Biotecnologia em Aroma

A BIOTECNOLOGIA
APLICADA AOS
——AROMAS-

A alimentacdo é o mars antigo e tradicional setor da
biotecnologia. Avancos recentes nesta drea proporcionaram
novas oportunidades em potencial para a brotecnologia de

O AROMA NA ESCOLHA DOS
ALIMENTOS

Os aromas sempre fizeram par-
te da histéria da humanidade. Nos
primérdios da civilizacdo, tinham a
funcéo de verificar se um alimento
nio estava estragado ou diferenciar
plantas nocivas das comestiveis.
Atualmente, com o desenvolvimento
tecnoldgico na drea de alimentos,
0s aromas assumiram a funcgio de
melhorar a qualidade sensorial dos
alimentos. Grande parte do sabor de
um alimento é diretamente influen-
ciado pelo seu aroma.

Estudos demonstram que as ca-
racteristicas sensoriais, em particular
o0 aroma, tém efeito sobre a escolha do
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producdo de aromas.

consumidor. Historicamente, gregos
e romanos perfumavam seus vinhos
com rosas, violetas, ervas e condimen-
tos exéticos, trazidos da China, India
e Egito pelos mercadores venezianos.
Na Europa, esses ingredientes foram
misturados, também, aos alimen-
tos para torné-los mais palataveis.
Durante o século XIX, avancos na
quimica orgénica tornaram possivel
que importantes substancias aroma-
tizantes, como a vanilina e a cumarina,
fossem sintetizadas e adicionadas aos
produtos alimenticios.

Os aromas dao sabor e odor aos
alimentos industrializados. Sem eles,
enlatados, congelados, empacotados
e desidratados nao teriam nenhum

atrativo, j4 que os processos indus-
triais e de armazenamento destroem
grande parte do sabor original.

Além da inovacdo em equipa-
mentos, a indistria alimenticia tem
utilizado aditivos cada vez com maior
frequéncia, com a finalidade de im-
pedir alteragbes, manter, conferir ou
intensificar seu aroma, cor e sabor
e modificar ou manter seu estado
fisico geral.

Os aditivos utilizados em alimen-
tos dividem-se em diversas classes.
Entre elas, os aromatizantes possuem
especial importancia por conferirem
propriedades organolépticas que
caracterizam cada sabor e aroma dos
mais diversos produtos.

FOOD INGREDIENTS BRASIL N° 30 - 2014

43



O cheiro de determinados alimen-
tos pode ser o principal argumento
para consumi-los, e as caracteristi-
cas de um alimento dependem mais
do aroma do que apenas do gosto,
sendo que ambos constituem o sabor
ou flavour.

Portanto, o sabor de um produto
pode ser definido como o conjunto
de sensacdes de natureza psicofisio-
l6gica decorrentes do contato com os
receptores sensoriais do nariz e com
as estruturas tateis e os receptores
sensoriais da boca.

A fisiologia reconhece que os
alimentos devem obrigatoriamente
possuir sabor agradavel para que
sejam consumidos em quantidades
adequadas por periodos prolonga-
dos de tempo. Os condimentos e
os aromatizantes estdo situados no
mesmo nivel de importancia que os
macronutrientes (proteinas, gorduras
e carboidratos) e micronutrientes
(vitaminas e minerais), devendo ser
considerados como componentes
essenciais da alimentacdo humana.

Nesta classe de aditivos é onde
existe o maior nimero de substancias,
uma vez que os aromas sao muito
complexos. Alguns produtos podem
apresentar naturalmente mais de

44 FOOD INGREDIENTS BRASIL \° 30 - 2014

1.000 substancias que, em conjunto,
conferem um aroma caracteristico.
Um exemplo é o aroma natural de
café. O café torrado apresenta um
aroma tdo complexo que ji foram
identificados mais de 1.000 compo-
nentes na sua constituico.

A QUIMICA DOS AROMAS

Em maior ou menor grau, repre-
sentantes de praticamente todas as
funcées de quimica orgénica pos-
suem propriedades organolépticas,
sendo utilizados na elaboracio de
imitacdo de aromas. Ainda néo se
pode estabelecer uma relagdo pre-
cisa entre estrutura quimica e perfil
de sabor, embora ocorram algumas
semelhancas com determinados gru-
pos e séries de compostos. De uma
maneira geral, observa-se perda de
poder aromatizante & medida que
aumenta o peso molecular e se reduz a
pressio de vapor. Consequentemente,
moléculas de cadeia ramificada sdo
geralmente mais Gteis para o criador
de aromas do que suas contrapartes
de cadeira reta.

A fixago ou persisténcia do odor
érelacionada com a baixa volatilidade
do composto, porém, a reciproca nio
é verdadeira.

Dentre as fungdes quimicas dos
principais componentes arométicos
utilizados na elaboracio de aromas
sintéticos destacam-se entre as mais
importantes os ésteres, os acidos,
os hidrocarbonetos, os alcoéis, os
aldeidos, os acetais, os éteres, os
compostos heterociclicos, os fenois,
as cetonas, as lactonas, os compos-
tos nitrogenados e os compostos
sulfurados.

Aromas sdo substancias respon-
saveis pelas propriedades organo-
lépticas de um género alimenticio.
Nao possuem nenhuma qualidade
nutritiva, mas desenvolvem papel
essencial na aceitagdo do produto.
O gosto e o cheiro sdo, de fato, os fato-
res determinantes da aceitacio desse
pelos consumidores e estimulam o
apetite. Além disso, agregam prazer e
satisfacdo mental, independentemen-
te de saciar ou néo a fome.

Embora utilizem os mesmos re-
ceptores celulares, aromas e perfu-
mes nao sao percebidos exatamente
segundo o mesmo mecanismo. Um
perfume é inspirado diretamente pelo
nariz, o fluxo de ar carregado dos
compostos volateis passa pela mucosa
olfativa antes de dirigir-se em direcéo
aos pulmoes. A interacio dessas mo-
léculas com seus receptores celulares
especificos conduz ao estimulo do
nervo olfativo e, consequentemente,
a percepcio do odor pelo individuo.

Asmoléculas que compoem o aroma
representam um baixo percentual da
massa total do alimento (0,05% a 1%).
O resto desta massa (a matriz) apri-
siona as moléculas aromatizantes que
se liberam no palato, misturando-se
com a saliva no ato da mastigacao, e
entram em contato com os receptores
da lingua (as papilas) que geram os
gostos. Em seguida, os compostos
volateis sdo expulsos da matriz e
dirigidos, por via retronasal, para a
fossa olfativa, pela expiracio do ar
contido nos pulmaes. A adicéo de sal
(NaCI), ao aumentar a polaridade
da matriz, favorece a saida dos com-
postos aromaéticos, geralmente pouco
polares. A reunido das percepcoes
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provocadas pelo gosto e pelo odor é
chamada de flavor.

O aroma de um alimento provém
de uma mistura complexa constituida
por grande ntimero de compostos
(mais de 300 no caso do tomate, por
exemplo). Esses compostos devem
ser suficientemente volateis para
que sua composicao atinja o limiar da
percepc¢ao. Na pratica, a massa molar
destes compostos nio excede 400
unidades de massa. Cada composto
participa de forma diferente na per-
cepcao global do aroma, em fungio de
sua nota e poténcia olfativa, definida
pela sua contribuicio no odor do ali-
mento. Todos ndo apresentam o mes-
mo impacto no perfil organoléptico de
um produto. Um tnico composto, ou
um pequeno grupo de compostos €,
as vezes, suficiente para reproduzir a
nota tipica de um alimento. Também
ocorre frequentemente que a reunio
de todos os compostos identificados
néo permite a constituico satisfato-
ria do aroma.

As moléculas responséveis
pelo aroma sio constituidas de um
esqueleto hidrocarbonato que pode
ser linear, ciclico ou aromaético. A
maior parte das funcoes quimicas
presentes nessas cadeias pode ser
encontrada em sete grandes familias:
os aleobis, os compostos carbonilados
(principalmente os aldeidos), os éste-
res, os éteres, os fendis e, finalmente,
os derivados sulfurados ou azotados.

As moléculas hidrocarbonadas
nao funcionalizadas sio quase sempre
derivados terpénicos, geralmente em
C10 ou C15. Permitem muito rara-
mente descrever um aroma sozinho
e suas propriedades organolépticas
somente se revelam em associagao
com outros compostos.

Das moléculas funcionais que repre-
sentam tipicamente a nota do produto
do qual sio extraidas, pode-se citar,
por exemplo, o cinamaldeido, o mentol
ou o acetato de isoamila, que possuem,
respectivamente, o odor de canela, de
menta e de banana. Outras moléculas
podem produzir uma nota geral que nio
é tipica de um produto alimenticio em
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particular. Assim, o cis-3-hexenol possui
o odor tipico de grama recém cortada.
A estereoquimica de um composto
também influi no seu flavor. Assim, a
(R)-carvona é associada a menta-crespa
(Mentha crispa L.), enquanto que a (S)-
carvona é representativa da semente
de alcaravia (Carum carvi L.).
Damesma forma, a y-heptalactona
de configuracio (R) possui uma nota
herbacea doce e picante, enquanto
que o enantiomero (S) apresenta um
odor frutado, gorduroso, de coco,
menos intensa do que a forma (R). As
diferentes estruturas dos compostos
aromatizantes e as sensacgdes que
provocam levaram naturalmente ao
estudo das relagoes estrutura/odor ou
estrutura/flavor. O desconhecimento
das estruturas tridimensionais dos
receptores celulares torna essa tarefa
extremamente ardua.

COMPOSTOS AROMATICOS

Fala-se de compostos aromaticos
quando uma molécula atende a cer-
tos critérios. Cada um deles sendo
necessario, porém nao suficiente.
De fato, para que um composto seja
dito aromatico, ele precisa ter 4n + 2
elétrons 7 (pi) (n =0, 1, 2, ...); além do
que todos os elétrons 7 devem ser do
mesmo plano.

Se essas duas condigdes forem
respeitadas, o composto é aromaético.
Se um composto possuir somente 4n
elétrons 7, sera chamado de anti-
aromatico. Assim, existem trés tipos
de compostos: os aromaticos, que
possuem 4n + 2 elétrons ; os anti-
aromaticos, que possuem somente os

4m életrons 7r; e 0s compostos ndo-aro-
maticos, que nio sao nem aromaticos
nem anti-aromaéticos.

A aromaticidade deve ser vista
como uma energia de estabilizaco.
Se um composto tem a possibilidade,
por equilibrio tautomérico, de tornar-
se aromadtico, é esta forma que sera
privilegiada, pois é ela que confere
maior estabilidade. Por exemplo,
uma cetona existe sob duas formas,
a forma cetona (mais abundante) e a
forma enol (forma minoritaria). Tem-
se entdo um equilibrio entre as duas
formas, mesmo se esse equilibrio for
fortemente deslocado no sentido da
forma cetona.

Os heterociclicos volateis consti-
tuem igualmente uma familia impor-
tante de moléculas odorantes, parti-
cularmente interessante no campo da
quimica dos aromas. Representam
mais de um quarto dos 5.000 compos-
tos voldteis isolados e caracterizados
até hoje nos alimentos. Possuem ge-
ralmente limiares de percepgio baixis-
simos, da ordem do ppb ou menos, e
oferecem uma ampla gama de notas
olfativas e/ou gustativas.

As estruturas dos heterociclicos
intervindo no campo da quimica
dos aromas sio diversas e variadas.
O exame das substincias odorantes
identificadas nos alimentos deixa
transparecer uma maior importancia
de algumas familias de heterociclicos,
dentre as quais encontram-se as
furonas, as lactonas, as piridinas, as
pirazinas, os pirréis, as piranonas, as
oxazolas e os tiazoles.

As furanonas sio heterocicli-
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cos muito presentes nos alimentos.
Por exemplo, a sotolona 3-hidroxi-
4,5-dimetil-2(5H)-furanona,
composto quiral, cujos dois enantio-
meros possuem odores comparéaveis,
porém patamares de percepcio di-
ferentes, é um aroma importante da
cereja, do vinho e do café. Sua nota
principal é um odor de “caramelo”, que

desaparece quando o grupo hidroxilo
é metilado.

Da mesma forma, as lactonas
também apresentam grande interesse
para a aromatizacdo dos alimentos.
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Possuem notas caracteristicas de man-
teiga, de 6leo de coco e de numerosas
frutas (péssego, damasco, etc.). As
lactonas identificadas em frutas apre-
sentam uma configura¢io majoritaria-
mente (R). Assim, a (R)-g-decalactona
predomina no péssego, enquanto que a
(S)-d-decalactona é presente no leite.

Alguns pirréis, piridinas e tiazolas

apresentam odor de grelhado extre-
mamente pronunciado. Esta pode ser
atribuida a funcéo acetila, carregada
por um dos atomos de carbono situado
em a do atomo de azoto. Mais de 80

derivados de pirazina foram identifica-
dos em grande nimero de alimentos
cozidos, como o pao, a carne, o café
torrificado, o cacau ou as avelas; sao
compostos aromatizantes extrema-
mente potentes.

Devido a sua volatilidade, os hete-
rociclicos trazem uma forte contri-
buicao 4 nota de cabeca dos alimentos
onde estdo presentes. Sdo relativa-
mente raros em frutas e legumes
frescos e nunca foram encontrados em
péras ou em bananas. Em contrapar-
tida, sua contribuicio é predominante
nos aromas dos compostos preparados
por aquecimento, como o café, o cacau
ou a carne.

As propriedades organolépticas
do café somente se revelam apds a
torrefacdo. Enquanto que para as
carnes, pode-se tirar o maximo de
sabor gracas as diversas técnicas
culinarias de cozimento, como assar,
grelhar, banho-maria, ete.; o churrasco
é um deles!

Os precursores dos compostos
heterociclicos sdo os constituintes fun-
damentais dos alimentos: aminoacidos,
peptidios, glicidios, lipidios e vitami-
nas. Dois grandes processos influem
na origem de sua formaco: as reacoes
enzimaticas ou de fermentacéio; e as
reacoes ndo enzimaticas, mais conhe-
cidas como Maillard, e que surgem
por ocasifo dos diversos tratamentos
térmicos pelos quais podem passar os
alimentos, como cozimento, torrefa-
¢ao, conservacio, ete. A essas reacoes
pode-se também associar as reacoes
de degradacio térmica dos acticares,
dos aminodcidos e das vitaminas.

As reagbes enzimaticas ocorrem
principalmente em frutas e legumes,
laticinios e bebidas fermentadas. Es-
sas reacgdes microbiolgicas implicam
numerosas enzimas que pertencem,
na maioria dos casos, as familias das
hidrolases, das oxidases e das isome-
rases. Sao usadas em vérios setores
da indistria agroalimenticia para a
preparacao de pratos prontos e de
bebidas fermentadas.

O mecanismo de formacéo das lac-
tonas pela acdo dos microorganismos
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jafoi amplamente estudado. Por exem-
plo, a g-nonalactona identificada na
cerveja forma-se pela acdo de levedura
sob o acido 4-oxo-nonandico, ele mes-
mo proveniente da oxidagio do acido
linoléico no processo de maltagem e da
ebulicdo do malte. O 2-isobutil-tiazola,
identificado no tomate é formado a
partir de dois amino4cidos, a cisteina
e a leucina. A decarboxilacdo enzi-
matica da cisteina leva a cisteamina
(2-aminotiol), a qual condensa-se
com o isovaleraldeido proveniente da
leucina via degradacio de Strecker.
Essa reagdo de condensacio leva a
2-isobutiltiazolidina, para depois, pela
acdo da oxidase, transformar-se em
2-isobutiltiazola.

Com execdo das furanas e lactonas,
amaior parte dos heterociclicos identi-
ficados nos aromas sao formados mais
pelas reacoes de Maillard do que por
processos enzimaticos. Esses proces-
sos de escurecimento nao enziméticos
fazem intervir actcares redutores,
geralmente glicose ou frutose, e ami-
noacidos ou dipeptideos. Sob a ac¢do
do calor e do tempo esses ultimos
combinam-se para formar interme-
didrios chamados Amadori ou Heyns.
Mesmo nao apresentando proprieda-
des olfativas e gustativas particulares,
esses dois tltimos compostos possuem
uma importancia estratégica no campo
dos aromas alimenticios, pois levam a
um grande nimero de compostos aro-
maticos e ndo somente heterociclicos.

A enolizagdo desses compostos,
seguida da perda de uma molécula de
aminoacido, leva as redutonas e dehi-
droredutonas. Passam depois por uma
reacdo de retroaldolizacio que leva a
formacéo de aldeidos e de compostos
a-dicarbonilados.

Uma das etapas mais importantes
das reacoes de Maillard é a etapa de
degradacio de Strecker. Trata-se da
formacéio de aldeidos e de aminoceto-
nas pelareacio de um aminodcido com
um composto a-dicarbonilado. As mul-
tiplas possibilidades de combinacéio
do conjunto desses compostos explica
a formacéo de um grande ntimero de
heterociclicos no decorrer do cozimen-
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to dos alimentos. No decorrer dessas
reacoes, pode-se também observar
a presenca de pigmentos castanhos
chamados melanoidinas. Essa massa
escura obtida no final da reacio repre-
senta, em peso, quase a totalidade dos
produtos inicialmente introduzidos,
enquanto que os compostos aromati-
cos volateis constituem somente uma
infima fracio.

Dentre o grande ntimero de com-
postos obtidos por degradacio dos
acucares, os 3(2H)- e 2(5H)-furanonas,
tais como o furaneol e a sotolona,
fazem parte dos compostos importan-
tes no campo dos aromas. O estudo das
“reacdes modelo” entre um s6 agticar,
tal como a ramnosa, por exemplo, e
aminodcidos, nas condi¢des da reacio
de Maillard (aquecimento em meio
aquoso) permite colocar em evidéncia
a formagao do furaneol.

No caso da obtencao das oxazolas
e de seus derivados reduzidos, esses
compostos sdo obtidos pela reagio dos
a-aminocetonas e dos aldeidos libera-
dos por ocasido da reacio de Strecker.

A descoberta de novas molécu-
las, presentes somente no estado de
tracos, e participando do flavor do
alimento permite inovar no campo da
quimica dos aromas. De fato, essas
substéncias podem ser utilizadas pelos
profissionais para atender & demanda
de novidades pelos consumidores.

AROMA E BIOTECNOLOGIA -
BIOAROMAS

O mais antigo e comercialmente
tradicional setor da biotecnologia é o
da alimentacéo. A producéo ou o refino
de alimentos por este processo pode
incluir 4cido alcodlico, 4cido acético,
acido propidnico e fermentacoes acidas
lacticas que, em substratos complexos,
frequentemente, ocorrem de forma
misturada.

Os microorganismos sio frequen-
temente associados a falta de quali-
dade ou a deterioracio de alimentos.
Entretanto, avancos recentes na
biotecnologia de plantas e fungos, na
tecnologia enzimatica, na engenharia
genética, no monitoramento de biopro-

cessos e nas técnicas de recuperacio
de produtos proporcionaram novas
oportunidades em potencial para a
biotecnologia de producio de aromas.

O primeiro relato publicado sobre
a capacidade de bactérias e fungos
selecionados produzirem fragrincia
foirealizado em 1923. Nesse trabalho,
as leveduras foram destacadas como
um dos grupos mais importantes de
microorganismos que produz, em cul-
tura, um forte aroma etéreo, de varia-
da intensidade, que lembra o odor de
frutas, como morango, abacaxi, maci,
péra e meldo. Os géneros Mycoder-
ma, Pichia, Willia e Torula e outros
isolados de uva, de graos timidos de
cevada, de suco de abacaxi, de folhas
de ruibarbo, de queijo e de kumis fo-
ram citados como produtores de um
agradavel e complexo aroma de frutas.
Uma série de experimentos foi realiza-
da com microorganismos isolados do
leite, do pao e de algumas frutas, onde
variou a composicio do meio de cultura
e obteve-se, em diferentes substratos,
o aroma de morango, aroma de fruta
impuro e aroma de queijo.

A relacdo entre a fisiologia micro-
biana e a producio de metabdlitos
com odor, entretanto, s6 veio a ser
identificada em estudos realizados
nos anos 50. A partir dai, um nime-
ro significativo de trabalhos sobre
compostos aromatizantes produzidos
por bactérias, fungos filamentosos e
leveduras comegou a ser publicado.

As pesquisas foram inicialmente
direcionadas a otimizacéo da biossin-
tese e a identificacdo de compostos de
aromas especificos. Uma primeira lista
de compostos volateis em alimentos
compreendia umas poucas centenas
de constituintes.

Com o advento de modernos ins-
trumentos de analise, particularmente
a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, o nimero de
compostos identificados aumentou signi-
ficativamente e uma compilacio recente
apontou mais de 10.000 compostos.

Tecnologias complementares con-
tribuiram para a caracterizacio es-
trutural dos compostos aromatizan-
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tes, como os ésteres produzidos por
Pseudomonas fragi, o aroma de coco
detectado em cultivos de T'richoderma
viride, Myocacia uda, Ischnoderma
benzoinum, Trichoderma harzianum
e de espécies do género Neurospora,
o0 agradavel aroma de maca percebido
no cultivo da levedura Dipodascus
aggregatus, os vinte compostos vo-
lateis, predominantemente ésteres e
terpenos, que foram identificados no
meio de cultura de Trichothecium
roseum, os monoterpenos citronelol,
linalol e geraniol que foram produzidos
no cultivo de Kluyveromyces lactis,
o aroma de anands intenso e agrada-
vel que foi produzido pela levedura
Dipodascus magnusii, os monoterpe-
nos com qualidade sensorial de leve
aroma frutal produzido por duas linha-
gens de Ambrosiozyma monospora,
e as notas frutais e florais produzidas
por Hansenula anomala.

O desenvolvimento de métodos
biotecnolégicos para a obtencio de
aromas especificos pode se tornar
bastante arduo, pois a maior parte
dos aromas naturais é o resultado
da mistura de compostos que podem
chegar a centenas. Produzidas em
baixa concentracio, essas misturas
podem conter terpenos, aldeidos,
ésteres, lactonas, alcodis superiores
e outras moléculas complexas que
resultam do metabolismo de fungos
filamentosos e leveduras. O desafio de
produzir compostos quimicos do aro-
ma por meio de biossintese, entretan-
to, vem sendo vencido com entusiasmo
pelas empresas produtoras, que apon-
tam, como vantagens deste método, a
producéo de multiplos componentes
que contribuem para um perfil balan-
ceado do aroma; a obtencéo de novos
efeitos de aroma, com caracteristicas
Unicas nao obtidos com processos
tradicionais; a obtencio de perfis de
aroma que sio considerados naturais
pelos consumidores; e a potencialidade
para a producio de volumes que aten-
dam ao mercado internacional.

A biotecnologia eriou os bioaromas,
termo utilizado para designar aromas
de origem enzimatica ou por fermen-
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tacdo. Além de serem menos agres-
sivos ao meio ambiente, os processos
biotecnolégicos produzem aromas
considerados naturais. O interesse dos
cientistas atualmente é determinar
a contribuicdo de cada componente
no aroma global de um produto ou
matriz alimenticia. A importancia
sensorial de cada componente, expres-
sa como unidade de odor ou valor do
aroma, geralmente depende de sua
concentracio ativa e do “limiar” do
composto, determinado experimental
e preferencialmente na prépria matriz
alimenticia.

Os bioaromas sido comparados a
substincias quimicas de aromas ge-
rados biologicamente, derivados de
fermentacgio microbiana, pela acdo en-
dogena ou processamento de enzimas,
e através do metabolismo de plantas.

O elemento chave incluiu um se-
lecionado biocatalisador capaz de
executar, em uma Uinica etapa, a trans-
formacdo de um substrato, ou a sua
conversao em multiplas etapas, que tem
inicio com o metabdlito intermediario,
ou uma sintese dos nutrientes basicos
de uma fermentacio, em um controlado
e aperfeicoado processo técnico.

Os microrganismos alimenticios
classicos ou geneticamente modifica-
dos e misturas de modelos que imitam
alimentos foram os pontos de partida
para o desenvolvimento de novos pro-
cessos. Porém, a maioria dos aromas
usados em alimentos processados
industrialmente depende do potencial
biossintético das células das plantas.

BIOCATALISADORES DE CELULAS
VEGETAIS

Apbs o sucesso do primeiro cultivo
submerso de células vegetais nos anos
de 1950, surgiram revisdoes na sua
exploragao comercial. O uso biotecno-
légico de células vegetais rompe o
arranjo celular altamente estruturado
de uma planta inteira, transferindo as
células para um ambiente estéril de di-
visdo ilimitado. Esse processo envolve
o tratamento do tecido da planta com
fitoatuadores e a conversio da cres-
cente calosidade em uma suspensio

finamente espalhada para subcultivo
em biorreatores.

A substancia quimica uniforme em
ambientes fisicos, a auséncia da co-
municacao intercelular, e os estimulos
de crescimento sintéticos, induzem a
uma troca do metabolismo da célula
pararotas primarias. Como resultado,
i vitro, é comum que as células pro-
dutoras de aromas nio contenham
qualquer aroma volatil. Todavia, duas
pesquisas citaram mais de 170 refe-
réncias, que descrevem a formacéo de
volateis, o que indica, claramente, que
as células in vitro retém a informacéo
genética exigida para a producido de
aromas, sendo capazes de produzir
aromas volateis em condicoes satis-
fatérias. As etapas para a formacio
de aromas s6 podem ser expressas a
baixos niveis, em periodos limitados,
ou em razdes quantitativas que dife-
rem da planta inteira. Apesar destas
desvantagens, aimensa diversidade de
produtos originarios de plantas secun-
darias, inigualavel a qualquer outro
biossistema, continuou mantendo vivo
o interesse cientifico.

SUBSTRATOS EXOGENOS E A
VITALIDADE DAS CELULAS

Os solventes organicos sao uma
das alternativas para aumentar o
rendimento de produtos, prevenindo
a inibicdo ou a degradacio do subs-
trato em sistemas bifasicos. Segundo
estudos, os precursores de aromas
lipofilicos também podem requerer o
uso de solventes orgéanicos. Um reator
de transporte aéreo modificado, com
agitacdo através de um fluxo imiseivel
de agua solvente ao invés de ar, foi
utilizado para aplicacoes em escala-
piloto. Contudo, poucas pesquisas
sistematicas foram publicadas sobre
os efeitos fisiologicos dos solventes em
células vegetais in vitro.

Durante estudos para transforma-
¢ao de B-caroteno exégeno em células
vegetais suspensas, varios solventes
provaram ser uteis, sendo sua bio-
compatibilidade examinada. Todos
os solventes escolhidos afetaram a
vitalidade das células de limoes, na

fase estaciondria, apés uma exposicio
de cinco horas; metanol, dimetilforma-
mida, dioxano e etanol, foram os mais
compativeis. Em concentragoes mais
altas (> 2% v/v), o metanol apresentou
efeitos menos téxicos do que o etanol,
mas estabilizou a vitalidade da célula.
O tetrahidrofurano representou o
grupo de solventes mais téxicos. O
comportamento inesperado das cé-
lulas tratadas com metanol e a perda
da correlacio entre estes resultados,
além da constante dielétrica dos sol-
ventes, necessitam de um estudo mais
aprofundado.

A bioconversao do exégeno gera-
niol em 4lcool monoterpeno, caracte-
ristica presente em muitas culturas de
células em suspensio, foi selecionado
como uma caracteristica metabdlica
para estudar a sensibilidade das enzi-
mas das plantas envolvidas. Utilizando
as mesmas espécies e condicoes de
cultivo nos testes microscopicos de
vitalidade, os efeitos adversos do
etanol foram confirmados, enquanto,
em contraste, o metanol foi observado
como nio sendo superior a dimetil-
formamida ou ao dioxano. Utilizando
as mesmas condigdes de cultivo, mas
em células suspensas de macgés, um
quadro diferente foi obtido: o etanol foi
superior a0 metanol em concentracoes
inferiores, e o dimetilformamida e o
dioxano exibiram efeitos inibitérios em
concentracoes crescentes. O estudo
concluiu que somente em muito baixas
concentracgoes de dimetilformamida e
dioxano e, para menores extensoes, o
etanol foi tolerado sem reduzir signi-
ficativamente as atividades celulares.

Células suspensas de limdo foram
tratadas com varias concentracoes de
1% v/v dioxano para eliminar a toxici-
dade do geraniol aplicado. Além das
concentracoes usadas nas experiéncias
anteriores (8,7 uM), o limiar critico,
determinado como a vitalidade das
células na fase estacionaria, estava na
gama de 2-3 mM de geraniol. Foram
encontrados valores limite semelhan-
tes em suspensoes de Pelargonium
fragans providos com limoneno ou
terpendides.

Por outro lado, as concentracoes
milimolares de componentes de 6leo
essencial foram prejudiciais, inclusive,
apés um curto prazo de exposicio; o
actmulo de quantidades significantes
de nutrientes no crescimento das
culturas, como era esperado, deve ser
claramente excluido.

O metabdlito de plantas de inte-
resse comercial é, frequentemente,
armazenado intracelularmente. Para
superar esse problema, particular-
mente em células imobilizadas, foi
introduzido dimetilsulféxido (DMSO)
como agente permeabilizante; células
de Catharanthus roseus, perma-
neceram viaveis nas condicoes de
crescimento aplicadas. Porém, pesqui-
sas sobre Cinchona ledgeriana em
suspensio apresentaram resultados
opostos. Concentracoes de DMSO cor
relataram com o aumento da liberacio
do produto e com danos as células;
muitas das membranas permeabiliza-
das néo recuperaram sua integridade.
A atividade extracelular de peroxidase
(POD), e a alta atividade em muitas
suspensoes de células, foi medida por
um marcador metabélico. Apés quatro
horas de incubacio na presenca de
0,1% v/v de DMSO, o total de atividade
peroxidase foi notavelmente reduzido;
em concentracoes maiores de solvente,
foram observadas atividades inferio-
res ereducio da vitalidade das células.
As sensibilidades relativas da fase
tronco e fase estaciondria das células
foram bastante semelhantes. Outras
técnicas de ceifa, como eletroporacgio
ou ultrassonificacdo foram menos
destrutivas.

MELHORA NUTRICIONAL

Enquanto técnicas aprimoradas
de acumulacao ainda estdo sendo
desenvolvidas, a chave para o sucesso
comercial continua sendo o desafio
cientifico. A estratégia convencional
tem sido variar e modificar o ambiente
quimico da célula. Embora demorado
e um pouco fortuito, estes esforcos
obtiveram alguns resultados positivos
como, por exemplo, substratos menos
dispendiosos, como soro penetrante ou

xarope de milho, e com um meio mais
adequadamente divisor, os agentes ge-
lificantes para culturas de calosidades,
condicionando fatores e elicitores.

Os elicitores bidticos e abidticos
induzem reacoes de defesa da plantae
podem ser agrupados entre os fatores
externos de stress. O stress no cultivo
de células das plantas, por definicio,
restringe o crescimento, mas pode
induzir as enzimas para caminhos
secundarios. Por exemplo, em células
imobilizadas de pimenta, o aumento do
actmulo de capsaicina a baixas concen-
tragoes de oxigénio foi observado pelo
fendmeno de stress.

Células suspensas de péra, cul-
tivadas em um reator de transporte
aéreo, foram usadas livremente para
demonstrar o stress imposto por
concentracoes elevadas de oxigénio.
As células da fase tronco deixaram de
crescer quando a concentraco limite
foi excedida. Entre o quarto e sexto
dias, a hidroélise da sacarose permane-
ceu, mas o crescimento sofreu inibicéo.
Apds esta longa fase de adaptacio,
chamada de “tltima fase secundaria”,
o crescimento e o consumo de glicose
tiveram inicio novamente. O uso de gés
capilar cromatografico com solvente
revelou a presenca de alguns odores no
ar. A concentracao de oxigénio dissol-
vida ndo é um fator crucial para apoiar
a respiracio do transporte aéreo no
cultivo de células, contudo um perfil de
oxigénio cuidadosamente controlado
pode ajudar a estabelecer condicoes
de aumento da produgio de volateis.

Embora a sacarose tenha hidroli-
sado completamente apés trés dias, a
atividade de B-frutosidase permane-
ceu alta até o sétimo dia. Em paralelo,
culturas de células suspensas de liméo
cresceram muito lentamente. Baseado
em um modelo de célula recentemente
desenvolvido, a baixa atividade inicial
de B-frutosidase foi sugerida como a
causa. As atividades medidas foram,
porém, duas vezes mais altas, em mé-
dia, comparadas com péra e horteld,
sendo mantidas além do décimo dia
sem razdo fisiolégica aparente.

Foram monitoradas as concentra-
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¢oes de componentes ibnico na mesma
suspensio de péra. Com exce¢io da
Pi, as concentracoes de todos os {ons
quantificados permaneceram prati-
camente inalteradas durante o ciclo
de crescimento completo. Menos de
20% da concentracio férrea inicial e
menos que 10% do célcio e magnésio
sofreram aumento. Valores de nitrato

e de amonia apresentaram aumen-
tos fracos durante a fase tronco, e a
concentracio de nitrato caiu somente
na fase estacionaria, resultando em
um fraco aumento de amonia. O
crescimento, as vezes, mais lento das
células em biorreator e os efeitos da
pré-cultura podem responder por um
consumo reduzido de nutrientes. O

efeito adverso de uma alta concen-
tracdo de substratos na formacio de
metabdlito secundério foi substan-
ciado, persistindo a linha de célula de
tabaco em baixos niveis de Pi interno.
Pode ser preditos efeitos semelhantes
em formacédo secunddria de outros
componentes i6nicos reguladores de
nutrientes, como o calcio.

BIOTECNOLOGIA APLICADA A LOS AROMAS

Los aromas siempre han sido parte
dela historia humana. En los primeros
dias de la civilizacion, tenia la funcion
para comprobar si un alimento era
rancio o plantas dafiinas de diferen-
cian comestible. Hoy en dia, con el
desarrollo tecnolbgico en el &mbito de
la alimentacién, aromas asumieron la
funciéon de mejorar la calidad sensorial
de los alimentos. Gran parte del sabor
de un alimento estd directamente in-
fluenciado por su aroma.

El sector de la biotecnologia co-
mercial mas antigua y tradicional es
la comida. La produccién y el refino
de los alimentos por este proceso
pueden incluir aleohol, dcido acético,
acido propiénico y fermentaciones de
acido lactico en sustratos complejos
ocurren a menudo en forma mixta.

Los microorganismos se asocian
a menudo con la falta de calidad o
deterioro de los alimentos. Sin em-
bargo, los recientes avances en la
biotecnologia de plantas y hongos en
la tecnologia de enzimas, la ingenieria
genética, el seguimiento de bioproce-
sos y los avances de recuperacién de
productos técnicos proporcionados
nuevas oportunidades potenciales de
la biotecnologia en la produccion de
aromas.

Larelacion entre la fisiologia micro-
biana y la produccién de metabolitos
con olor, sin embargo, sélo llegé a ser
identificado en los estudios realizados
en los anos 50. A partir de entonces, un
numero significativo de estudios sobre
compuestos de sabor producidas por
bacterias, hongos filamentosos y leva-
dura comenz6 a publicarse.

La investigacion se dirigié
inicialmente a la optimizacién de
la biosintesis y la identificacién de
compuestos de aromas especificos.
Una primera lista de compuestos
volatiles en los alimentos consistia en
unos pocos cientos de constituyentes.

Con el advenimiento de instru-
mentos analiticos modernos, parti-
cularmente la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas,
el nimero de compuestos identifica-
dos se increment6 significativamente
y una compilacién reciente senalé
mas de 10.000 compuestos.

Las tecnologias complementarias
contribuyeron a la caracterizacién
estructural de compuestos aroma-
tizantes, tales como los ésteres pro-
ducidos por Pseudomonas fragi, el
aroma de coco detectado en cultivos
de Trichoderma viride, Myocacia
uda, Ischnoderma benzoinum, Tri-
choderma harzianum y especies de
Neurospora, el aroma agradable de
la manzana realizado en el cultivo de
Dipodascus aggregatus levadura,
veinte compuestos volétiles, predo-
minantemente ésteres y terpenos,
se han identificado en el medio de
cultivo Trichothecium roseum, los
monoterpenos citronelol, linalol y
geraniol que se produjeron en el
cultivo de Kluyveromyces lactis, el
aroma intenso y agradable de la pifia
que ha sido producido por la levadura
Dipodascus

magnusit, monoterpenos con
la calidad sensorial del aroma de
frutas luz producida por dos cepas
de Ambrosiozyma monospora, y no-

tas frutales y
florales pro-
ducidos por
Hansenula
anomala.

El desar-
rollo de métodos
biotecnolégicos para
obtener sabores es-
pecificos puede llegar
a ser bastante dificil,
porque la mayoria de
los sabores naturales
son el resultado de una
mezcla de compues-
tos que pueden alcanzar
cientos.

La biotecnologia ha creado
bioaromas, término utilizado para
describir los aromas de origen enzi-
matico o por fermentacion. Ademéis
de ser menos nocivo para el medio
ambiente, los procesos biotecnol6gi-
cos producen aromas considerados
naturales. Elinterés de los cientificos
es determinar actualmente la con-
tribucién de cada componente en el
aroma global de un producto o matriz
alimentaria. La importancia senso-
rial de cada componente expresado
como una unidad de olor o aroma,
valor generalmente depende de su
concentracion activa y el “umbral”
del compuesto, determinado experi-
mentalmente y preferiblemente en la
matriz del alimento en si.
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