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1 INTRODUGAO

A alimentacao apresenta uma contribuicdo direta sobre a saude e prevengao de doengas
e € cada vez maior o interesse mundial pelos alimentos que contém componentes que influenciam
as atividades fisioldgicas ou metabdlicas, ou que sejam enriquecidos com substancias isoladas
de alimentos com estas propriedades, e pelo papel que estes alimentos desempenham sobre a
saude. Nesse contexto, os alimentos com propriedades funcionais comprovadas vém conquistando
o mercado ha varias décadas (MORAES; COLLA, 2006; FREITAS et al., 2012; BIRCH;
BONWICK, 2019).

De acordo com a definicdo elaborada pelo Consenso Europeu sobre Alimentos Funcionais
em 1999, podem ser denominados “funcionais” os alimentos que, além de apresentarem
caracteristicas nutricionais adequadas, exergam efeitos sobre uma ou mais fungdes alvo do
organismo que sejam relevantes para a melhoria do estado de saude e bem-estar e/ou para a redugao
do risco de doengas. Ainda segundo esta definicao, os efeitos exercidos pelos alimentos funcionais
devem ser comprovados cientificamente e observados quando ingeridos em quantidades (porgoes)
comumente consumidas pela populagdo como parte de um padrao alimentar normal (DIPLOCK et
al., 1999). Estima-se que o mercado global de alimentos funcionais ira atingir 192 bilhdes de doélares
americanos em 2020 (BIRCH; BONWICK, 2019). De maneira semelhante ao verificado para os
alimentos funcionais, o mercado global relacionado aos compostos nutracéuticos dos alimentos tem
crescido internacionalmente, tendo atingido aproximadamente 67 bilhdes de ddlares americanos
no ano de 2016 (KAUR et al., 2019). Os nutracéuticos sdo produtos quimicos bioativos isolados
ou purificados obtidos a partir de alimentos e vendidos em formas farmacéuticas normalmente
ndo associadas a alimentos (suplementos) que resultam em beneficios a saude, incluindo a
prevencdo e o tratamento de doencas gastrointestinais, cardiovasculares, diabetes, sindrome
metabdlica, degeneragdo macular, entre outras, sendo, entretanto, consumidos em concentra¢des
muito superiores que aquelas fornecidas pela alimentagdo (HAYES, HUGHES; GREENE, 2012;
BROWN, POUDYAL; PANCHAL, 2015; HU; HU; MANSON, 2019). Os beneficios dos nutracéuticos
para a saude sao normalmente obtidos apds um longo periodo de consumo (KAUR et al., 2019). A
importancia de se ressaltar que as designacdes “alimento funcional” e “nutracéutico” tém significados
diferentes, mesmo que eles estejam fortemente relacionados, é reforgada por pesquisadores da
area ha varios anos (MORAES; COLLA, 2006). Os alimentos funcionais apresentam aspecto de
alimentos comuns e os nutracéuticos sao normalmente incluidos no segmento de suplementos;
porém, ainda ndo existem definicdes universalmente aceitas para as duas classes de produtos,
tornando dificil a sua clara distingao, trazendo significados que podem sobrepé-los dependendo da
regidao geografica (BOCCIA; PUNZO, 2020).

Em2016,aAgénciaNacionalde VigilanciaSanitaria(ANVISA)haviarealizadoumaatualizagéo
dalistade alimentos que poderiam receber alegagdes de propriedade funcional no Brasil. Tais produtos
deveriam apresentar em sua composi¢ao pelo menos um destes constituintes especificos: 6leos de
peixes, oleo de krill ou 6leo da microalga Schizochytrium sp., suplementos dos acidos graxos da série
Omega 3 (ou n-3) eicosapentaenoico (EPA) e/ou docosahexaenoico (DHA); carotenoides licopeno,
zeaxantina ou luteina com atividade antioxidante; fibras alimentares, dextrina resistente, goma guar
parcialmente hidrolisada, polidextrose ou outros carboidratos, como a lactulose, que contribuem
para o funcionamento do intestino; beta glicana em farelo, flocos e farinha de aveia, psillium (ou
psyllium) como fibra alimentar e quitosana, carboidratos, que contribuem para o metabolismo e/ou
reduzem a absorcéo de lipideos; prebidticos frutooligossacarideos ou inulina; fitoesterois; polidis
manitol, sorbitol e xilitol em gomas de mascar que reduzem a producao de acidos que danificam os
dentes; probiéticos; e proteina de soja (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).
Até o término da presente revisdo, contudo, a lista encontra-se novamente em atualizagdo, com
conteuido ainda indisponivel (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2020).
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Ressalta-se que, em alguma das etapas da cadeia de processamento de parte dos
ingredientes funcionais disponiveis para a industria de alimentos e, consequentemente, dos seus
produtos derivados, a biotecnologia € utilizada no sentido de melhorar e otimizar as propriedades
de seus constituintes que sao relevantes para a saude humana (SHETTY; SARKAR, 2020). As
pesquisas visando a utilizacdo da biotecnologia como uma ferramenta para a obtencéo de alimentos
e ingredientes funcionais sédo crescentes e estdo focadas em uma grande variedade de produtos
(SHETTY; SARKAR, 2019).

Nesse sentido, o artigo 2 da Convencéo sobre Diversidade Biolégica define “biotecnologia”
como qualquer aplicagéo tecnoldgica que use sistemas biolégicos, organismos vivos ou derivados
destes, para obter ou modificar produtos e processos para uso especifico (CONVENTION ON
BIOLOGICAL DIVERSITY, 1992), sendo esta a definicdo oficial reconhecida pela Organizagéo
das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo e pela Organizagao Mundial da Saude
(FERRO, 2010).

Alguns exemplos de uso da biotecnologia para a obtengdo de alimentos e ingredientes
funcionais sao: aumento da viabilidade de microrganismos probisticos em alimentos (AHMED, 2003;
STANTON et al., 2005; DOUILLARD; de VOS, 2019); produgéo prebidticos e outros oligossacarideos
e polissacarideos funcionais a partir de organismos selecionados e/ou geneticamente modificados
(WEYENS et al., 2004; MANO et al., 2018), desenvolvimento de espécies vegetais modificadas
geneticamente para o aumento da producao de fitoesterdis (LIAO et al., 2018; NEELAKANDAN
et al., 2012); modificacdo genética de microalgas para a producao de substancias antioxidantes e
4cidos graxos EPA e DHA (FERNANDEZ-SEVILLA, ACIEN FERNANDES; MOLINA GRIMA, 2010;
ADARME-VEGA et al., 2012; SAINI et al., 2020; HAMIDI et al., 2020); obtencdo de carotenoides
para a indUstria alimenticia, tanto a partir de algas (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018), bem
como de leveduras cultivadas em substratos especificos (AVALOS et al., 2017); entre varios outros.

Dessa forma, verifica-se que é de grande importancia a divulgagdo do conhecimento sobre
a aplicagéo da biotecnologia para a produgdo desses e outros alimentos e ingredientes funcionais
em fungao dos varios beneficios que estes podem trazer a saude da populagéo.

A presente revisao tem por objetivo apresentar as aplicagdes potenciais da biotecnologia na
obtencao dos principais alimentos e ingredientes funcionais de interesse comercial. Sdo comentadas
as técnicas ja utilizadas na agricultura e na industria para a obtengao desses produtos por meio
de processos biotecnoldgicos, bem como os avangos nas pesquisas para o desenvolvimento de
alimentos funcionais com o emprego da biotecnologia.

2 PRINCIPAIS TECNICAS EM BIOTECNOLOGIA

Os processos biotecnolégicos aplicaveis para a melhoria de culturas de microrganismos
para uso no processamento de alimentos fazem parte da “biotecnologia tradicional” e incluem os
métodos classicos de melhoramento genético, como a mutagénese e a conjugacéo. Os bioprocessos
fermentativos destacam-se como a principal aplicagdo biotecnolégica no processamento
de alimentos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2011; NISSAR et al., 2017).

Por sua vez, a “biotecnologia moderna” compreende a tecnologia genética recombinante
para a modificagdo de organismos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2011; CHARLEBOIS et al., 2019). O DNA recombinante é um fragmento de DNA
incorporado artificialmente a molécula de DNA de um vetor de clonagem que pode ser amplificado
em um organismo diversas vezes. Desta forma, grande quantidade do DNA em questado pode ser
obtida. O DNA inserido no vetor de clonagem usualmente contém o gene de interesse. Quando
necessario, o fragmento de DNA de interesse pode ser libertado do vetor por meio de enzimas
de restricdo. Uma vez isolado o gene de interesse, estes fragmentos de DNA sao incorporados
no genoma do organismo alvo, resultando em um organismo geneticamente modificado, cuja
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caracteristica adquirida passa a ser hereditaria. A clonagem do DNA envolve a separagdo de um
gene especifico, sua ligacdo a uma molécula de DNA transportadora e a replicacdo deste DNA
modificado em que o resultado deste processo € uma amplificagao seletiva de um gene particular. A
bactéria Escherichia coli foi o primeiro organismo usado para as pesquisas com DNArecombinante e
€ ainda a célula hospedeira mais comum (ALVES, 2004; LOPES et al., 2012). No caso especifico de
produtos comercializados no Brasil, a legislagéo brasileira estabelece que os consumidores devem
ser informados pelos produtores e industrias da natureza transgénica dos alimentos e ingredientes
alimentares produzidos a partir de organismos geneticamente modificados quando a presenca do
componente transgénico for superior a um por cento do produto (BRASIL, 2003a,b).

Cakar et al. (2005) ressaltam que, em contraste com a tecnologia de DNA recombinante,
0 uso de técnicas evolutivas na engenharia de bioprocessos aplicados a producéo de alimentos
apresenta uma vantagem pela alta probabilidade de aceitagdo publica como um procedimento
mais natural. A “engenharia evolutiva” ou “evolugédo adaptativa” define um conjunto de mutacdes
provocada pela multiplicagdo continua de uma cultura de microrganismo n&o recombinante
submetida a estresses seletivos, isto €, combinagdes simultdneas ou sequenciais de diferentes
condigdes de cultivo em que o organismo nao € otimamente adaptado, levando a sua evolugao
através da obtencdo de caracteristicas fenotipicas e/ou fisiolégicas de interesse (PEREZ-
TORRADO; QUEROL; GUILLAMON, 2015; WANG et al., 2019). Passadas algumas centenas de
geragbes do microrganismo, mutantes haploides, mostrando varios rearranjos cromossémicos,
podem ser isolados e avaliados quanto ao seu metabolismo (SANTOS; GELINSKI, 2008). Dentre as
caracteristicas fenotipicas que podem ser desejaveis destacam-se a maior capacidade e eficiéncia
de fermentagéo dos substratos e geracao de produtos, bem como a tolerancia a multiplos estresses,
como alta e baixa temperatura (termotolerancia), congelamento-descongelamento, osmolaridade,
alto teor de produtos intermediarios e finais do metabolismo (acidos organicos, etanol, acetoina,
peréxido de hidrogénio), estresse oxidativo, entre outros. O processo industrial pode selecionar
variantes genéticas para tolerancias multiplas (CAKAR et al., 2005; PEREZ-TORRADO; QUEROL;
GUILLAMON, 2015; WANG et al., 2019). Séo frequentemente utilizados agentes mutagénicos de
natureza quimica (etil-metano-sulfonato, metil-nitroso-guanidina) ou fisica (radiagéo ultravioleta)
para a geracdo de variabilidade em culturas de microrganismos (WANG et al., 2019). Ainda, a
engenharia evolutiva pode ser utilizada em conjunto com a engenharia genética para a obtengao
dos microrganismos com as caracteristicas de interesse (GUIMARAES et al., 2008).

E importante destacar que mecanismos tém sido criados para avaliar a seguranga dos
alimentos obtidos por técnica genética recombinante antes de sua entrada no mercado consumidor,
como testes de equivaléncia da composic¢ao do alimento modificado em relagdo ao seu antecedente
natural, avaliagao toxicoldgica, de potencial alergénico, de avaliagdo de potenciais efeitos colaterais,
além de acompanhamento epidemioldgico das populagdes apds a introdugao do produto no mercado
(AHMED, 2003; DADGARNEJAD; KOUSER; MOSLEMI, 2017; CHARLEBOIS et al., 2019).

3 PROBIOTICOS

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, afetam beneficamente a saude do hospedeiro. O consumo de tais
microrganismos esta associado a efeitos benéficos tanto em seres humanos como em animais (HILL
etal., 2014). Os beneficios para a saide humana com o consumo dos alimentos contendo probiéticos
sdo amplos, incluindo a prevengao de condigdes tais como infec¢des e disturbios gastrointestinais,
processos alérgicos, carcinogénese e crescimento tumoral (MORENO DE LE BLANC; LE BLANC,
2014; MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015). Estudos também apontaram efeitos dos probidticos
sobre a prevengao de infecgdes urogenitais, respiratérias e da pele (BUSTAMANTE et al., 2020),
bem como para o controle glicémico e redugéo dos fatores de risco para a sindrome metabdlica
(BORDALO TONUCCI etal., 2017a,b; XAVIER-SANTOS et al., 2020). Os microrganismos probiéticos
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disponiveis comercialmente s&o, na maioria, bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo estes os mais frequentemente empregados para a produgéo de alimentos,
0s quais apresentam um amplo histérico de seguranga de uso entre a populagao saudavel (SAAD
et al., 2011; BURITI; SAAD, 2014; XAVIER-SANTOS et al., 2020).

A resisténcia as condi¢des gastricas e entéricas e uma boa adesao a mucosa do intestino
sdo importantes caracteristicas para as bactérias probioticas, uma vez que a maioria dos seus
efeitos benéficos ocorre no ambiente intestinal (DOS SANTOS et al., 2015). A sobrevivéncia das
bactérias probidticas no produto é fundamental, necessitando alcancar populagdes elevadas, em
geral, a partir de quantidades superiores a 6 log unidades formadoras de colénias (UFC)/ ml ou
g, para exercer efeitos benéficos no intestino, até 108-10" UFC/dia ou mesmo 10°-10'° UFC/dose
para obtencao de outros beneficios sistémicos (MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015; PEREIRA et al.,
2019; XAVIER-SANTOS et al., 2020). No entanto, além de ser um grande desafio para a industria de
alimentos garantir todas essas condi¢des no produto probidtico (KOMATSU, BURITI; SAAD, 2008),
a dose suficiente de microrganismo para levar aos efeitos benéficos pode variar dependendo da
cepa utilizada e do produto, ndo sendo possivel estabelecer uma dose geral para todos os produtos
(MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015; XAVIER-SANTOS et al., 2020).

Devido a esses desafios, um dos principais objetivos da biotecnologia aplicada aos
probidticos € melhorar as caracteristicas tecnolégicas desses microrganismos, como, por exemplo,
melhorar a utilizagdo dos nutrientes disponiveis no alimento, aprimorar a produgao de metabdlitos
de interesse para as caracteristicas do produto, aumentar a sobrevivéncia e viabilidade do probiético
no produto, entre outras caracteristicas. Ao mesmo tempo, modificagdes nas caracteristicas dos
microrganismos para permitir uma melhor relagdo com o hospedeiro tém sido buscadas. Uma
das estratégias para a obtencéo de culturas probidticas geneticamente modificadas é através da
introdugcdo de plasmideos, de modo a permitir que tais microrganismos consigam permanecer por
mais tempo no hospedeiro, adquiram novos fenétipos como, por exemplo, a melhor utilizagcao de
carboidratos para a sua multiplicagdo, assim como obter um melhor restabelecimento da sua fungao
celular frente a condigdes ambientais adversas. Outro modo de obtencao de culturas de interesse
para a industria de alimentos e para a saude humana é através da engenharia de cepas utilizando-se
genes de outras espécies de bactérias laticas, genes de outros grupos de bactérias, ou até mesmo o
silenciamento de genes (AHMED, 2003; CLAES et al., 2010; DOUILLARD; DE VOS, 2019).

Outras técnicas de manipulagdo genética de microrganismos estdo disponiveis para
melhorar as caracteristicas tecnoldgicas de um probidtico. Com o objetivo de melhorar o
desempenho dos microrganismos probiéticos durante o processamento dos alimentos, muitos
pesquisadores tém se dedicado a compreender os mecanismos de resposta ao estresse em
lactobacilos e em bifidobactérias. Esses mecanismos de resposta podem ser conseguidos por
exposicado dos microrganismos probioticos a condigdes subletais de estresse, tais como oxigénio,
acido ou calor, o que ira desencadear a resposta adaptativa de suas células ao estresse aplicado e
aumentar a sobrevivéncia quando forem expostas novamente a outras condic¢des letais encontradas
no processamento industrial e/ou no transito gastrico. Sabe-se que estresses subletais induzem
a expressao de varios genes que podem resultar em um nivel consideravel de protegcao contra
os estresses ambiental e gastrintestinal (TERPOU et al., 2019). Por exemplo, a pré-adaptacao
de lactobacilos em condigbes adversas de sal e calor resultou no aumento da termotolerancia
e no aumento de sua sobrevivéncia durante a secagem por pulverizacado (spray-drying) em
comparacgao a culturas ndo adaptadas (STANTON et al., 2005). No estudo conduzido por Buriti et
al. (2010), verificou-se que o estresse provocado pelo armazenamento congelado de sobremesas
aeradas aumentou a resisténcia do probiético Lactobacillus acidophilus (cepa LA-5) as condigbes
gastrintestinais simuladas in vitro (variacdes de pH na faixa de 1,4 a 7,5), além da presenca de
enzimas digestorias e bile em temperatura de 37 °C. Outros dados semelhantes demonstram o
elevado potencial para a industria deste procedimento biotecnolégico ao induzir maior resisténcia as
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condigdes de processamento em microrganismos probiéticos, o que aumentara a sua sobrevivéncia
no alimento e as suas chances de colonizar o intestino (STANTON et al., 2005; TERPOU et al., 2019).

4 PREBIOTICOS

Diferentemente dos probidticos, que sdo microrganismos vivos ingeridos pelo consumidor,
conforme descrito com mais detalhes na se¢éo anterior, os prebidticos, conforme define Gibson et al.
(2017), sao substratos seletivamente fermentados utilizados pelos microrganismos do hospedeiro
conferindo um beneficio a saude. Os prebiodticos desempenham fungdes fisioldgicas comprovadas
no organismo, como alteragcao benéfica da microbiota do intestino, melhoria das fungdes intestinais
(regularidade, massa e consisténcia das fezes), prevencéo da diarreia ou da constipagéo intestinal,
aumento da absorg¢ao mineral, modulagao da sintese de peptidios gastrintestinais relacionados ao
metabolismo energético e saciedade, melhoria das fungdes intestinais de barreira, decréscimo da
producao de metabdlitos téxicos no intestino, redugao dos niveis de colesterol circulantes, reducao
do risco de doengas degenerativas (obesidade, diabetes tipo 2, cancer), entre outros (FRANCK;
BOSSCHER, 2009; GIBSON et al., 2017).

Grande parte dos dados da literatura cientifica sobre os efeitos dos prebidticos estao
relacionados aos frutooligossacarideos e inulina, membros do grupo dos frutanos, e aos
galactooligossacarideos, membro do grupo dos galactanos (VANDEPUTE etal., 2017; BROSSEAU et
al., 2019). Frutanos sao carboidratos de reserva de vegetais encontrados naturalmente em alimentos
como cebola, alho, alho-poré e outros (ROBERFROID, 2005; SAAD et al., 2011; BROSSEAU et al.,
2019). Ja os galactooligossacarideos (também denominados de trans-galactooligossacarideos) sao
produzidos a partir da lactose, assim como outra molécula que também apresenta efeitos benéficos
semelhantes, a lactulose (KOLIDA; GIBSON, 2008; MARTINS; BURKERT, 2009; BROSSEAU et al.,
2019; TERPOU et al., 2019). O estimulo da multiplicagado dos microrganismos benéficos do intestino,
especialmente bifidobactérias no célon, tem sido observado com consumo diario a partirde 4 a 5 g
até 20 g de prebidticos por um periodo de, pelo menos, duas semanas (KOLIDA; GIBSON, 2008;
KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015; VANDEPUTTE et al., 2017).

A inulina comercializada como ingrediente prebidtico pode ser extraida da raiz de
vegetais como a chicéria e a alcachofra-de-Jerusalém, enquanto que os frutooligossacarideos
séo obtidos a partir da hidrdlise controlada da inulina (utilizando endoinulinases) ou sintetizados
a partir da sacarose (utilizando enzimas que apresentam atividade fructosil-transferase, como
as obtidas a partir de Aspergillus niger ou de Aspergillus ficuum) (FRANCK; BOSSCHER, 2009;
ROBERFROID, 2005; SARUP SINGH; PAL SINGH; KENNEDY, 2016). No entanto, a sintese
enzimatica de frutooligossacarideos ainda apresenta empecilhos industriais, como elevado custo
e baixa disponibilidade no mercado de enzimas que apresentam um nivel de atividade eficiente
e necessaria para a producédo industrial de frutooligossacarideos (SARUP SINGH; PAL SINGH e
KENNEDY, 2016; VEGA-PAULINO e ZUNIGA-HANSEN, 2012; OLIVEIRA et al., 2020). Para suprir
essa demanda, estudos com fructosil-transferases recombinantes tém sido realizados. Alguns
dos microrganismos utilizados como doadores de genes foram Gluconacetobacter diazotrophicus
(TRUJILLO et al., 2001), Lactobacillus reuteri (VAN HIJUM et al, 2002), Bacillus subtillis (SEIBEL
et al., 2006) e Aspergillus niger (ZUCCARO et al., 2007; YANG et al., 2016; MAO et al., 2019)
enquanto que os organismos receptores para expressao de fructosiltransferase em larga escala
foram Escherichia coli (VAN HIJUM et al., 2002; SIEBEL et al., 2006) e Pichia pastoris (TRUJILLO
et al., 2001; YANG et al., 2016; MAO et al., 2019).

Para a producao de galactooligossacarideos utilizam-se as enzimas B-D-galactosidases
com atividade de transgalactosilagdo que hidrolisam a lactose em glicose e galactose e transferem
a galactose liberada para o monOmero galactosil de uma lactose intacta (BOTVYNKO et al.,
2019; VERA et al., 2020). Enzimas B- D-galactosidases com atividade de transgalactosilagao
séo distribuidas entre varios microrganismos, incluindo bactérias, arqueas, leveduras e bolores
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(MARTINS; BURKERT, 2009; PARK e OH, 2010). Os microrganismos utilizados para a obtencgéo
comercial de B- D-galactosidases s&o principalmente leveduras das espécies Kluyveromyces lactis
e Kluyveromyces marxianus, bolores das espécies Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, além de
bactérias do género Bacillus sp (OLIVEIRA et al., 2011). A levedura Kluyveromyces lactis tem sido
0 microrganismo mais estudado para a produgao desse tipo de enzima; entretanto, a enzima obtida
a partir dessa espécie apresenta baixa atividade de transgalactosilacdo e estabilidade térmica
reduzida. Por outro lado, também tem sido estudada a producéo de galactooligossacarideos a partir
de B-galactosidases recombinantes termoestaveis obtidas de microrganismos como Geobacillus
stearothermophilus, Pyrococcus furiosus, S. solfataricus, T. maritima e Thermus sp. (PARK; OH,
2010), bem como de Bifidobacterium longum expressa em E. coli, também com consideravel
estabilidade térmica acima de 100°C (OH et al., 2017). As enzimas recombinantes termoestaveis
apresentam varias vantagens sobre as enzimas nativas, incluindo facilidade de purificagéo, produgao
em larga escala, melhoria em sua atividade, além de poderem ser usadas durante o processamento
térmico dos produtos, como a pasteurizacao (PARK; OH, 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Oligossacarideos do leite humano (HMOs) sao conhecidos por contribuir para a saude
dos lactentes desempenhando importante papel na redugdo da susceptibilidade destas criancas
a doengas, melhorando a fungéo da barreira intestinal que regula as imunidades local e sistémica
(BYCH et al., 2019). Véarios HMOs tém sido descritos como capazes de atuarem como prebidticos,
dentre eles lacto-N-neotetraose, 2’-fucosilactose, 3-fucosilactose, promovendo o desenvolvimento
da microbiota inicial que coloniza o intestino infantil, especialmente de bifidobactérias, aumentando
a resisténcia a patégenos e modulando a resposta imune (ELISON et al., 2016; YU et al., 2018;
HOLLANDS et al.,, 2019; PITT et al.,, 2019). A espécie E. coli é conhecida por apresentar a
capacidade de produzir oligossacarideos comuns no leite humano com atividade prebiética usando
lactose como substrato, por exemplo, para a aplicagdo em féormulas infantis e outras aplicagbes
nutricionais, a partir do silenciamento ou alteracdo do gene /acZ, o gene codificador para a enzima
que hidrolisa a lactose, a B-galactosidase (BYCH et al., 2019). Outros microrganismos geneticamente
modificados tém sido estudados para a produgao destes oligossacarideos como, por exemplo,
S. cerevisiae, Yarrowia lipolytica e Corynebacterium glutamicum (YU et al., 2018; BYCH et al.,
2019; HOLLANDS et al., 2019).

Outros estudos tém visado a modificagdo genética de vegetais para a produgédo de
componentes com atividade prebidtica. Sévenier et al. (1998) obtiveram uma variedade de beterraba
geneticamente modificada que apresentou elevada producao de FOS a partir da introducéo do gene
1-SST codificador da enzima 1-sacarose:sacarose fructosil transferase isolado da alcachofra-de-
Jerusalém (Helianthus tuberosus). Segundos os autores, esta variedade de beterraba apresentou
potencial como fonte alternativa de baixo custo para a obtengdo de FOS quando comparada a
produgéo industrial a partir do uso da enzima de A. niger para a obtencgao destes oligossacarideos
utilizando sacarose como substrato. Weyens et al. (2004) também obtiveram sucesso na obtengéo
de uma variedade transgénica de beterraba produtora de FOS a partir da incorporagcéo do gene
1-SST obtido de cebola. Kawakami, Sato e Yoshida (2008) relatam que a modificacdo genética
de arroz objetivando a sintese de frutanos nos graos ainda aumentou a capacidade de resisténcia
ao frio destas novas variedades. Por sua vez, o gene 71-STT isolado da alcachofra-de-Jerusalém
foi expresso em batata (Solanum tuberosum), via transformagédo mediada por Agrobacterium no
estudo de Moom et al. (2019), gerando niveis do frutano 1-cestose superiores a 3 mg/g nas batatas
transgénicas, mais elevados que os encontrados no vegetal doador do gene. Os mesmos autores
também verificaram que a incorporacgao simultanea dos genes 7-SST e 7-FFT isolados da alcachofra-
de-Jerusalém, este Ultimo que codifica para a enzima frutano:frutano 1-frutosiltransferase, permitiu
que as batatas também produzissem frutanos com grau de polimerizagéo igual a 5 ou superior, mas
neste caso, em concentragdes inferiores as encontradas no vegetal doador do gene.
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5 ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 EPA E DHA

Omega 3 (n-3) constitui uma familia especifica dentro do grupo dos &acidos graxos poli-
insaturados, estando varios acidos dessa série relacionados metabolicamente uns aos outros. Os
acidos graxos n-3 sao denominados dessa forma por serem caracterizados por possuirem duplas
ligagOes a partir do carbono de nimero 3 mais proximo da posigao metila terminal da cadeia (acil)
hidrocarbénica; neste caso o carbono metila € contado como o numero 1 (INNES; CALDER, 2020).
Uma vez que estdo relacionados entre si, os acidos graxos n-3 apresentam como precursor o
acido a-linolénico (ALA, C18:3 n-3 cis-A-9,12,15) (MUGGLI, 2006; MEESAPYODSUK; QIU, 2012).
Ha varias décadas, os acidos graxos n-3 presentes em organismos marinhos, especialmente os
acidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3 cis-A-5,8,11,14,17) e docosaexaenoico (DHA, 22:6 n-3
cis-A-4,7,10,13,16,19), tém recebido enorme atencgado devido ao seu consumo estar associado com
a reducédo do risco de aterosclerose e varios outros beneficios, como a protecédo contra diabetes
e desordens inflamatérias, além de desempenharem um papel importante no desempenho e
manutengéo das fungdes e ocular e cerebral (JACOBSEN et al., 2006; MEESAPYODSUK; QIU,
2012). Estudos recentes tém mostrado que o EPA e o DHA podem atuar de modo diferente no
nosso organismo. Por exemplo, o EPA tem sido mais efetivo na redugéo da morbidade e mortalidade
cardiovascular e no tratamento de desordens depressivas do humor, enquanto que, o DHA
estaria mais associado a redugéo do risco de todas as causas de deméncia (VORS; COUTURE;
LAMARCHE, 2020). Ainda, embora demonstre ser capaz de resultar em maior redu¢do nos niveis
séricos de triacilgliceréis e aumento dos niveis de lipoproteina de alta densidade associada ao
colesterol (HDL-c), também resulta em maior aumento nos niveis séricos da lipoproteina de baixa
densidade associada ao colesterol (LDL-c), bem como exerce maior influéncia no tamanho dessa
lipoproteina (DECKELBAUM; CALDER, 2020). Estas diferengas poderiam estar relacionadas ao fato
de que o aumento da redugéo sérica dos niveis de triacilgliceréis desempenhada pelo DHA estaria
associado ao aumento da atividade da lipoproteina lipase (LPL) sem alteragdes na lipogénese;
por sua vez, o efeito nulo do EPA nos niveis séricos de tracilglicerois é resultado de concomitante
aumento tanto na lipogénese como na atividade da LPL (KLINGEL et al., 2019; VORS; COUTURE;
LAMARCHE, 2020).

De todo modo, a captagcédo de EPA e DHA a partir da dieta é fortemente influenciada pelo
consumo de peixe, sendo as fontes tipicas desses acidos graxos os peixes marinhos de aguas
geladas, como salmao, atum, sardinha, bagre, cavalinha e arenque (YENDAPALLY, 2010; INNES;
CALDER, 2020). Visando a promog¢ao da saude cardiovascular, tem sido recomendado um consumo
diario de EPA/DHA entre 250 mg e 300 mg para adultos, dos quais pelo menos 200 mg deveria
corresponder ao DHA para gestantes e lactantes (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2010;
ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA;
FUNDACION IBEROAMERICANA DE NUTRICION, 2012). A estratégia para se aumentar a ingestdo
de EPA e DHA seria aumentar a ingestao de peixes marinhos; entretanto, o consumo desse alimento
pelas populagdes ocidentais € considerado muito baixo. A producédo de suplementos alimentares e
o desenvolvimento de alimentos enriquecidos com EPA/DHA tém sido alternativas para aumentar o
consumo de EPA/DHA pela populagdo (MUGGLI, 2006; INNES; CALDER, 2020).

No entanto, as fontes de EPA e DHA disponiveis para a produgdo de suplementos e
fortificacdo de alimentos ainda sdo bastante restritas; a producéo de suplementos desses acidos
graxos a partir de 6leos de peixes marinhos ja foi excessivamente explorada, o que tém resultado em
redugdes drasticas das populagdes de peixes no oceano (MEESAPYODSUK; QIU, 2012; LAKRA et
al., 2019; PUDNEY et al., 2019). Além disso, a possivel contaminagao do 6leo de peixe com metais
pesados e toxinas é cada vez mais uma preocupagao (MEESAPYODSUK; QlU, 2012). Por isso, a
comunidade cientifica e entidades comunitarias e comerciais estdo atualmente exercendo intensa
pressao para a exploragdo de novas alternativas para estes acidos graxos (LAKRA et al., 2019;
NAPIER et al., 2019a; PUDNEY et al., 2019).
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Uma das possibilidades que emergiu para a produgao de 6leos ricos em EPA e DHA foi
o cultivo de cepas de microalgas produtoras de elevadas concentragbes de acido graxo (WARD;
SINGH, 2005; MUGGLI, 2006; CHARLES et al., 2019). Cepas dos géneros Phaeodactylum,
Nannochloropsis, Thraustochytrium e Schizochytrium apresentaram elevadas concentragées de EPA
e/ou DHA (ADARME-VEGA et al., 2012). Outros géneros propostos para a producéo de EPA incluem
Asterionella, Paviova, Nitzschia, Navicula, Porphyridium e Tetraselmis, e para a produgdo de DHA
Aurantiochytrium, Cryptheconidium, Isocrysis, e Thraustochytriidae (WARD; SINGH, 2005; BELLOU
et al., 2016). As microalgas Phaeodactylum tricornutum e Nannochloropsis sp. apresentaram um
contetudo de EPA de até 39% do total de acidos graxos, enquanto as cepas de Thraustochytrium
e Schizochytrium limacinum tiveram uma percentagem de DHA entre 30-40% do total de acidos
graxos quando cultivadas em condi¢des heterotroficas. Alta biomassa e produtividade de EPA e DHA
comercialmente aceitavel sdo alcangadas com microalgas cultivadas em meios com concentragdes
otimizadas de carbono e nitrogénio e condi¢cdes controladas de pH e temperatura. Uma elevada
producgdo de 6leo, incluindo DHA de Schizochytrium (50% m/m), pode ser obtida através de elevada
taxa de multiplicagao por meio do controle de nutrientes tais como glicose, nitrogénio, sodio, e de
fatores ambientais, como a concentragédo de oxigénio, temperatura e pH, alcangando o aumento da
densidade celular e a alta produtividade de DHA (ADARME-VEGA et al., 2012).

Em microalgas, a engenharia genética tem provido a oportunidade de explorar o genoma
destes organismos sema através de sua modificagao, deletando ou inserindo sequéncias genéticas
especificas (RANDHIR et al., 2020). Ao associarem rendimento da producdo de dmega 3 de
microalgas com a tecnologia recombinante, Hamilton et al. (2014) conseguiram um aumento de 8
vezes da producdo de DHA em Phaeodactylum tricornutum pela sua modificagdo genética a partir
da introdugdo de uma A5-elongase originaria da picoalga Ostreococcus tauri Concentragao ainda
maior de DHA foi verificada pelos autores quando a microalga co-expressou a A5-elongase com
uma A6-desaturase dependente de acil-CoA, também originaria de Ostreococcus tauri.

Por sua vez, a biossintese de acidos graxos em plantas ocorre nos plastidios pelo complexo
enzimatico acido graxo sintase (WARD; SINGH, 2005). Segundo Napier et al. (2019a), o interesse
em plantas modificadas geneticamente capazes de acumularem acidos graxos n-3 iniciou no final
dos anos 1990. De acordo com os autores, do ponto de vista econdmico, o preco commodity do 6leo
de peixe é duas vezes maior que o de Oleos vegetais, tornando mais atrativo introduzir os acidos
graxos n-3 de cadeia longa em plantas. Apesar dos 6leos de vegetais serem ricos em acidos graxos
de 18 carbonos, sao desprovidos de acidos com 20 ou mais carbonos, como o EPA e DHA. De modo
a permitir que vegetais produzam EPA e DHA, é necessaria a introdugdo de novas enzimas com
atividade elongase e dessaturase (WARD; SINGH, 2005; NAPIER et al., 2019a). Aconversao do acido
graxo a-linolénico em EPA em um organismo vegetal requer um minimo de trés reacdes enzimaticas
naturalmente ausentes, sendo duas dessaturacdes e uma elongacdo (VENEGAS-CALERON
et al., 2010). Apesar de ja demonstrada a introducdo de rotas biossintéticas para a produgao de
acidos graxos com 20 ou mais carbonos em culturas de sementes oleaginosas, o alcance de niveis
economicamente viaveis de EPA e DHA nesses vegetais modificados geneticamente tem sido
considerado um desafio (RUIZ-LOPEZ et al., 2012; NAPIER et al., 2019a,b). Para o 6leo de canola
(Brassica napus), por exemplo, niveis modestos de DHA (<4%) foram obtidos a partir da introdugéo
na planta de genes de uma via policetideo sintase (PKS) anaerdbica obtida a partir da microalga
Schizochytrium. Ja para a canola LBFLFK, seu desenvolvimento foi a partir da variedade de canola
Kamily, recebendo genes de diferentes microrganismos, por exemplo codificadores de A-elongases
tanto de Physcomitrella patens como de Thalassiosira pseudonana, copias da A5-desaturase,
vinda de Ostreococcus tauri, além de cépias da w3-desaturase, totalizando 24 transgenes para a
biossintese de EPA (em niveis de aproximadamente 7% no 6leo) e DHA (aproximadamente 1%)
(NAPIER et al., 2019b).
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6 FITOESTEROIS

Os fitoesterdis, também conhecidos como esterdis vegetais, sdo esterois contendo uma
substituicdo alquila na posicédo C-24 (C-24 alquil esterdis) e constituem uma familia de produtos
naturais que ocorrem em plantas superiores em todas as fases de desenvolvimento (NEELAKANDAN
et al.,, 2012). Os esterodis sdo componentes de membrana e atuam na regulagéo da fluidez e
permeabilidade de membrana (HASE et al., 2005). Estes esterois sdo compostos presentes nos
Oleos de vegetais (MARTINS et al.,, 2004) e apresentam grande similaridade estrutural com o
colesterol (HANNA et al., 2020).

De modo geral, os esterodis sao estruturas que apresentam esqueleto baseado em quatro
anéis fundidos, cujas diferengas na conjugacao, posigao e tipo de grupos funcionais polares geram
um amplo espectro de polaridades nesta familia de lipidios (ALDANA; ROMERO-OTERO; CALA,
2020). O nucleo esterol, 1,2-ciclopentanoperidropenantreno, que compreende esses quatro anéis
fundidos (A, B, C, D), se liga a um grupo B-hidroxil (3-OH) no carbono 3 e uma longa cadeia lateral ao
carbono 17. O grupo hidrofilico 3-OH geralmente contribui para a realizagdo de pontes de hidrogénio
com outros grupos lipofilicos, enquanto que a conformagéo e o comprimento da cadeia lateral,
bem como a estereoquimica do grupo alquila na posicdo C-24, sao a chave para as interagdes
moleculares (HANNAN et al., 2020). A diferenga entre as estruturas quimicas do colesterol e dos
fitoesterois e fitoestanois (esterdis saturados) sdo devidas justamente ao fato de que cada esterol
vegetal possui uma cadeia alquila lateral adicional na posicao C-24: o 3-sitosterol contém um grupo
etila extra; o campesterol contém um grupo etila extra; o estigmasterol contém um grupo etila na
posi¢do C-24 e também uma dupla ligagdo na posi¢do C-22 (CEDO et al., 2019). Assim, a cadeia
lateral dos fitoesterdis contém geralmente 9 ou 10 atomos de carbono, em oposi¢cao ao colesterol
que possui 8 carbonos (HANNAN et al., 2020).

Os fitoesterois podem ocorrer na forma livre cristalina, esterificada a acidos graxos livres
ou com acidos fendlicos como o acido ferulico, ou ainda glicosilados com hexoses no carbono 3
(CEDO et al., 2019). Dentre os alimentos ricos em fitoesterdis e fitoestandis, destacam-se a soja, os
frutos oleaginosos e os 6leos de vegetais em geral, principalmente os de canola, arroz e girassol.
Os ésteres de esterol e estandis vegetais sdo reconhecidos como componentes funcionais dos
alimentos por apresentarem propriedades hipocolesterolémicas (MARTINS et al., 2004). Duzentos
tipos de fitoesterdis ja foram identificados, existindo uma grande variedade de fitoesterodis presente
nos alimentos, porém o B-sitosterol e o campesterol representam mais de 80% dos fitoesterdis
presentes nos extratos vegetais (CEDO et al., 2019). Outros fitoesteréis também abundantes nos
produtos in natura séo o estigmasterol, brassicasterol e avenasterol (CEDO et al., 2019; GYLLING
et al., 2019).

Para a reducdo da colesterolemia, os fitoesterdis podem ser utilizados de forma isolada
ou combinada a outros agentes hipocolesterolemiantes, de acordo com os niveis circulantes
de colesterol no paciente (LAW, 2000). Em adicdo ao efeito da redugao do colesterol total e
colesterol ligado a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), os fitoesterois também possuem
outras propriedades promissoras, como a agao anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatdria,
antiaterogénica e antipirética (LAW, 2000; BRUFAU, CANELA e RAFECAS, 2008; CEDO et al.,
2019; JIANG et al., 2019).

Ha muito interesse em se aumentar o teor de fitoesterdis naturais em 6leos de sementes
por engenharia genética da rota metabdlica de produgao destes compostos. O sitosterol e outros
fitoesterdis sdo moléculas derivadas da via do mevalonato da biossintese de isoprenoides. A
formacao dessas moléculas é controlada pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase
(HMGR). A superexpresséao transgénica do dominio catalitico do gene HGMR1, que codifica essa
enzima, mostrou ser eficiente para promover o acumulo de fitoesterdis. Vegetais que receberam
genes HMGR exdgenos mostraram um aumento dos niveis de fitoesterol de 2-10 vezes, dependendo
da planta testada. Na soja, duas isoformas da enzima esterol C24-metiltransferase (SMT), SMT1
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e SMT2, também estdo envolvidas na biossintese de fitoesterdis. A modificagcdo genética de
variedades de soja através da manipulacdo dos genes HMGR1, SMT1 e SMT2 promoveu um
aumento de, aproximadamente, 35% no acumulo total de esterdis nas sementes em comparacao
com as sementes comuns (NEELAKANDAN et al., 2012).

No estudo de Chen et al. (2007), foi relatada a presenca de um gene AtSATT (At3g51970)
que codifica para uma promissora enzima esterol O-aciltransferase na espécie vegetal Arabidopsis
thaliana. Quando esta enzima foi expressa em Saccharomyces cerevisiae, verificou-se a produgao
de ésteres de esterol ricos em lanosterol. Esta esterol O-aciltransferase de Arabidopsis é
estruturalmente relacionada a acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT) em sistemas animais e
media uma rota alternativa para a biossintese de ésteres de fitoesterdis em vegetais. Segundo os
autores, o gene AtSAT1 também apresenta potencial para ser utilizado na engenharia genética de
sementes para a obtengéo de concentragdes de fitoesterdis comercialmente desejaveis.

No estudo de Liao et al. (2018), foi possivel aumentar simultaneamente a producao de
vitamina E, carotenoides, esqualeno e fitoestedis em tomate geneticamente modificado através
da introdugao, via transformagéo mediada por plasmideos de Agrobacterium, do gene BjHMGS1
de Brassica juncea (mostarda marrom), que codifica para a enzima 3-hidroxy-3-metilglutaril-CoA
sintase (HMGS).

Ainda, segundo Randhir et al. (2020), as microalgas sdo também promissoras para a
producédo comercial de fitoesterdis em larga escala, uma vez que numerosos esterodis tém sido
reportados nesses organismos e a tecnologia para a sua modificagdo genética é disponivel, seja
por evolugéo adaptativa em situagdes de estresse ou por técnica de DNA recombinante. No entanto,
segundo os autores, ainda sdo necessarios mais estudos de modo a viabilizar tal produgao de
modo ambientalmente e economicamente sustentavel, particularmente, com mais enfoque nas vias
metabdlicas envolvidas na biossintese de esterdis por esses organismos.

7 CAROTENOIDES

A oxidagdo nos sistemas bioldgicos ocorre em razdo da agao dos radicais livres no
organismo. Elas podem ser geradas por fontes enddégenas ou exdgenas. As fontes enddgenas
originam-se de processos biolégicos que ocorrem no organismo a partir da atividade de enzimas
oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases, além dos sistemas de
transporte elétrons e da presenca intracelular de metais de transicao, enquanto que as fontes
exodgenas incluem tabaco, poluicao do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiagoes,
sendo todos estes processos geradores de radicais livres (MORAES; COLLA, 2006; LI et al., 2020).
Os antioxidantes colaboram na redugao de radicais livres agindo em diferentes niveis da sequéncia
oxidativa, interceptando os radicais para formar compostos menos reativos (GUZEL e ELMASTAS,
2020). Determinadas substancias fitoquimicas, carboidratos, proteinas, peptideos, vitaminas e
minerais podem atuar atrasando ou inibindo a propagacéo das rea¢des de oxidagdo em cadeia, as
quais levam tanto ao dano nas células, bem como ao prejuizo sensorial e nutricional dos alimentos
(CARVALHO et al., 2006; HU et al., 2016; MORENO-VASQUEZ et al., 2017; SOHAIB et al., 2017).
No organismo, os danos oxidativos sdo causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS),
formadas como resultado dos processos metabdlicos. As ROS possuem grupos radicais livres
altamente reativos que podem ser neutralizados por moléculas antioxidantes como, por exemplo, os
carotenoides, que apresentam efeitos bastante conhecidos (COLAK et al., 2020).

Os carotenoides séo substancias quimicas altamente saturadas derivadas do isopreno
dentro de um grupo de substancias tetraterpénicas, compostas de uma cadeia contendo 40
unidades de carbono e um grande sistema de duplas ligagdes conjugadas (FERNANDEZ-SEVILLA
et al.,, 2010; SHARMA; GHOSHAL, 2020). Sdo pigmentos lipossoliveis amplamente difundidos
na natureza, além de serem caracterizados por apresentar moléculas oxidaveis e isomerizaveis
(SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017). Trata-se de um grupo de compostos relevantes devido ao seu
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papel na fotossintese e fotoprotecao, a sua vasta aplicabilidade como corante alimentar e a suas
fungdes fisioldgicas nos tecidos humanos como antioxidantes e como filtros da luz azul (KRINSKY
et al., 2003; FERNANDEZ-SEVILLA et al., 2010). Dessa forma, os carotenoides sdo utilizados
comercialmente como corantes alimenticios e nutracéuticos, bem como também sao empregados
para fins cosméticos e farmacéuticos (LEE; SCHMIDT-DANNERT, 2002; SIGURDSON; TANG;
GIUSTI, 2017).

Existem duas classes principais de carotenoides que ocorrem naturalmente: os carotenos,
que sao hidrocarbonetos lineares ou ciclicos em uma (monociclicos) ou ambas (diciclicos) as
extremidades da molécula (tais como [-caroteno e a-caroteno); e as xantofilas, que sdo derivados
oxigenados dos carotenos (SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017). Carotenoides contendo pelo
menos um anel $-ionona nao substituido (B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno e B-criptoxantina) sdo
chamados pré-vitamina A porque eles podem ser convertidos em retinal por humanos e animais.
O licopeno, apesar de nao possuir atividade pré-vitamina A, € um potente antioxidante em fungao
de sua natureza insaturada, sendo capaz de reduzir o risco de doengas coronarianas e certos
tipos de cancer (JASWIR et al., 2011; BERMAN et al., 2015). Enquanto isso, as xantofilas contém
grupos hidroxila ou carbonila adicionais, os quais contribuem para aumentar a sua solubilidade e,
portanto, a sua distribuicdo nos tecidos animais. A luteina ((3R,3'R,6’R)-3,e-caroteno-3,3’-diol) é
uma xantofila que, em conjunto com zeaxantina, tem recebido elevada atengéo devido aos estudos
que demonstraram o quanto uma ingestdo adequada deste produto pode ajudar na prevengao
ou reducédo do efeitos de doencas degenerativas em humanos, tais como as relacionadas com
degeneragado macular pela idade ou catarata, e também na contribuicdo da saude da pele. A luteina,
juntamente com a zeaxantina em menor proporgao, € o Unico carotenoide que € absorvido na corrente
sanguinea ap6s ingestao e acumulado na retina humana, sendo assumido que este composto atua
como um antioxidante ativo através do efeito protetor que exerce devido a sua capacidade de filtrar a
luz azul, seu potencial para inativar oxigénio singlete, uma das espécies reativas de oxigénio, e para
eliminar outros radicais livres (ROBERTS et al., 2009; ARNAL et al., 2009; FERNANDEZ-SEVILLA
et al., 2010). Todas as xantofilas produzidas pelas plantas superiores (por exemplo, violaxantina,
anteraxantina, zeaxantina, neoxantina e luteina), sdo também sintetizadas por algas verdes. No
entanto, em contraste com as plantas terrestres, algas verdes especificas possuem xantofilas
adicionais, tais como loroxantina, astaxantina e cantaxantina. Ainda, existem as formas diatoxantina,
diadinoxantina e fucoxantina que séo produzidas em algas marrons ou em diatomaceas (LOHR e
WILHELM, 2001; EONSEON et al., 2003).

Até o inicio dos anos 2010 eram ainda poucos os carotenoides (ex. licopeno, p-caroteno,
astaxantina, cantaxantina, capsantina, luteina, anato, $-apo-8-carotenal, éster-3-apo-8-carotenal)
com relatos de produgao comercial através de isolamento de fontes naturais ricas nestes compostos,
porém limitadas, ou por sintese quimica, ou fermentagéo (JASWIR et al., 2011). Dada a importancia
destes compostos no mercado de alimentos, nutracéuticos, ragcdo animal e produtos farmacéuticos,
houve um aumento de sua demanda, desencadeando uma concentracado de esforgos em pesquisa
com o objetivo de se produzir estas e outras moléculas de carotenoides (KIM et al., 2010; JASWIR et
al., 2011; BERMAN et al., 2015). Alguns estudos envolvendo o uso da biotecnologia para a melhoria
da concentragao desses componentes nos alimentos serdo comentados a seguir.

Com relagdo a obtengcédo comercial de carotenoides por fermentacao, destacam-se os
cultivos do bolor Blakelea trispora e da microalga Dunaliella salina para produgao de B-caroteno, bem
como da levedura Xanthophyllomyces dendrorhous (anteriormente denominada Phaffia rhodozyma)
e da microalga Haematococcus pluvialis para a produgédo de astaxantina (BERMAN et al., 2015;
HARVEY, 2017). Sdo também tidas como produtoras potenciais de carotenoides para uso industrial
as microalgas Chlorella ellipsoidea e Porphyridium spp. para a obtengdo de zeaxantina, assim como
Chromochloris zofingiensis (anteriormente pertencente ao género Chlorella) para a produgao de
astaxantina e cantaxantina (VARELA et al., 2015; CEZARE-GOMES et al., 2019). Tal producao tem
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sido possivel principalmente em fung¢ao da transformacao desses organismos, seja por condigées de
estresses abidticos ou através de engenharia genética (BERMAN et al., 2015; VARELA et al., 2015).

Varela et al. (2015) fornecem pistas de como situagbes de estresse desencadeiam a
carotenogénese em Dunaliella salina. Segundo os autores, depressao de nutrientes, ambiente salino
e elevada luminosidade sao indicativos de que o habitat ira se modificar. A concentragcéo salina do
ambiente aumenta por evaporagéo da agua, ao mesmo tempo em que ha aumento da luminosidade
(azul e UV) em fungéo da redugéo da profundidade da agua que resulta em baixa atenuagéo da luz
e aumento da densidade de fluxo de féton. Com isso, ocorre a resposta da microalga pelo aumento
da carotenogénese. As goticulas de carotenoides produzidas na periferia de seus cloroplastos ou
corpo celulares atuam como fotoprotetores, permitindo que a microalga consiga sobreviver nessas
condigdes adversas.

Segundo Pick et al. (2019), situagdes de elevada incidéncia de luz resulta em mutagéo
do gene psy que codifica para a fitoeno sintase (PSY), o0 que aumenta a transcricdo dessa enzima
em Dunaliella, causando a desintegracdo e amplificagdo dos plastogdbulos, onde o 3-caroteno se
acumula (hipercarotenogénese). Ainda segundo os autores, o aumento da luminosidade resulta em
mutacdo semelhante no gene psy em Haematococcus pluvialis, fazendo com que esta microalga
adquira um transportador de carotenoides nas membranas envelope dos cloroplastos e insira as
enzimas B-caroteno cetolase, B-caroteno cetolase hidroxilase e astaxantina aciltransferase nas
goticulas lipidicas do citoplasma, com consequente formagao de astaxantina nessas goticulas.

Uma vez que a enzima PSY é essencial para a carotenogénese, essa enzima tem sido
alvo de varias abordagens envolvendo engenharia genética para aumentar a concentragdo de
carotenoides em diferentes organismos pela superexpressao ou inclusdo do correspondente gene
(VARELA et al., 2015; SAINI et al., 2020; WATKINS; POGSON, 2020). Nesse sentido, a engenharia
genética tem sido utilizada para aumentar a concentragao de carotenoides em vegetais, nao somente
naqueles capazes de sintetizar naturalmente concentrag¢des relevantes do ponto de vista nutricional,
mas também impulsionar a produgdo em vegetais que, em condi¢des normais, sdo obtidos niveis
escassos dessas moléculas. Por exemplo, o Golden Rice, geneticamente modificado pela inclusao
da PSY e de uma fitoeno dessaturase/isomerase bacteriana (CRTI) foi capaz de acumular até 31,0
Mg/g (base seca) de 3-caroteno no endosperma (PAINE et al., 2005; BERMAN et al., 2015). Outro
exemplo é o cruzamento de uma linhagem de milho ndo hibrida com outra expressando as enzimas
licopeno B-ciclase (LYCB obtida de genciana), PSY e CRTI, o qual resultou em um acumulo de até
56,5 pg/g (base seca) de zeaxantina, concentracdo 40% superior a encontrada em suplementos
comerciais (NAQVl etal., 2011; BERMAN et al., 2015). Por outro lado, outras enzimas podem resultar
no aumento da produgao de carotenoides em vegetais, como no caso do tomate que acumulou até
10 vezes esses compostos através da superexpressao da proteina de choque térmico 21 (HSP21),
resultando em um amadurecimento de 7 a 10 dias mais rapido. Reforga-se que a supresséo da
HSP21 néo inibe a sintese de licopeno por este fruto (WATKINS; POGSON, 2020).

Com relagdo aos microrganismos ndo carotenogénicos, ha décadas que estudos
envolvendo a producéo recombinante de carotenoides tém mostrado a viabilidade de obtencao
de rotas ndo convencionais para a producao de diversas estruturas (LEE e SCHIMIDT-DANNERT,
2002; KIM et al., 2010). Um exemplo é a combinagéo dos genes de Arabidopsis thaliana para - e
e-ciclase com genes especificos para a sintese dos carotenoides licopeno e neurosporeno que
possibilitou a sintese de - e €,y-caroteno, bem como a- e 3-zeacaroteno em Escherichia coli. A co-
expressao de ambas as ciclases em células de E. coli produtoras de licopeno também resultou na
sintese de a-caroteno (CUNNINGHAM et al., 1996; LEE; SCHIMIDT-DANNERT, 2002).

8 CONSIDERAGOES FINAIS

A industria de alimentos € a mais antiga e a mais usuaria de processos e produtos
biotecnolégicos, uma vez que, ha mais de 8.000 anos o homem ja tirava proveito do uso tradicional

B.CEPPA, Curitiba, v. 37, n. 1, jun. 2021 13



desses processos como, por exemplo, na fermentacado de graos de cereais para a fabricacado de
bebidas alcodlicas. Com o passar do tempo, a biotecnologia foi se desenvolvendo e se modernizando
cada vez mais.

Hoje, a biotecnologia possui papel fundamental na obtengéo de ingredientes e alimentos
funcionais disponiveis para a industria de alimentos, e envolve principalmente as técnicas
evolutivas na engenharia de bioprocessos (“engenharia evolutiva” ou “evolugéo adaptativa”). Os
métodos biotecnoldgicos atuais permitem o desenvolvimento de produtos contendo microrganismos
probiéticos provenientes do uso de técnicas especificas, microrganismos selecionados ou
geneticamente modificados produtores de oligossacarideos prebidticos, alimentos obtidos a partir
de espécies vegetais modificadas geneticamente para seu enriquecimento em frutanos prebioticos,
fitoesterdis, carotenoides e antioxidantes, alimentos obtidos a partir de microalgas produtoras de
substancias antioxidantes e acidos graxos dmega 3, entre varios outros. No caso especifico do
desenvolvimento de novos alimentos e ingredientes funcionais, destaca-se o papel do consumo
destes produtos na prevencgdo e auxilio ao tratamento de doengas crdonico-degenerativas como as
cardiovasculares, o diabetes tipo 2, a degeneragdo macular, entre varias outras. Dessa forma, a
biotecnologia vem trazendo cada vez mais beneficios para populagao.
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ABSTRACT

PRODUCTION AND DEVELOPMENT OF FUNCTIONAL FOODS THROUGH
BIOTECHNOLOGY APPLICATIONS: A REVIEW

Biotechnology is referred to as technological applications involving biological systems and
live organisms, or their derived parts, for the development and modifications of both products and
processes focusing on a specific utilization. The advance of molecular biology and its contribution to
production and development of functional foods deserve to be considered, since the consumption
of these foods can bring benefits to the population’s health. The aim of this review is to show the
potential applications of biotechnology in the production of the main functional food products and
ingredients of commercial interest. In the recent years, important studies in this field involved the
genetic modification of plant species to improve the concentration of health-beneficial biologically
active compounds, the improvement of probiotic microorganisms, the production of foods and
ingredients using antioxidant producers’ microalgae, among others. The production of functional foods
and ingredients through biotechnological applications is of valuable interest either for agricultural
producers or for the food industry, since the novel possibilities of using these approaches will be even
more explored, making possible to put the benefits of biotechnology in the service of the society.

KEY WORDS: BIOPROCESS, BIOTECNOLOGY, FUNCTIONAL FOODS, INGREDIENTS,
PROBIOTICS, BIOACTIVE COMPOUNDS, RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY
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