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“A perda das forgas ndo esgota a vontade. Crer é apenas
a segunda poténcia; a primeira é querer; as montanhas proverbiais

que a fé transporta nada valem ao lado do que a vontade produz”

Os trabalhadores do mar - Victor Hugo (1866)



RESUMO

Uma classe de proteinas de sabor doce oriundas de frutos de plantas de florestas
tropicais vem sendo estudadas quanto a sua potencialidade adogante e também
guanto a sua atividade modificadora de sabor. As chamadas proteinas
modificadoras de sabor possuem a capacidade de alterar o sabor amargo e azedo
em doce. A caracterizagdo dessas proteinas ja se encontra em estudo nos ultimos
anos, de igual forma também a acéo das propriedades modificadoras de sabor nos
receptores de sabor humano. Como as proteinas de sabor doce e modificadoras de
sabor apresentam baixo ou nenhum teor caldrico, elas tém sido apontadas como
potenciais substitutos da sacarose pelas industrias alimenticias direcionadas para
consumidores que visam uma dieta com fins dietéticos e diabéticos. A Diabetes,
obesidade e sindrome metabdlica, tém se intensificado gradualmente nos ualtimos
anos no Brasil e no mundo e as proteinas modificadoras de sabor surgem como
importante alternativa no combate a doengas relacionadas ao consumo excessivo
do acucar convencional. A producdo dessa classe de proteinas ja € discutida e
sabe-se que a obtencdo por fontes naturais representa uma barreira logistica e
economicamente desfavordvel se comparada a produgdo por expressao
recombinante. Com isso, o0 presente trabalho teve como objetivo revisar o estado da
arte em relacao as proteinas de sabor doce e modificadoras de sabor conhecidas
até o momento, suas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas e barreiras que tais

produtos recombinantes terdo que enfrentar antes de serem comercializados.

Palavras chave: proteinas de sabor doce, proteinas modificadoras de sabor,

expressdo recombinante, expressao heterdloga, biotecnologia.



ABSTRACT

A class of sweet-tasting proteins from tropical forest plant fruits has been studied for
their sweetening potential and also for their taste-modifier activity. The taste-modifier
proteins have the ability to change bitter and sour tastes into sweet ones. The
characterization of these proteins has already been studied in recent years, as well
as the action of taste-modifier properties on human taste receptors. As sweet-tasting
proteins and taste-modifiers have low or no caloric content, they have been identified
as potential substitutes for sucrose by the food industries aimed at consumers who
aim for a diet with dietary and diabetic purposes. Diabetes, obesity and metabolic
syndrome have gradually intensified in recent years in Brazil and in the world, and
taste-modifier proteins have emerged as an important alternative in the fight against
diseases related to excessive consumption of conventional sugar. The production of
this class of proteins has already been discussed and it is known that obtaining them
from natural sources represents a logistic and economically unfavorable barrier
when compared to production by recombinant expression. Therefore, the present
work aimed to review the state of the art in relation to sweet-tasting proteins and
taste-modifiers known so far, their potential biotechnological applications and
barriers that such recombinant products will have to face before being

commercialized

Keywords: sweet-tasting proteins, taste-modifier proteins, recombinant production,

heterologous expression, biotechnology
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1. INTRODUCAO

Desde o final do século XX, a obesidade tem sido apontada como um dos
maiores problemas de saude publica em todo mundo (Disse et al., 2010), podendo
desencadear diversas doencas cardiovasculares (Ribeiro & Santos, 2013),
hipertenséo arterial sistémica, distlrbios do colesterol, diabetes e até mesmo varios
tipos de cancer. A obesidade € conhecida por ser um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, por exemplo.

No Brasil, segundo a Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), do Ministério da Saude,
constatou-se uma frequéncia de 18,9% de adultos obesos, chegando a dobrar entre
a faixa etaria de 18 a 34 anos de idade. Nos EUA, a obesidade também aumentou
de forma radical e atinge 3% da populacdo do pais. Ja a prevaléncia da obesidade
global duplicou entre os anos de 1908 e 2008, com 30% da populacdo acima de 20
anos apresentando o quadro de sobrepeso (Malta, 2017). Hoje estima-se que 28
milhdes de pessoas morram a cada ano devido a doengas relacionadas com
obesidade (Bastien et al., 2014).

A diabetes € a principal doenca relacionada ao sobrepeso, segundo
Organizacdo Mundial de Saude, sua prevaléncia estd em 10% da populacédo. A
sociedade Brasileira de Diabetes estima que existam por volta de 12 milhGes de
diabéticos no pais e que 50% destes portadores ainda ndo foram diagnosticados.
Observa-se também uma maior predisposicdo a obesidade em mulheres, estando
estas em maior risco de desenvolver a doenga (Food Ingredients Brasil, 2013).

Para evitar a prevaléncia dessas doencas relacionadas com disturbios
alimentares e o excessivo consumo de acUcar, pesquisadores tém trabalhado no
desenvolvimento de adocgantes que possam servir como uma alternativa ao
convencional agucar de mesa. Estes adocantes possuem maior poder de adocar do
gue a sacarose (dissacarideo composto por glicose e frutose, extraido da cana de
acucar ou de beterraba) e sdo recomendados, coadjuvantemente, para 0s que
passam por tratamentos para perda ou controle de peso.

Os edulcorantes, ou simplesmente adocantes, sdo substancias utilizadas
para substituir o acucar em alimentos e bebidas, proporcionando uma docgura
intensa e com baixa ou sem adicdo de calorias. Os mesmos podem ser
classificados em duas categorias, os edulcorantes nutritivos e nao nutritivos (Tabela

1). Os edulcorantes nutritivos sdo aqueles que ndo somente contribuem para dar
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sabor doce aos alimentos como também oferecem um grande aporte de caloria.
Eles possuem sabor inferior a sacarose. A glicose, xarope de frutose, aspartame e
polidis sdo oOtimos exemplos de edulcorantes nutritivos. J&4 os edulcorantes néo
nutritivos, também chamados de edulcorantes de alta intensidade, podem ser
considerados todos aqueles que possuem um alto poder de dulgcor e que nao
contribuem com o aporte calorico do individuo, como a sacarina, ciclamato,
acessulfame e sucralose. Eles possuem sabor doce superior a sacarose (Food
Ingredients Brasil, 2013).

Os edulcorantes nao nutritivos (ndo caloricos) sdo os mais recomendados
para fins dietéticos e diabéticos. No entanto, apesar de conseguirem substituir o
acucar, nem sempre apresentam uma saciedade fisiolégica satisfatéria para o
consumidor (Raben et al., 2002). A maioria dos edulcorantes de alta intensidade que
possuem maior dulcor retém sabores residuais que acabam sobrepondo o sabor
doce, mostrando limitaces em termos de qualidade. Com base nisso, o desafio da
industria tem sido desenvolver novos produtos com baixa ou sem calorias e que
sejam de maior aceitacdo sensorial.

Pesquisadores estudam formas de combinacfGes entre as substancias ndo
caloricas, assim como combinacdes com adocantes de hidratos de carbono (polidis,
nutritivos) de diferentes propriedades, a fim de obter um perfil de dulgor que poderia
melhor reproduzir o gosto do acucar tradicional (Priya et al., 2011). Porém, poucos
resultados foram obtidos com essas combinacdes que ainda apresentam muito
atributos negativos quanto ao persistente sabor residual. Em anos recentes, muitas
substancias tém sido categorizadas conforme seu potencial de sabor e capacidade
de melhorar a dogura, modificando e mascarando sabores desagradaveis (Stoger,
2012).
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CLASSIFICACAO GERAL DOS ADOCANTES

Nutritivos
Carboidratos & Peptideos & Nao nutritives Extratos vegetais
Derivados Derivados
dertendon Aitame | Acessufame | GREEEIEE
Frutose Aspartame Ciclamato Curculina
Glicose Neotame Dihidrochalconas Estévia
Lactose e seus
produtos de Frutooligossacarideos | Filodulcina
hidralise
Tagatose L-aglcares Glicirrizina

Polidis (eritritol,
isomalte, lactitol,
maltitol, manitol,
sorhitol, xilitol,

hidrolisado de Sacarina Hernandulcina
amido hidrogenado
e xarope de glicose
hidrogenado
Mabhinlina
Miraculina
Mogrosideo
Xaropes de glicose Monelina
ou xaropes de milho a
(HFCS, xarope de Sucralose Osladina
maltose) T
Pentadina

Rubososideo

Taumatina

Tabela 1: Classificagdo geral dos adogantes. Fonte: adaptado de “Adogantes caldricos e nédo
caldricos - Parte II” - Food Ingredients Brasil, n®.15, pag. 24, 2010. Disponivel em: https://revista-

fi.com.br/edicoes/15/fib-edicao-15

Além dos edulcorantes nutritivos e ndo nutritivos citados acima, existe
também uma classe bastante explorada de “adocantes” provindos de extratos
vegetais, tais como a estévia, monelina, miraculina e outras tantas substancias.
Dentre estes, o extrato de folhas de estévia (Stevia rebaudiana) € um dos produtos
mais comercializados. Denominado genericamente de esteviosideos, 0 extrato de
estévia € composto por esteviosideos propriamente dito e seus andmeros, 0s
rebaudiosideos, responsaveis por conferir o sabor doce ao composto (Gremby,
1983). O produto € bastante notavel por sua docura intensa e por ser praticamente
isento de calorias, aléem do fato de ndo deixar gosto residuais desagradaveis
(Soerjato et al., 1982).

Com a crescente incidéncia de doencgas relacionadas ao sobrepeso em todo
mundo, a demanda por edulcorantes para fins dietéticos e diabéticos, que seja mais

prazeroso ao paladar, tem aumentado (Freitas et al., 2014) e a procura por
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substitutos de acucar de fontes naturais também tem levado a descobertas de um

grande numero de substancias que possuem propriedades modificadoras de sabor.
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2. OBJETIVO

Revisar criticamente a literatura cientifica disponivel a respeito das proteinas
de sabor doce e proteinas modificadoras de sabor bem como suas potenciais

aplicacdes biotecnoldgicas.
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3. REVISAO

3.1. Proteinas de sabor doce (sweet-tasting protein)

A demanda por substitutos alternativos para o acucar, nas Ultimas décadas,
tem direcionado pesquisas ndo somente para a identificacdo de genes humanos
gue codificam receptores de sabor doce, como também na descoberta de adocantes
naturais intensificadores de sabor e mecanismos de acdo das proteinas
modificadoras de sabor.

A existéncia de proteinas de sabor doce na natureza € conhecida ha anos,
sendo sua maioria encontrada em frutos de plantas tropicais, comumente usadas
por populacdes indigenas no preparo de seus alimentos. No entanto, somente nos
ultimos 30 anos esfor¢cos foram tomados na exploracdo e comercializacdo de
proteinas de sabor doce (Faus, I., 2000).

Existem seis proteinas de sabor doce conhecidas: taumatina, monelina,
mabinlina, pentadina, brazzeina e curculina. Uma sétima proteina, a miraculina, ndo
se configura como proteina de sabor doce, mas sim como uma proteina

modificadora de sabor.

3.2. Proteinas modificadoras de sabor (taste-modifier protein)

As proteinas modificadoras de sabor possuem a capacidade de alterar os
receptores de sabor doce presentes nas papilas gustativas. Desta forma, todos
acidos (que normalmente sdo azedos) adquirem um gosto doce quando ingeridos
ap6s o consumo dessas proteinas modificadoras de sabor. Os efeitos dessas
proteinas nos receptores de sabor podem perdurar por cerca de 1 a 2 horas apés o
seu consumo, fazendo com que ao ingerir qualquer substancia acida, a mesma tera
um sabor doce durante este periodo de tempo (Kant et al., 2005). Este efeito é

temporario e as papilas gustativas voltam ao normal com o decorrer do tempo.

3.3. Receptores de sabor humano

Sabemos que para que seja possivel aferir a qualidade e sabor dos

componentes dos alimentos é necessario que tenhamos a informacéo sensorial do
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gosto. Os seres humanos podem detectar pelo menos cinco gostos: doce, salgado,
umami, azedo e amargo (Meyers & Brewer, 2008) e os mecanismos de deteccao
dessas qualidades gustativas se dao por receptores de sabor localizados na
membrana apical das células receptoras gustativas da lingua (Figura 1). Estes
receptores se ligam as substancias gustativas e transmitem informacdes sensoriais
para as células nervosas do cérebro (Strapasson et al., 2011).

A identificagcdo de receptores gustativos fez com que novas ferramentas
moleculares para a investigacdo da funcdo de células receptoras de sabor
surgissem. As células receptoras de gostos, quando agrupadas, sdo chamadas de
papilas gustativas. Essas papilas que estdo presentes na lingua humana, possuem
poros que se abrem e permitem com que moléculas e ions consigam alcancar o

interior de células receptoras de gosto (Kant et al., 2005).

Células Receptoras de sabor

Microvilosidades l ’ Poro gustativo

A

Célula gustativa

Célula de suporte

’— Célula basal
Eptélio
Tecido conjuntivo

= Fibrilas nervosas

Figura 1 - Anatomia do poro gustativo. Disponivel em: https://www.lifeder.com/papilas-gustativas/

O sabor doce, amargo e umami sdo medidos por um receptor acoplado a
proteina G, chamados receptores do tipo 1 (T1Rs) para doce e umami e tipo 2
(T2Rs) para o gosto amargo (Belloir et al., 2017). Ambos s&o expressos em células
receptoras da lingua e do palato. A classe de receptor TIR é composta por um
dominio amino terminal (ATD), um dominio rico em cisteina (CRD) e um dominio
transmembrana helicoidal (DMT) (Greg et al., 2001). Ja a classe de receptor T2R
pertence a uma familia de 30 genes diferentes, que incluem varios receptores de

sabor amargo.
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Sugere-se que o receptor especifico de sabor doce funcione na verdade com
uma combinacdo de receptores heterodiméricos. A combinacdo dos receptores
T1R2-T1R3 consegue reconhecer o sabor doce natural e o sabor doce sintético, ao
passo que a combinagéo de receptores T1R1-T1R3, consegue reconhecer o sabor
umami (Li et al., 2002).

Ainda nado se é conhecido o exato mecanismo de interacdo de receptores de
sabor doce das papilas gustativas com as proteinas modificadoras de sabor, porém
alguns estudos sugerem que tais proteinas atuem nos receptores T1R2-T1R3. A
hipGtese € de que essas proteinas se aderem a esses receptores de sabor doce, ou
seja, elas se ligam com o complexo de receptores T1R2-T1R3, mantendo uma
ativacdo constante dos mesmos (Figura 2). Sabe-se que o complexo de receptores
T1R2-T1R3 possui multiplos locais de ligacdes para diferentes sabores doces
(Koizumi et al., 2011). Estudos demonstram que a proteina do receptor T1R3,
codificada pelo gene Tas1r3, também esta relacionada na transducéo de sabor doce
(Trancredi et al., 2004).

Formalivre 1 Formallivre 2

(Estado de repouso) (Estado ativo)

+ Proteinade
sabordoce
—_—

o ——

T1R3 e TIR3  TIR2

Figura 2 - Representagéo esquematica do receptor TLR2-T1R3 mostrando possivel estabilizacéo
pela ligacdo de uma proteina de sabor doce a um sitio de ligagdo secundario na superficie da forma
livre 2. A proteina de sabor doce é representada em vermelho na parte esquerda da forma livre 2,
impedindo-a de voltar a forma livre 1 - Fonte: traduzido e adaptado de “Sweet proteins - potential

replacement for artificial low calorie sweeteners” - Kant R, pag. 4, 2005.

3.4. Descricdo das proteinas de sabor doce
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Até o0 momento, em todo mundo, se conhecem seis proteinas de sabor doce
existentes. Sao elas: brazzéina, taumatina, monelina, curculina (que recentemente
passou a se chamar neoculina), mabinlina e pentadina. Todas, com excecédo da
pentadina, foram caracterizadas. Outra proteina bastante elucidada € a miraculina,
gue apesar de converter sabor acido e azedo em doce nao possui sabor doce por si
s6 como as demais proteinas anteriores. Desta forma, a miraculina € caracterizada
como uma proteina modificadora de sabor e ndo como proteina de sabor doce.

Todas as sete proteinas sdo provenientes de plantas que crescem em
florestas tropicais do sul da Asia e Africa. Os mecanismos-chave relacionado com a
atividade biolégica de modificacdo do sabor, para todas as proteinas acima
descritas, ainda ndo foram totalmente elucidados (Cadwell et al., 1998), mas se
sabe que as sequéncias de aminoacidos de cada uma delas se diferem muito,
provando que néo existe uma origem relacionada entre elas.

Para as cinco proteinas de sabor doce caracterizadas, todas apresentam
uma diferente estrutura tridimensional, além de uma grande diferenca de massa
molecular (Tabela 2). Ndo somente apresentam dobragens proteicas diferentes
como a quantidade de estruturas secundarias sdo bem dissemelhantes (Figura 3).
Estruturas quaternarias das sete proteinas modificadoras de sabor doce também
sdo diversas, o que inclui estados monoméricos, homodiméricos e heterodiméricos
(Neiers, F. et al., 2016).

Y ) : r‘// ] ’\
¢ RN =y ~ b,
" N5 ol ‘& LR }_/ N
g . 4 '? " ad & ', %\ e
M' 5’ i.’) Q,: ‘ \‘:g-’\
Brazzein Thaumatin Neoculin
- waee .
y < °
Monellin Mabinlin

Figura 3: Estruturas tridimensionais das cinco proteinas de sabor doce caracterizadas. As hélices a

e folha 3 sdo representadas em vermelho e amarelo, respectivamente. As superficies das proteinas
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séo representadas em branco. Fonte: “The Recent Development of a SweetTasting Brazzein and its

Potential Industrial Applications” - F. Neiers et al., pag. 5, 2016.

As distintas formas estruturais destas proteinas podem explicar também as

diferentes propriedades de docura, sabor e estabilidade térmica de cada uma delas.

Thaumatin Monellin Mabinlin Pentadin Brazzein Curculin Miraculin
Source Thaumatococcus  Dioscoreophyllum  Capparis Pentadiplandra Pentadiplandra  Curculingo  Richadell
danielli Benth cumminsii Diels masakai Levl brazzeana brazzeana latifolia dulcifica
Baillon Baillon
Geographic West Africa West Africa China Woest Africa West Africa Malaysia West Africa
distribution
Variants I, 1, a b, c - I, Il a, I, Iv= - -
Sweetness factor 3000 3000 100 500 2000 550
(weight basis)
Molecular mass 222 10.7 12.4 12.0b 6.5 249 98.4
(active form, kDa)
Amino acids 207 45 (A chain) 33 (A chain) 4 54 14 191
50 (B chain) 72 (B chain)
Active form Monomer Dimer (A + B) Dimer (A + B) ’ Monomer Dimer (A + Tetramer
A) (A+A+A+A)

Tabela 2 - Tabela de comparacédo das proteinas de sabor doce quanto a distribuicdo geografica,
variantes, fator de dogura, massa molecular, quantidade de amino&cidos e forma ativa - Fonte:

“Sweet proteins - potential replacement for artificial low calorie sweeteners” - Kant R, pag. 2, 2005.

3.4.1. Brazzeina

A brazzeina, assim como a pentadina, € uma proteina de sabor doce
produzida pelo fruto da planta Pentadiplandra brazzeana Baillon, originaria da Africa
Ocidental (Figura 4). As populacdes indigenas desta regido usavam a planta para
adocar bebidas (Van der Wel, Larson et al., 1989). Ela contém um total de 54
residuos de aminoéacidos e pesa 6.473 Da. Estima-se que é cerca de 2.000 vezes
mais doce do que a sacarose e é bastante estavel ao calor, uma vez que é
altamente termoestavel, persistindo por até 4 horas a 80°C (Ming e Hellekant 1994).
Essas propriedades fazem com que a brazzeina represente uma excelente

alternativa como adocante de baixa caloria.
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Figura 4 - Fruto da planta Pentadiplandra brazzeana Baillon. Disponivel em

https://insider.si.edu/2016/09/gorillas-arent-tricked-faux-sugary-fruit-thanks-mutation/pentadiplandra-

brazzeana-oublie-berry-780687/

A proteina apresenta uma docura significativamente maior do que a da
sacarose e suas propriedades organolépticas sdo altamente adequadas para uso
como adocante natural, ndo apresentando acidez, salinidade ou amargor. O inicio
da docura da brazzeina é mais lento do que a sacarose, tornando seu uso mais
adequado quando em conjunto com outros adocantes. Testes mostraram que a
brazzeina combina bem com adocantes sintéticos, como o0 acessulfame-K,
aspartame e esteviosideo (Hellekant e Danilova 2005).

A brazzeina € um 6timo modelo de estudo quando o objetivo € investigar as
propriedades quimicas e estruturais envolvidas no sabor doce, pois a proteina é
pequena, sollvel e bastante estavel. Experimentos realizados com a estrutura da
brazzeina sugerem que os residuos 29-33 e 39-43, mais o residuo 36 entre esses
trechos, assim como o terminal C estdo envolvidos na dogura da mesma (Figura 5)
(Jin et al., 2003). Porém, como o interesse tem sido em buscar a relacdo entre
estrutura-atividade destas proteinas e sendo a sintese quimica da mesma bastante

invidvel, pesquisadores tém optado por realizar a producdo heteréloga da brazzeina.
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Figura 5 - Estrutura de uma variante da proteina brazzeina - Fonte: “Structure-function relationships
of brazzein variants with altered interactions with the human sweet taste receptor” - Kiran K. et al.,
pag. 2, 2015.

A producdo dos frutos de Pentadiplandra brazzeana Baillon contendo
brazzeina é bastante complicada, uma vez que o cultivo desta planta € complexo e
a extracdo da proteina também é economicamente inviavel. Desta forma, a maneira
mais facil de se obter facilmente a brazzeina é utilizando a tecnologia do DNA
recombinante. No contexto do evidente interesse, ndo somente comercial, mas
como em pesquisas, desta proteina, a tecnologia do DNA recombinante mostra-se
como uma solucdo para o problema da obtencdo da brazzeina (Neiers, F. et al.,
2016).

Dentre os diferentes organismos possiveis para a producdo heterdloga da
proteina, a bactéria Escherichia coli € a mais utilizada. A primeira producao
recombinante obtida com sucesso de brazzeina foi feita com este organismo. A E.
coli é sempre a opgdo considera por seu perfil de rapido crescimento, meio de
cultivo barato e susceptibilidade a transformacfes com DNA exdégeno, além claro,
de uma genética muito bem elucidada (Rosano e Ceccarelli 2014).

Assadi-Porter et al. (2008) produziram e purificaram com sucesso uma
brazzeina com sabor doce utilizando Escherichia coli. No estudo em questdo os
pesquisadores customizaram um protocolo de expressdo utilizando o sistema de
expressdo pET SUMO com o intuito de obter um grande rendimento da brazzeina
recombinante sollvel. O sistema de expressdo pET SUMO é conhecida por produzir
elevados niveis de proteinas em Escherichia coli por utilizar um pequeno
modificador relacionado a ubiquitina (fusdo SUMO), que permite um aumento na

solubilidade das proteinas expressas em fusdo. Resultados indicaram que o



22

protocolo customizado por eles forneceram por fim um rendimento maior da proteina
€ em menor tempo.

Vahab J. et al. (2020), em estudo mais recente, também realizaram a
expressao recombinante de brazzeina em cepa SHuffle® T7 de E. coli. Utilizando da
forma menor de brazzeina como sequéncia basica, projetaram um gene com
otimizac&o de codon com base no conteudo GC e no cédon preferido da cepa de E.
coli e em seguida o clonaram no vetor pET28a e expressaram na linhagem
SHuffle® T7. Obtiveram como resultado uma alta taxa de brazzeina recombinante

expressa nessa linhagem, além de um perfil de docura intenso.

3.4.2. Taumatina

A taumatina é uma proteina de sabor doce monomérica e possui
aproximadamente 22 kDa (Grenier et al., 1999). A proteina também foi isolada de
uma planta nativa da Africa, a Thaumatococcus danielli (Figura 6). Ela € comumente
utilizada como adocante e realcador de sabor industrial em alimentos e
medicamentos (Masuda et al., 2004). No Brasil, a taumatina também € bastante
utilizada pela industria animal como um palatabilizante, estimulando o consumo de
racao, para suinos.

Devido as dificuldades de se obter a taumatina de sua fonte natural, diversas
tentativas de cultivar a planta Thaumatococcus danielli em habitats diferentes do
seu habitat natural foram realizadas. Nesses diferentes ambientes (incluindo
estufas) a planta cresceu, porém sem frutos, onde esta presente a proteina de sabor
doce. Nesse contexto, como uma alternativa & producdo de taumatina a partir de
sua fonte natural, esforcos tém sido feitos para produzir esta proteina em sistemas

recombinantes (Witty e Higginbotham, 1994).



23

Figura 6 - Fruto planta Thaumatococcus daniellii. Disponivel em

https://www.convivendocomdiabetes.com/taumatina-novo-adocante-natural/

A proteina taumatina consiste de 207 residuos de aminoacidos com oito
ligacdes dissulfeto intramoleculares e ndo possui residuos de cisteina livre. Ela se
agrega ao aquecer em pH 7,0 acima de 70°C, onde sua docgura desaparece (Kaneko
et al., 1999). Estudos apontam que a proteina se liga a certos elementos nos poros
gustativos das papilas de macaco Rhesus (Farbman et al., 1987).

Todas as formas de taumatina possuem poder de dogura intenso e as duas
formas mais predominantes, taumatina | e taumatina Il diferem-se apenas em 2
aminoacidos (Edens et al., 1982). Tentativas para produzir taumatina recombinante
em diferentes microrganismos e plantas tém sido feitas usando o gene clonado da
taumatina Il (Faus, I., 2000). Em estudos anteriores, Faus et al. (1997 e 1998)
expressaram taumatina em dois microrganismos hospedeiros diferentes.

Comparacéo dos resultados pode ser observada na tabela 3.

Host Promoter Secretion Yield Sweet phenotype Reference

Escherichia coli Trp/lac No Very low No Edens et al. 1982
Saccharomyces cerevisiae PgK No Low No Lee et al. 1988
Kluyveromyces lactis Gapdh Yes Low No Edens and van der Wel 1985
Bacillus subtilis o-amy Yes I mg/l Yes lingworth et al. 1988
Streptomyces lividans f-gal Yes 0.2 mg/l ? Hlingworth et al. 1989
Penicillium roquefortii Gla Yes 1-2 mg/l Yes Faus et al. 1997

Aspergillus niger var. awamori Gla Yes 5-7 mg/l Yes Faus et al. 1998

Solanum tuberosum CaMV No Low Yes Witty 1990

Tabela 3 - Resultados mais relevantes publicados sobre a expresséo de taumatina recombinante -
Fonte: “Recent developments in the characterization and biotechnological production of sweet-tasting

proteins” - Faus, |., pag. 147, 2000.

E importante destacar, dentre os resultados mais relevantes, que as
expressoes realizadas por Faus et al. (1997 e 1998) em Penicillium roquefortii e
Aspergillus niger obtiveram, além de um bom rendimento, se comparado a outros
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hospedeiros, também uma proteina expressa e secretada com seu fendtipo doce,
essa caracteristica é fundamental quando se pensa na empregabilidade comercial
dessa proteina.

A taumatina pode apresentar um sabor residual considerado ndo aceitavel
para alguns paladares. Buscando contornar esse problema, Blair et al. (1990)
realizaram uma mutacao direcionada em um gene sintético da taumatina I, o que
acabou resultando em uma variedade de andlogos da taumatina | contendo
substituicdes de aminoacidos selecionados e com melhor desempenho em relacao

ao sabor doce e, portanto, com qualidades mais comercializaveis.

3.4.3. Monelina

A monelina é uma proteina de sabor doce obtida do fruto de
Dioscoreophyllum cumminsii, proveniente da Africa Ocidental (Figura 7), que
consiste de duas cadeias polipeptidicas ndo covalentemente associadas, uma
cadeia A com 44 residuos de aminoacidos e uma cadeia B de 50 residuos de
aminoacidos (Ota et al., 1999). A monelina é aproximadamente 100.000 vezes mais

doce do que o acucar (Ogata et al., 1987).

Figura 7 - Fruto da planta Dioscoreophyllum cumminsii. Disponivel em

https://lwww.rarepalmseeds.com/dioscoreophyllum-cumminsii

Foi demonstrado que quando aquecida acima de 50 °C em pH acido, a
monelina perde sua docura. Kim et al. (1989), com o intuito de contornar essa falta
de estabilidade da proteina, prepararam analogos de cadeia Unica onde as duas

cadeias foram unidas por varios ligantes. Um desses anélogos de cadeia simples foi
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expresso em Escherichia coli e atestou-se apresentar uma docgura téo forte quanto a
proteina original, além também de uma maior estabilidade em condi¢cdes de pH e
temperatura extremas.

A expressdo de monelina em plantas transgénicas também foi testada,
embora em menor quantidade (Pefiarrubia et al., 1992). Mais atualmente, também
foram estudadas a expressao da monelina em leveduras Saccharomyces cerevisiae
e Candida utilis (Kondo et al., 1997).

3.4.4. Curculina (Neoculina)

A curculina € uma proteina extraida do fruto da Curculigo latifolia, uma planta
comum das regibes tropicais da Asia e Africa (Figura 8). Assim como as proteinas
descritas anteriormente, a curculina também possui propriedades modificadoras de
sabor, além de possuir um sabor doce intrinseco. Nao existe descrito até o
momento outra proteina que tenha capacidade modificadora de sabor e que tenha
sabor doce ao mesmo tempo (Yamashita et al., 1990). A atividade modificadora de
sabor dessa proteina ndo se altera quando incubada a 50°C por 1 hora, com pH
entre 3 e 11 (Yamashita et al., 1995).

Figura 8 - Fruto da planta Curculigo latifolia - Fonte: “Potency of Curculigo capitulata and Curculigo
latifolia Fruit Based on Nutrient Content (a Case for Preservation Need in Kebonharjo)” - Marbelisa B.
et al.,, pag. 70, 2018.

A proteina curculina € um dimero que compreende dois polipeptideos
idénticos conectados por meio de duas pontes dissulfeto, com um total de 144

residuos de aminoéacidos (Figura 9). Ela consegue ser 550 vezes mais doce que a
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sacarose. A curculina também possui atividade modificadora de sabor, com a
capacidade de transformar sabores azedos em doces (Faus, 1., 2000).

Algumas pesquisas afirmam que no modelo tridimensional da curculina
existem algumas regides na superficie da proteina que poderiam atuar como
epitopos responsaveis pelas propriedades de sabor adocicado da mesma (Barre et
al., 1997).

His36

Figura 9 - Estrutura cristalina da Curculina (Neoculina). Proteina heterodimérica composta por uma
subunidade &cida (rosa) e outra subunidade bésica (azul). Os residuos de cisteina formando ligagdes
dissulfeto sao representados como modelos de bola e bastédo e coloridos em amarelo. Residuos de
histidinas estéo indicados por flechas. Fonte: “Identification of key neoculin residues responsible for

the binding and activation of the sweet taste receptor” - Koizumi, T., pag. 2, 2015.

Suzuki, M. et al. (2004) fizeram a producdo de curculina recombinante
utilizando um sistema de expressao de Escherichia coli. Os pesquisadores isolaram
um gene gue codifica uma nova proteina contida na fracdo nativa da curculina que
apresenta sequéncia de aminoacidos homologa a sequéncia de aminoacidos da
curculina original. Usando os cDNAs dessas proteinas (designadas como curculinal
e curculina2) os pesquisadores produziram um painel de curculinas recombinantes
homodiméricas e heterodiméricas e examinaram sua atividade de sabor doce e
modificadora de sabor. A curculinal e curculina2 recombinantes foram expressas
separadamente em E. coli como corpos de inclusdo. Por procedimentos de
desnaturacdo de guanidina e redobramento oxidativo, 0S pesquisadores
conseguiram preparar 3 possiveis isoformas diméricas de curculinal e curculina 2,
ou seja, os homodimeros de curculinal (curculinal-1) e de curculina2 (curculina2-2)
juntamente com o heterodimero que consiste em essas subunidades (curculinal-2).

De acordo com o0s pesquisadores, verificou-se que o0 heterodimero
curculinal-2 possuia o fenotipo de sabor doce e atividade modificadora de sabor,
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enquanto as formas homodiméricas (curculinal-1 e curculina2-2) ndo apresentavam

nenhuma dessas propriedades (Suzuki, M. et al., 2004)

3.4.5. Mabinlina

A mabinlina é uma proteina de sabor doce derivada das sementes da planta
chinesa Capparis masaikai (Figura 10). E uma proteina heterodimérica e suspeita-
se que existam pelo menos cinco isoformas. A mais estudada foi denominada de
mabinlina 1l. A sequéncia de aminoacidos dessa isoforma foi descrita como
possuindo 33 residuos de aminoacidos na cadeia A e 72 residuos de aminoacidos
na cadeia B. A proteina € soluvel em 4gua e chega a ser 400 vezes mais doce do
gue a sacarose, além de exibir alta estabilidade a calor, por conta de quatro ligacées
dissulfeto intramoleculares entre a cadeia A e B (Nirasawa et al., 1993). Aponta-se

gue a proteina mantém seu sabor doce apos incubacao por 48 horas a 85°C.

Figura 10 - Fruto da Capparis masaikai. Disponivel em
https://www.foodnavigator.com/Article/2018/12/10/Scaling-up-high-value-sweet-proteins-flavours-with-

biostimulation-hydroponics

A estabilidade ao calor e, consequentemente o nivel de dogura, das proteinas
mabinlinas é notavelmente distinta de outras proteinas de sabor doce e essa
caracteristica tem sido atribuida a substituicAo de um Unico aminoacido. Acredita-se
gue a diferenca na estabilidade ao calor das diferentes isoformas da mabinlina se
deve a presenca de um residuo de arginina (homologo estavel a altas temperaturas)
ou uma glutamina (homologo instavel a altas temperaturas) na posicao 47 da cadeia
B (Nirasawa et al., 1994).
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Segundo Xiong e Sun (1996), tentativas de expressar a mabinlina Il em
tubérculos de batata transgénicas foram feitas, embora sem resultados notaveis. Em
estudos mais recentes Gu, W. et al. (2015) realizaram a expressao heteréloga de
mabinlina Il com em E. coli e em Lactococcus lactis. Os pesquisadores se
utilizaram da mabinlina Il recombinante MBL-BH (contendo as cadeias B de
mabinlina 1l fundidas com His-tag) e MBL-ABH (contendo as cadeias A e B de
mabinlina 1l fundidas com His-tag) para expressa-las na cepa BL21 (DE3) de E. coli
na forma de corpos de inclusdo, que posteriormente foram purificadas e
renaturadas. Resultados deste estudo indicaram que a proteina recombinante MBL-
BH possuia fendtipo de sabor doce, enquanto que a proteina recombinante MBL-
ABH nao. Autores acreditam que a auséncia do fenétipo de sabor doce da MBL-
ABH ocorreu possivelmente a um incorreto redobramento da proteina ou por uma
estrutura inativa. Verificou-se ainda que as proteinas recombinantes mabinlina Il
eram insollveis quando expressas na cepa de E. coli em questdo e a renaturacdo
dessas proteinas era bastante dificil. No mesmo estudo de Gu, W. et al. (2015), que
também realizaram a expressao da mabinlina 1l em Lactococcus lactis (sistema de
expressdo com certificacdo de qualidade alimentar (L. lactis NZ3900/pNZ8149)),
obtiveram uma expressdo satisfatoria da proteina com fendtipo de sabor doce,

porém com rendimento nao muito consideravel.

3.4.6. Pentadina

A pentadina, assim como a brazzeina, € uma proteina de sabor doce extraida
da Pentadiplandra brazzeana, uma planta encontrada nas florestas tropicais de
alguns paises africanos. Nao existem muitas informacgdes a respeito dessa proteina
(Van der Wel et al., 1989), mas estudos afirmam que ela possui cerca de 500 vezes
mais sabor doce do que a sacarose. Seu perfil de dogura assemelha-se mais ao da
monelina do que ao da taumatina. A pentadina também consiste em subunidades
acopladas por ligacdes dissulfeto.

Pentadina € uma derivada da mesma planta da qual a brazzeina, enquanto a
pentadina € extraida da forma seca da fruta, a brazzeina € extraida da forma fresca.
A pentadina aparenta uma forma reticulada e ndo nativa de brazzeina com um peso

molecular aproximadamente o dobro do da brazzeina e com uma dogura
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significativamente reduzida em comparacdo com a mesma (Van der Wel, H. et al.,
1989).
Nenhum trabalho a respeito de expressdo recombinante dessa proteina de

sabor doce foi encontrado.

3.4.7. Miraculina

A miraculina é descrita como uma glicoproteina homodimérica encontrada
nos frutos da planta Synsepalum dulcificum, a planta-do-milagre (ou fruta-do-
milagre), que posteriormente foi renomeada de Richadella dulcifica, pertencente a
familia Sapotaceae. Essas plantas sdo comumente encontradas em regides
tropicais e subtropicais nas formas de arbustos e arvores (De Marqui, 2007
Theerasilp e Kurihara, 1988).

A proteina consiste em polipeptideos compostos por 191 residuos de
aminoécidos, com uma massa de 24 a 28 kDa. As duas subunidades sdo mantidas
juntas por ligacdes dissulfeto intramoleculares. Sua sequéncia desnaturada
constitui-se de um tetramero, e um dimero e ambos apresentam atividade
modificadora de sabor &cido (Igeta et al., 1991).

Os frutos da planta milagrosa se assemelham a azeitonas vermelhas (Figura
11) e quando ingeridas possuem a capacidade de anular o sabor amargo e azedo
de frutas citricas consumidas ap6és a sua ingestdo. Essa sensacdo de docura €
exercida sobre as papilas gustativas durante o periodo de 1 a 2 horas apés
consumo de substancias acidas (Theerasilp e Kurihara, 1988). O lim&o azedo, por
exemplo, passa a ter um sabor doce com a ingestdo prévia da fruta do milagre. A
miraculina € o componente ativo responsavel pelo sabor doce, quando na lingua, a

mesma faz com que alimentos azedos figuem com sabor doce.
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Figura 11 - Fruto da planta Synsepalum dulcificum (fruta-do-milagre). Disponivel em
https://www.tecnoveste.com.br/entenda-os-beneficios-da-fruta-do-millagre-synsepalum-dulcificum-

para-sua-saude/

A fruta-do-milagre era tradicionalmente utilizada pelos povos indigenas no
intuito de melhorar a palatabilidade de seus alimentos &cidos (Kurihara e Beidler,
1969). Hoje, é possivel encontrar comercialmente a fruta in natura em pé e também
na forma de comprimidos no Japéo.

As proteinas do tipo miraculina (MLP) também estdo classificadas na
superfamilia de inibidores de tripsina de soja (STI) do tipo Kunitz, devido a alta
afinidade com a estrutura primaria destes inibidores (Takai et al., 2013). Tal como o0s
inibidores de tripsina de soja do tipo Kunitz, estudos apontam que as miraculinas
também possuem atividade inibidora de tripsina do tipo Kunitz, servindo como
bioinseticida contra pragas e predadores (Gahloth et al., 2011).

Neste contexto, a miraculina apresenta grande relevancia comercial quanto
ao seu potencial modificador de sabor e também quanto a seu potencial
bioinseticida, tornando alvo de investimento e exploracéo por parte das industrias de
alimentos e agricultura (Sun et al., 2006).

Entretanto, devido as dificuldades e a baixa disponibilidade da proteina por
fontes naturais, diversas pesquisas e estratégias de engenharia genética vém sendo
desenvolvidas quanto a producédo recombinante em larga escala dessa proteina em
diversos sistemas de expressao heterdlogas in vitro e in planta. Escherichia coli,
levedura, tabaco transgénicos sao exemplos dos principais modelos (Kurihara e
Nirasawa, 1997).

Atividade modificadora de sabor (miraculina)

Além das caracteristicas ja citadas acima, a miraculina pode também estar
envolvida em uma gama de func¢des biologicas extras que envolvem propriedades
antifingicas, antioxidantes, acdo anti carcinogénese, agregacdo plaquetaria e
coagulagcao do sangue (Ryan 1978; Kennedy, 1998; Oliva et al., 2000). No entanto,
a atividade modificadora de sabor talvez seja a sua caracteristica comercial de
maior destaque e entender esse sistema tem sido o foco de diversas pesquisas

sobre a acdo dessa proteina.
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De acordo com estudos de mutagénese, a atividade modificadora de sabor
da miraculina é atribuida a seus dois residuos de histidinas (His30 e His60)
localizados nas regides mais expostas de sua estrutura (Ito et al., 2007). Sua
atividade somente ocorre quando a miraculina assume a sua forma de homodimero
(Igeta et al., 1991). Segundo Misaka (2013) a miraculina age como um agonista e
um antagonista dependente de pH. Em meio &acido, a miraculina liga-se aos
receptores de sabor doce, funcionando como agonista, porém em meio neutro a
miraculina atua como antagonista inibindo a acao dos receptores de sabor doce
(Figura 12).

Durante um periodo de 30 minutos a duas horas a miraculina reativa 0s
receptores de sabor doce, sempre que um pH &acido for detectado. Apesar dos

recentes avangos em pesquisas, esse mecanismo ainda nao € completamente

elucidado.

Neutral pH Acid pH

Binding but

No activation

Miraculin i i :
Inactive
hT1R2-hT1R3 hT1R2-hT1R3 -
Cell Membirane Cell Membrane
Sweet Receptors Sweet Receptors

Transmission

of the signal

Figura 12 - Esquema do efeito da miraculina nos receptores de sabor doce - Fonte: disponivel em

https://2019.igem.org/Team:TU_Dresden/Spirulina

A modificacdo de sabor é causada pela ligacdo direta e continua da
miraculina com os receptores de sabor doce T1R2-T1R3. E conhecido que o
complexo de receptores T1R2-T1R3 possui multiplos locais de ligagdo para
diferentes sabores doces. A porcdo do complexo desses receptores que esta
envolvida com a resposta da miraculina na indu¢do da dogura € o dominio Amino-
terminal (ATD) (Koizumi et al., 2011).

De acordo com Misaka (2013) a miraculina liga-se a microvilosidades da
membrana plasmatica de células epiteliais da lingua sem ativar necessariamente 0s

receptores de sabor doce, pois a proteina ndo possui sabor doce. O receptor T1R2-
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T1R3 fica inativo até a ingestdo de algum alimento acido, com pH variando de 3,0 a

6,0 durante um periodo de até duas horas (Kurihara, 1992).

Miraculina citrus

A expressdo recombinante em larga escala da miraculina ainda ndo € uma
realidade e a busca por fontes alternativas de proteinas do tipo miraculina tem sido
intensificada por parte dos pesquisadores devido a dificuldade de acesso a fruta-do-
milagre. A miraculina de citrus € um exemplo de fonte alternativa viavel, uma vez
gue o género citrus inclui uma das mais importantes arvores frutiferas cultivadas em
todo o globo.

Laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa),
limdes (Citrus limon) e a toranja (Citrus grandis) sdo 6timos representantes de
plantas citricas (Mattos Junior et al., 2005). As laranjas doces estdo entre as frutas
citricas de maior valor comercial e dentre os genes de Citrus sinensis de interesse

para aplicacdes biotecnoldgicas encontram-se 0s genes de tipo miraculina.

3.5. Caracteristicas evolutivas das proteinas de sabor doce

Tanto as proteinas de sabor doce como as modificadoras de sabor
apresentadas anteriormente ndo apresentam homologia 6bvias em suas estruturas
conformacionais e em suas sequéncias génicas. Este fato intriga e faz com que
pesquisadores questionem se as propriedades modificadoras e realcadoras de
sabor atuam de maneiras analogas ou completamente distintas em cada uma das
proteinas (Faus, I., 2000)

Van der Wel et al. (1989) sugere ainda que o fato de todas as proteinas
serem isoladas de plantas de florestas tropicais ndo € uma simples coincidéncia e
gue essa caracteristica ttm um importante valor evolutivo. Acredita-se que animais
selvagens tenham preferéncia por esses frutos e que isso leva a uma dispersédo
maior de sementes das plantas. Chimpanzés s&o eficientes dispersores de
sementes e ha uma grande possibilidade que os receptores de sabor dos primatas

tenham sido os principais alvos na evolucao das proteinas de sabor doce.
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3.6. Desafios da producao recombinante

Muitos esforgcos estdo sendo empregados para a superexpressao das
proteinas modificadoras de sabor utilizando varios sistemas heterdlogos, incluindo o
de bactérias, leveduras, animais e plantas. Sistema de expressao de levedura,
Pichia pastoris, por exemplo, j& provou ser muito eficaz na obtencdo dessas
proteinas doces purificadas (Macauley-Patrick et al., 2005). As proteinas secretadas
também séo faceis de purificar e apresentam, na maioria das vezes, caracteristicas
idénticas as proteinas extraidas naturalmente. A obtencdo em larga escala dessas
proteinas por métodos biotecnoldgicos abre novos caminhos para a industria de
adocantes e também impulsiona cada vez mais pesquisas sobre o0s reais
mecanismos de acdes bioldgicas das proteinas modificadoras de sabor.

A utilizacdo de um alto nimero de cepas de Pichia pastoris e o design de vias
metabdlicas para a otimizacdo e aumento de proteinas heterdlogas foram
observadas nos ultimos anos. A compreensdo das reacBes metabdlicas que
envolvem o processamento dessas proteinas também nos fornece insights
pertinentes para o estabelecimento de modelos metabdlicos que podem vir a servir
como uma importante ferramenta para o processo em biorreatores. Compreender o
processamento dessas proteinas pelos organismos significa prever parametros que
podem influenciar o processo ou modificacdes genéticas no comportamento da cepa
(Kerkhoven et al., 2014).

3.7. Exploragdo comercial e validagao toxicologica

A maioria das proteinas de sabor doce e modificadoras de sabor foram
inicialmente descobertas e caracterizadas gracas a estudos e pesquisas em
universidades e laboratorios de importantes institutos nacionais e internacionais,
chamando a atencdo de empresas que se interessaram por sua exploracdo
comercial. Muitas das proteinas ja sao utilizadas comercialmente.

A taumatina, desde que foi aprovada pela primeira vez em 1983 por
autoridades reguladoras no Reino Unido como um ingrediente alimentar seguro, tem
sido empregada em ragBes animais (principalmente animais domeésticos), goma de
mascar e como excipientes em produtos farmacéuticos. Largamente utilizada no

Japao em uma grande diversidade de produtos comerciais (Faus, I., 2000).
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Por sua vez, o empreendimento comercial da monelina, tem se mostrado um
pouco mais lento devido a grande instabilidade da proteina em altas temperaturas.
No entanto, pesquisadores da Kirin Co. no Japao obtiveram sucesso na expressao
recombinante de monelina em Candida utilis, obtendo rendimentos altos se
comparado com a extracdo de fonte natural. Tais resultados, somados com o fato
de que a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA ja reconhece a C. utilis
como seguro, garantem uma nova e boa perspectiva para a comercializagao desta
proteina (Kondo et al., 1997).

Antes que qualquer uma das proteinas citadas se torne um potencial
adocante e chegue ao mercado, varias etapas técnicas e regulatorias séo
necessarias. A obtencdo de qualquer uma dessas proteinas pode ser feita através
de suas fontes naturais ou através de producdo recombinante em larga escala. No
entanto, vimos que a extracdo por fontes naturais € inviavel, uma vez que produzir
os frutos em um habitat diferente do seu original € complexo e demorado. As
plantas ndo respondem bem a tentativas dessa natureza. Isto implica na instalagéo
da producdo em localidades de origem dessas plantas, sobrecarregando e
encarecendo o processo logistico e operacional. Somado a isso, dependendo das
necessidades do mercado para o produto em questao a extracdo por fontes naturais
pode ndo suprir a demanda necesséaria do mesmo (Faus, |., 2000)

A expresséo recombinante, a priori, pode parecer ser a solugdo mais segura,
mas ainda assim também passa por algumas barreiras. A primeira consideracéo a
ser feita quando se fala nesta tecnologia € se o produto final (a proteinas expressa)
possui 0 mesmo fenétipo de sabor doce do produto natural. Segundo Faus, I.
(2000), como visto anteriormente, a propria taumatina adquirida de expressao
recombinante, por razbes ndo elucidadas, ndo apresentava sabor doce, isso pode
se dar devido a falta de modificacdes poOs-traducionais necessérias e até mesmo a
ma dobragem das proteinas. A segunda consideracdo € se 0S microrganismos
empregados para a producdo em larga escala sdo seguros e validados. Garantir
gue os modelos utilizados estejam dentro de um padrdao de seguranca para
utilizagdo em humanos € essencial.

Para competir de forma eficiente com a extracdo por fontes naturais, a
abordagem biotecnolégica deve atingir ndo somente rendimento maior, como
exceléncia fenotipica. A determinacdo do custo de producdo, de igual forma,
também depende de qual das duas abordagens serdo escolhidas.
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Uma vez que se determine um processo biotecnoldgico favoravel, eficiente e
de custo competitivo, o produto em potencial ainda precisara ser aprovado por
eventuais autoridades reguladoras em seu dominio. Estudos toxicologicos sédo parte
do pacote de validacdo desses produtos e existe uma deficiéncia muito grande em
pesquisas que abordam essa questado toxicoldgica. Os ensaios de toxicidade sédo os
responsaveis por identificar possiveis efeitos adversos que as proteinas de sabor
doce e modificadoras de sabor podem causar aos consumidores finais. Como as
atividades dessa classe de proteinas ainda ndo sdo amplamente estabelecidas é
primordial que se entenda os efeitos dela, bem como os parametros de consumo. A
guantidade (porcao) diaria que pode ser ingerida pelo consumidor de forma segura
e saudavel, as possiveis contraindica¢cdes para crian¢as, idosos e portadores de
doencas metabdlicas, bem como os fatores nutricionais, sdo bons exemplos de
topicos que carecem de maior entendimento.

Por fim, uma vez que todo processo foi validado e o produto aprovado, o
sucesso mercadoldgico é a etapa seguinte. As proteinas de sabor doce e as
modificadoras de sabor competira com uma variedade de produtos semelhantes ja
disponiveis no mercado, incluindo outras proteinas de sabor doce. Para Faus, |.,
(2000), como cada proteina de sabor doce possui um diferente e Unico perfil de
docura, é provavel que o mercado fagca suas proprias apostas e escolhas, dando
margem para novas pesquisas com interesse industrial.

O fato de ja existirem empresas investindo nesse nicho € um claro sinal de
gue a demanda por substitutos dos convencionais edulcorantes € emergente e

potencial.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Estimulado pela crescente demanda do mercado por adocantes de baixa
caloria, que possuem uma maior palatabilidade em relacdo ao sabor do acucar, a
busca por compostos de extratos naturais permanece incessante. Descobriu-se uma
gama de proteinas doce provenientes de extratos vegetais que possuem maior
poder adocante do que a sacarose e com um baixo valor calorico. Tais proteinas se
colocam como uma alternativa bastante viavel para o consumo por pessoas com

problemas relacionados a obesidade, diabetes e hiperlipidemia.



36

As proteinas tém sido estudadas quanto as suas atividades biolégicas com o
receptor de sabor humano. Quanto mais se sabe a respeito de seus mecanismos de
acdo e mais se conhece a respeito de suas estruturas, mais se torna possivel
direcionar pesquisas eficientes na producao de novos adocantes. A descoberta dos
genes humanos que codificam o receptor de sabor doce também representa um
enorme passo para o desenvolvimento de produtos adocantes comerciais.

Contudo, apesar de muitos estudos em etapa de desenvolvimento a respeito
dessas proteinas doces, ainda pouco se conhece sobre seu mecanismo de agéo e
atividade, o que faz cada vez mais necessario a viabilizacdo de estudos que

contribuam para o entendimento de suas atividades.
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