sequéncia de DNA alvo (protospacer). Entretanto, para
esse proposito, o tracrRNA é composto por um arranjo molecular dotado de trés
grampos para reconhecimento da enzima Cas9, e mais um grampo para a finalizacao
da transcricdo, formando assim o complexo denominado sgRNA, ou seja, RNA-guia,
gue guiara esse complexo até a sequéncia de DNA alvo intitulada de sequéncia PAM.

No estudo feito por Mcvey et al. (2022), nos déo detalhes de como é feito a

interacao e integracao entre RNAs dando origem ao sgRNA citado logo abaixo:

O sgRNA é composto por duas secoes, a alga em gancho de
tracrRNA que liga Cas9 e a sequéncia de crRNA projetada para ser
complementar a sequéncia de DNA alvo. O sgRNA varre o genoma,
emparelhando-se com a sequéncia alvo e recrutando Cas9 para
aquele local (MCVEY, S. L. et al., 2022).

Contudo, para o correto funcionamento de suas acgfes, 0 sgRNA que é
composto pelo tracrRNA, quando ocorre o dobramento de seus grampos que Sao
constituidos de uma sequéncia-guia de aproximadamente 20 nucleotideos ligantes a
extremidade 5 do DNA alvo (regido localizada aproximadamente ao sitio PAM, no
qual é conhecida também como regido seed) e mais uma sequéncia ligante
denominada universal de aproximadamente 80 nucleotideos ligadas na regidao 3’ no

grampo de finalizagéo da transcricdo da enzima Cas9.
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No artigo elaborado por (CAETANO, G. C. G. et al., 2018) nos traz
detalhadamente como ¢ feito a identificacdo do DNA alvo através do pareamento entre

o sistema da Cas9 no sistema CRISPR.

O crRNA foi projetado como um RNA guia unico (sgRNA) com
duas caracteristicas, a sequéncia de 20 nucleotideos na extremidade
5 do sgRNA que determina o local alvo do DNA pelo pareamento
Watson-Crick, e estrutura de cadeia dupla no lado 3’ da sequéncia que
se liga a Cas9. Isso criou um sistema simples de dois componentes,
no qual alteracdes na sequéncia guia do sgRNA podem ser usadas
para programar CRISPR-Cas9 para atingir sequéncia do DNA de
interesse, desde que seja adjacente a um PAM (CAETANO, G. C. G.
et al., 2018).

VI.2.1.5 Sequéncia PAM
Na literatura a sequéncia PAM (Protospacer Adjacent Motif), traduzindo do

inglés significa motivo adjacente ao protoespacador. Esse motivo pode ser
interpretado como um marcador alvo. Quando a enzima Cas9 é guiada ao seu destino,
primeiramente no ato da varredura de seu alvo, ela identificara o sitio PAM, para assim
se emparelhar a sequéncia de DNA de interesse a ser manipulada.

Na literatura, Pereira (2016) descreve que o complexo Cas9/sgRNA ird interagir
com o alvo apenas se houver um motivo PAM adjacente na outra fita de DNA; além
disso, ele evidéncia quais as caracteristicas e funcbes desse marcador “PAMs sio
sequéncias curtas, geralmente de 2-5 nt (e.g., 5’NGG3" e 5'NNGRRT3J"), essenciais
para a ancoragem da nuclease ao sitio de clivagem”.

Ja Molinari et. al., (2020), em sua literatura descreve o exato mecanismo de
acdo que o complexo sgRNA/Cas9 executa ao identificar o sitio PAM para o processo

de clivagem do DNA, descritos conforme o topico acima “Endonuclease Cas9”.

VI1.2.2 Mecanismo de agéo (Cas9/ sgRNA)

O sistema CRISPR/Cas9, é um sistema aprimorado do dispositivo de defesa
utilizado por procariotos (bactérias e arqueas) contra o ataque de virus e plasmideos,
permitindo a inativacao dos acidos nucleicos (DNA) do invasor, através do mecanismo
de clivagem, inativando-o seu ciclo (WIEDENHEFT et al.,, 2012; KOONIN;
MAKAROVA, 2013; MOLINARI et al., 2020).
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Figura 8. Representacdo esquematica onde o Locus CRISPR integra o genoma viral

como um novo espacgador em seu proprio Locus CRISPR.
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Fonte: (MOLINARI et. al., 2020).

Com isso, a memoria imunolégica criada pelo crRNAs, quando ocorre uma
nova invasao, agem semelhante ao sistema de imunidade ativa e adquirida, inativando
através da clivagem o material genético do invasor interrompendo sua proliferacéo.

A tesoura molecular dentro do processo de edicdo genética, € representada
pela figura logo abaixo, através da enzima Cas9 (azul). Por entre seus dois centros
cataliticos, é realizado cortes na dupla fita de DNA, com isso, € dividido em um
determinado ponto de interesse localizado proximo a uma sequéncia de nucleotideos
(sequéncia PAM, em vermelho). Para essa preciséo, a Cas9 manuseia uma sequéncia
de 20 nucleotideos (laranja), proveniente do RNA guia Unico (sgRNA). O RNA
representado na parte verde da figura, destaca-se o RNA guia uUnico (sgRNA), o
derivado da dupla fita de RNA provindo da sequéncia de RNA CRISPR, é
representado em verde claro, e o RNA transcritor (tracrRNA) se junta estabilizando a
proteina Cas9, representado pelo verde escuro. Quando essa quebra € identificada,
ocorre 0 desencadeamento e a ativacdo da enzima para o reparo, corrigindo e
substituindo sequéncias de DNA no local da quebra. Esse € o mecanismo preciso da
edicdo de DNA pelo complexo CRISPR/Cas9 (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).
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Figura 9. Mecanismo de atuacéao da enzima Cas9 na técnica CRISPR/Cas9.
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Fonte: Adaptado de (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

VI.2.3 Reparo do DNA
Para toda acdo executada pela endonuclease Cas9, como é o caso das acdes

sitio dirigidas, que funciona através atuagdo em clivar uma molécula de interesse em
seu alvo marcado por uma sequéncia PAM, o recrutamento intrinseco das
engrenagens moleculares para o reparo de DNA é executado. Para isso, 0s cortes
que foram realizados molecularmente precisam ser reparados através de mecanismos
de acdo via juncdo de extremidades ndo homodlogas (NHEJ) ou através de vias de
reparo direcionado por homologia (HDR) ou apenas reparo por homologia (HR).

A quebra na dupla fita de DNA pode ser reparada por NHEJ ou HR, resultando
na edicdo do gene, por meio de inser¢cdes ou dele¢cdes (SATHEESH et al., 2019;
MOLINARI et al., 2020).

A acao realizada por NHEJ € mais comum em células eucariontes, entretanto,
a via por NHEJ tende a produzir indels (pequenas insercdes ou delecdes localizadas
aproximadamente do sitio de acdo da clivagem do DNA-alvo da Cas9), apesar disso,
a via de reparo homoéloga (HR) permite um direcionamento com alta finalidade e

insercéo de sequéncias de interesse na regido editada (MOLINARI et al., 2020).
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NA revisao feita por (MALZAHN et al., 2017), é descrito que uma quebra de
fitas duplas no DNA (DSB - double-strand breaks) ocorre naturalmente por
intervencdes a fatores exdgenos e enddgenos nas células e que esse € o mecanismo
mais letal de dano ao DNA e deve ser reparado antes de sua replicag&o. Dito isso ele
define as vias de reparo celular principalmente em eucariotos atraves das vias NHEJ
e HDR.

O reparo feito por NHEJ as extremidades clivadas do DNA s&o ligadas por um
conjunto de proteinas diferentes e seguidas por uma ligase. Esse reparo nesta via
pode ser executado sob mecanismos distintos, um classico e um alternativo. O
classico liga-se sem homologia resultando indels; o alternativo as regides 5’ do DNA
sdo cortadas até que por micro homologias as saliéncias da regido 3’ s&o criadas e
ligadas. J& o reparo dirigido por homologia (HDR) é dependente de um molde de DNA
homologo para efetuar o reparo, normalmente ndo estao disponiveis naturalmente,
mas modelos sintéticos estdo disponiveis e permitem a insercdo, substituicéo,
marcagao ou a mutagéo de um determinado Gene (MALZAHN et al., 2017).

Com isso, o0 ciclo entre as ferramentas (enzimas compostas pelo sistema
CRISPR/Cas9) sdo elucidadas e demonstradas na figura abaixo onde a tesoura
molecular (Cas9), o RNA guia (sgRNA), o motivo alvo (sitio PAM) e o reparo (NHEJ
ou HDR) sdo demonstrados respectivamente através da sequéncia das letras A, B, C
e D:
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Figura 10. Ferramentas e mecanismo de acdo do sistema CRISPR/Cas9.
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Fonte: Adaptado de (MARNIK, E. et al. 2021).

VI.3 Regulamentacéo da edicdo gendmica em alimentos no Brasil
Hoje no Brasil, a Comissdo Técnica de Biosseguranca — CNTBio, 6rgao

regulador técnico que compete e determina no uso de suas atribuicdes legais os
requisitos técnicos para avaliar metodologias e abordagens em materiais biolégicos e
microrganismos que sofreram introducdo de Técnicas Inovadoras de Melhoramento
de Precisao (TIMP), sob os preceitos da legislacdo vigente atribuidos na Lei n® 11.105,
de 24 de marco de 2005, que define moléculas de ADN/ARN recombinante,
engenharia genética e organismo geneticamente modificado - OGM nos incisos I, IV
e V de seu art. 3° respectivamente; também exerce seus atributos sob Resolugéo
Normativa N°16, de 15 de janeiro de 2018, que estabelece os requisitos técnicos para
apresentacao de consulta & CTNBIio sobre as Técnicas Inovadoras de Melhoramento
de Preciséo (CTNBio, 2018).

Sob essas condi¢des, e de acordo com a atualizacao do site do CTNBio, onde
sao divulgadas atualizacoes, legislacfes e documentacdes principalmente na questao
sobre as TIMP, na data de 08 de junho de 2018, foi disponibilizado o primeiro parecer

técnico da Comissdo Técnica Nacional De Biosseguranca Ministério da Ciéncia,
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Tecnologia e Inovacao (CTNBIio) envolvendo a técnica CRISPR/Cas9 com liberacéo
comercial de uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae porém, empregada
em processos de obtencéo de bioetanol sob altas concentracdes de melaco de cana
como substrato fermentativo.

No estudo feito por Quadros et al. (2018), ele destaca 0 mesmo parecer técnico
realizado pelo CTNBio em fungéo da liberagdo comercial da cepa “Excellomol 4.0”,
editada por CRISPR/Cas9, pela empresa GlobalYeast; e destaca também a urgéncia
e a relevancia em discutir e implementar mudancas nas diretrizes e legislacdo bem
como a disrupcao tecnoldgica que essas técnicas TIMPs irdo promover no mercado.

Segundo Molinari et al. (2020) e a RN16, para um produto ndo ser considerado

GM deve se enquadrar nos seguintes critérios:

1) auséncia de DNA/RNA recombinante; 2) presenca de elementos
genéticos que poderiam ser obtidos por cruzamento; 3) presenca de
mutagdes induzidas que também poderiam ser obtidas por técnicas
estabelecidas, como exposi¢ao a radiacdo ou quimica; e 4) presenca
de mutagcBes que poderiam ocorrer naturalmente (MOLINARI et. al.,
2020).

Ainda em sua literatura, Molinari et al. (2020) conclui que produtos (alimentos,
plantas, microrganismos) que sofreram abordagens de TIMPs cujo produto final ndo
contenham DNA ex6geno, ndo devem estar sujeitos aos requisitos de analise de risco
como os OGMs portanto sdo passiveis de liberacdo para uso comercial via CTNBIo
em funcdo da RN16 que define que os produtos devem atender as caracteristicas

estabelecidas para classificacdo como organismos ndo GM.

VIl. CONCLUSAO

A ferramenta de melhoramento genético através do sistema CRISPR/Cas9
mostra-se muito promissora diante da perspectiva cientifica, uma vez que possibilita
delecbes e alteracbes genéticas significativas em células e microrganismos de
interesse industrial e principalmente em leveduras cervejeiras apresentado neste
trabalho.

Por se tratar de uma técnica que apresenta certa facilidade, rapidez e baixo
custo frente a outras técnicas moleculares, desperta muito interesse na comunidade
cientifica, porém, cabe ainda elucidacdo sobre seus mecanismos de acdo e suas

adaptacdes, uma vez que, seu reparo apresentou indels por via de reparo NHEJ, e
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necessidade de um molde de DNA homdlogo exdgeno para o reparo sob a via por
HDR.

Os resultados apresentados nesse trabalho como melhorias no processo para
obtencgéo de cerveja, mostraram ser parcialmente satisfatorios uma vez que, apenas
as cepas modificadas para melhoria em utilizacdo de nutrientes e de melhorias
sensoriais referentes a aromas e sabores de lUpulo atingiram o resultado esperado.

Trata-se de uma técnica recente, com isso, 0s resultados para delecbes
efetuados pelo sistema CRISPR/Cas9 em microrganismos (nesse caso leveduras)
sdo apresentados como satisfatorios, e seu mecanismo de acdo € elucidado
completamente eficaz, e através disso algumas cepas comerciais ja foram aprovadas
e liberadas para o uso aqui no Brasil, assegurados pela legislacdo sob a RN16 que
classifica como organismos ndo GM os produtos que sofreram abordagens de TIMPs
cujo produto final ndo contenham DNA exdgeno sendo executados e avaliados
através do CTNBIo.

Cabe ainda, sob essa perspectiva ressaltar que, a legislacdo brasileira deve
acompanhar os resultados e seus impactos frente as necessidades estabelecidas no
setor industrial, pois essa demanda impacta diretamente na reducdo de custos,
reducdo de matérias-primas e eficiéncia nos processos de obtencéo de produtos.

A partir dos produtos ja estabelecidos e lancados no mercado internacional, é
de extrema urgéncia que as leis nacionais evoluam para que o Brasil também se torne
competitivo nesse mercado através das técnicas para melhoramento genético,

principalmente em alimentos.

VIll. PERSPECTIVAS

Tratando-se de alteracdes e melhoramento genético de leveduras sob a técnica
CRISPR pode-se esperar uma revolucao na questéo de novos produtos, visto que, no
mercado mundial jA& foram apresentados diversos produtos de laboratérios e
fabricantes diferentes, dentre eles destacam-se leveduras GM dos laboratorios
Berkeley Yeast, Escarpment Labs e Omega Yeast.

Esses laboratoérios vém se destacando principalmente no mercado das cervejas
artesanais no qual a demanda por produtos singulares é crescente e além dos
produtos tradicionais como cepas que ja séo trabalhadas no Brasil, sdo apresentadas
cepas GM modificadas como:
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- Cepas produtoras de enzima CSL (carbono-enxofre-liase) que expressa
aromas e sabores provenientes da metabolizacdo de precursores dos Tiois;

- Cepas produtoras de enzima ALDC (alfa-acetolactato descarboxilase) que
decompde o precursor de diacetil convertendo-o em acetoina;

- Cepas produtoras de acido latico e etanol permitindo acidificacdo rapida no
fermentador sem a necessidade de um processo adicional como o Kettle-souring e
CIP adicionais;

- Cepas produtoras de terpenos linalol, geraniol e citronelol durante a
fermentacao, principais determinantes de sabores e aromas de lUpulos, porém sem
amargor. Essas cepas permitem a reducdo da adicdo de ldpulos no processo de
producgédo de cerveja principalmente na etapa de Dry-hopping.

Como sugestdo e perspectivas, esse trabalho bibliografico possibilita a
ampliacdo de estudos focados e praticos principalmente nas questdes da técnica
CRISPR em modificagBes de leveduras com a finalidade de promover evolu¢do nos
produtos que ja possuem demandas a serem preenchidas como € caso do mercado
das cervejas artesanais (segmento Kraft).

Abaixo serdo descritos alguns pontos de possiveis estudos futuros:

- Sob o enfoque climatico, alteracdes via CRISPR para a producdo de cepas
termotolerantes e boas produtoras de cerveja através de insercdes genética dos
fendtipos resistentes a altas temperaturas possibilitando testes fermentativos para
avaliar a evolucao sensorial dos produtos obtidos por estas cepas;

- Sob o enfoque terpénicos, construcdo de cepas que possibilitem aromas
encontrados na natureza através da analise genémica e insercéo via CRISPR visando
o desenvolvimento de linhagens de cepas que poderdo ser disponibilizadas no
mercado frente & uma evolugéo legislativa.

- Sob o enfoque hipotético e enzimatico, constru¢do de cepas com alteracdes
metabdlicas alternativas as criadas jA& no mercado (ALDC e CSL) visando solugfes
para as questdes sobre reducdo de diacetil, reducdo de tempo de fermentacéo,
aumento na capacidade de metabolizacdo de nutrientes, reacdes ligadas a reducao
do extrato, mudanca de coloragédo, aumento na formagéo de alcool, reducéo de pH,
formacao de ésteres, alcoois superiores, aldeidos e outros subprodutos.

Por dltimo, vale ressaltar que esses resultados sob o olhar industrial mediados
pela ciéncia, podem contribuir no desenvolvimento de possiveis novos produtos e que

os problemas solucionados pela evolucdo da técnica CRISPR possa atender a
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demanda ja esperada no setor cervejeiro tanto nas grandes quanto nas pequenas
industrias; e que esses resultados contribuam para o esclarecimento da modulagéo

genética que essa técnica oferece.
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