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CAROTENOIDS: PROPERTIES, APPLICATIONS AND BIOTRANSFORMATION IN FLAVOR COMPOUNDS. Carotenoids are
widely distributed in nature, providing yellow, orange or red color in a great number of vegetables, microorganisms and in some
animals. Carotenoids act as biological antioxidants and seem to play an important role in human health by protecting cells and
tissues from the damaging effects of free radicals and singlet oxygen. Several authors describe the oxidative cleavage of carotenoids
in flavor compounds as occuring through chemical or photochemical degradations or through biotechnological processes.
Biotransformation of carotenoids seems to be a reasonable alternative to produce flavor compounds since these compounds are

considered ‘natural’ ingredients. In this work we describe the properties of some carotenoids, as well as biotechnological approaches

to obtain its oxyfunctionalized derivatives.
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INTRODUCAO

Os carotendides sdo um grande grupo de pigmentos presentes
na natureza, com mais de 600 estruturas caracterizadas'* com uma
produgio estimada em 100 milhdes de t por ano!, identificados em
organismos fotossintetizantes e ndo fotossintetizantes, plantas su-
periores, algas, fungos, bactérias e em alguns animais'*?. Séo res-
ponséveis pelas cores do amarelo ao vermelho de frutas, vegetais,
fungos e flores’, utilizados comercialmente como corantes alimen-
ticios e em suplementos nutricionais, com um mercado global es-
timado em US$ 935 milhdes para 2005'.

HISTORICO

A B-ionona foi sintetizada em 1893, por Tiemann e Kinger, em
uma tentativa de esclarecer a estrutura de um composto de aroma
de impacto do 6leo obtido de Iris florentina, as chamadas ironas.
Em 1929, a B-ionona foi isolada de Boronia megastigma. Em 1934,
a picrocrocina foi identificada como precursora de safranal em es-
tigmas de Crocus sativus (agafrdo)’.

Com o advento da cromatografia gasosa e da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, o nimero de noroiso-
prendides identificados aumentou drasticamente durante as déca-
das de 60 a 80. Um dos fatos marcantes foi a identificacdo de rosa-
cetonas, como a -damascenona e -damascona em 6leo de Rosa
damascena, em 1967 e o isolamento de [-damascenona de 6leo de
rosa Bulgdria, em 1970 e sua identificagdo em uvas e vinho em
1974°. Devido a diversidade do perfil de odores e extrema poten-
cialidade, rosa-cetonas t€m se tornado uma das mais importantes
descobertas no ramo de aromas e fragrancias®.

ESTRUTURA QUIMICA E NOMENCLATURA

Os carotendides sao tetraterpendides de 40 carbonos unidos
por unidades opostas no centro da molécula'’. Ciclizag@o, hidro-
genagdo, desidrogenagdo, migracdo de duplas ligagdes, encurta-
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mento ou alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizagdo, intro-
ducdo de funcdes com oxigénio ou a combinagdo destes processos
resultam na diversidade de estruturas dos carotendides’.

A cadeia poliénica pode ter de 3 a 15 duplas ligagdes conjugadas
e o comprimento do croméforo determina o espectro de absorcdo e
a cor da molécula. Todas sdao baseadas em 7 diferentes grupos ter-
minais, dos quais somente 4 (B, €, k¥ e y) sdo encontradas em
carotendides de vegetais superiores'.

Carotendides compostos somente de carbono e hidrogénio sdo
chamados de carotenos e os carotendides oxidados, as xantofilas,
apresentam grupos substituintes com oxigénio, como hidroxilas,
grupos ceto e epoxi'’s,

FUNCOES NA SAUDE E PREVENCAO DE DOENCAS —
MECANISMOS ENVOLVIDOS

Os carotendides parecem desempenhar alguns papéis funda-
mentais na saide humana, sendo essenciais para a visdo. Apesar de
muitas hipteses comprovadas, suas fungdes nio estdo completa-
mente elucidadas in vivo®. B-caroteno e outros carotendides foram
reconhecidos no século XX como as principais fontes de vitamina
A. Mais recentemente, efeitos benéficos de carotendides contra
canceres, doengas de corag¢do e degeneragdo macular foram reco-
nhecidos e estimularam intensas investigacdes sobre o papel des-
ses compostos como anti-oxidantes e como reguladores de respos-
ta do sistema imune®.

O licopeno, caroteno presente em produtos de tomate, previne
oxidagdo do LDL e reduz o risco do desenvolvimento de arterios-
clerose e doengas corondrias’. Estudos mostram que o consumo
didrio de produtos a base de tomate proporciona quantidades sufi-
cientes de licopeno para redugdo substancial da oxidagdo do LDL.
Relata-se ainda que a absor¢@o do licopeno advindo de produtos
processados de tomate ¢ mais eficiente que a absor¢do do compos-
to no produto in natura pois, durante o processamento térmico, o
licopeno ligado quimicamente a outros compostos € convertido em
uma forma livre e mais facilmente absorvivel. Outras pesquisas
sugerem que o licopeno pode reduzir o risco de cancer de prostata,
pulmio, pele e bexiga'’.
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Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a ingestdo de [3-
caroteno pode inibir certos tipos de cancer e doencas mediadas por
radicais livres®. A capacidade dos carotendides como agente
quelante do oxigénio singlete molecular é bem conhecida. Assim
como a prevengdo do cancer, o potencial anti-oxidante dos carote-
néides pode ser util na inibi¢do de outras doencas provocadas pela
acdo dos radicais livres''.

Carotendides possuem um efeito destacdvel na resposta imune
e na comunicagdo intracelular e apresentam efeitos benéficos con-
tra doengas relacionadas ao envelhecimento. Além disso, hd indi-
cios de que os carotendides em associacdo com outros componen-
tes de frutas e vegetais apresentam efeito protetor contra algumas
doengas cronicas. Por ex., o efeito sinergistico entre -caroteno e
vitaminas C e E foi observado na protecdio celular, provavelmente
decorrente da capacidade do B-caroteno em destruir os radicais
livres e reparar os radicais de tocoferol produzidos pela acio do o-
tocoferol®.

Acdo quelante do oxigénio molecular singlete

O oxigénio singlete pode ser formado pela transferéncia de
energia eletronica de um composto em um estado excitado para o
oxigénio triplete. Em sistemas bioldgicos, moléculas como porfi-
rinas, clorofilas e riboflavina podem levar a formagao de 'O,, acar-
retando efeitos deletérios como alteracio do DNA e peroxidagio
de lipidios. O Esquema 1 mostra a agdo do carotendide frente a
presenca do 'O,

lO2 + CAR = 3O2 + *CAR
Esquema 1. A¢do de um carotendide na presenca de '0,. Adaptado da ref. 5

Uma vez formado, o carotendide no estado excitado (*CAR)
pode facilmente retornar ao estado fundamental, dissipando ener-
gia na forma de calor. Investigacdes sobre o tema revelam que a
capacidade de um determinado carotendide em quelar o 'O, estd
relacionada com o nimero de duplas ligagdes conjugadas e aos
grupos ligados as extremidades da cadeia®.

Interacdes dos carotendides com radicais livres

As reagdes dos carotendides com radicais livres levam a transferéncia
de elétrons ou possiveis reagdes adicionais. O Esquema 2 exemplifica o
modo de ac@io de um carotendide frente a um radical livre.

R + CAR(H) = RH + *CAR

Esquema 2. A¢do de um carotendide frente a um radical livre. Adaptado da
ref. 5

A reagdo do *CAR com uma molécula de oxigénio pode levar
a formacdo de um peréxido, como mostrado no Esquema 3.

*CAR + O, = RO;

Esquema 3. Formagdo de peroxido a partir de carotendide na presenca de
0,. Adaptado da ref. 5

O B—caroteno pode agir como um pré-oxidante em altas pres-
sdes de oxigénio e altas concentragdes do carotendide.

Uma vez que os carotendides em sistemas bioldgicos estardo
sempre associados com outros sistemas de 6xido-redugdo, a
interagdo com outros antioxidantes poderd gerar efeitos siner-
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gisticos. Sabe-se que a estrutura dos carotendides exerce grande
influéncia sobre a atividade antioxidante. Por ex., cataxantina e
astaxantina apresentam melhores atividades anti-oxidantes que -
caroteno ou zeaxantina. A atividade anti-oxidante aumenta com o
aumento do nimero de duplas ligacdes conjugadas, grupos cetona
e presenca de anéis ciclopentano em sua estrutura’.

Carotendides como precursores da vitamina A

Os carotendides sdo conhecidos por serem precursores de vitami-
na A, sendo que essa conversdo ocorre naturalmente no figado. A si-
metria da molécula de B-caroteno sugere que a clivagem ocorre na
posi¢do central da molécula, produzindo duas moléculas de vitamina
A. Entretanto, essa teoria ndo esta bem estabelecida até o momento.
Tentativas recentes de entender esse mecanismo sdo especulativas uma
vez que a clivagem ocorre in vivo, tornando as condigdes de reagio
muito dificeis de serem controladas. Apesar de a clivagem central do
B-caroteno pela enzima 15,15’-dioxigenase estar provada in vivo e in
vitro, 0 ataque iniciando a partir da posigio 8’ também encontra subsi-
dios considerdveis. Alguns autores sugerem que ambos 0s mecanis-
mos (posi¢do 15 ou 8’) sdo possiveis. Existem muitos relatos propos-
tos acerca das etapas envolvidas na clivagem, mas nenhum deles ofe-
rece evidéncias convincentes de possiveis rotas metabdlicas ou inter-
medidrios envolvidos nessa reacdo enzimatica'.

FUNCAO DOS CAROTENOIDES EM VEGETAIS E
MICRORGANISMOS

As plantas sdo a maior fonte de carotendides, os quais sdo res-
ponséveis por conferir as cores caracteristicas de frutas, como mo-
rango, laranja e maracujd, respondendo ainda pelas cores de al-
guns pdssaros, como o flamingo e o candrio, alguns insetos e ani-
mais marinhos (camardo, lagosta e salmao)'".

Os carotendides acumulam-se em cloroplastos de todas as plantas
verdes como uma mistura de o e 3-carotenos, B-criptoxantina, luteina,
zeaxantina, violaxantina e neoxantina, estando complexados ndo-
covalentemente com protefnas. Os carotendides também se encon-
tram em microrganismos, nos quais sdo sintetizados pela rota meta-
bdlica dos isoprendides. Aproximadamente 80 carotendides diferen-
tes sdo sintetizados por bactérias fotossintéticas e em alguns fungos
filamentosos®. As fungGes dos carotendides na fotossintese sdo: pig-
mento para absor¢do de luz e fotoprotetores contra danos oxidativos®.

Os niveis de carotendides em células de folhas e frutas mantem-
se relativamente constantes até o inicio da senecéncia. A cor amare-
la subseqiiente a degradagdo de clorofila € indicativa da presenca e
dos efeitos das enzimas degradadoras de carotendides. Dois tipos de
enzimas sdo responsdveis pela oxigenagdo e degradacdo dos caro-
tendides: lipoxigenases, advindas dos cloroplastos, que catalisam a
conversdo de lipidios insaturados a compostos de aroma em plantas;
e peroxidases, da mitocondria, sendo que ambos necessitam de oxi-
génio molecular e cofatores para suas atividades. Uma grande varie-
dade de oxigenagdes produz terpendides de cadeia curta de tetra-
terpenos em plantas. Essas degradacdes envolvem clivagem das li-
gacdes C (9-10), (8-9), (7-8) e (6-7) para gerar compostos ciclicos
com 13, 11, 10 e 9 carbonos, respectivamente'.

AROMAS NATURAIS

A atual demanda do mercado consumidor por produtos ‘natu-
rais’ e ‘saudaveis’ abre caminho para a sintese microbiana de com-
postos de aroma'*.

As legislagdes norte-americana e européia referem-se aos com-
postos de aroma naturais aqueles obtidos por processos fisicos (ex-
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tragdo de suas fontes naturais) ou por processos enzimaticos e
microbianos que envolvem precursores isolados na natureza, sendo
que o composto obtido deve ser idéntico ao jd existente na natureza
para que a substincia seja legalmente rotulada como ‘natural’®.

Grande parte dos compostos de aromas utilizados no mundo
pertence aos chamados aditivos quimicos, pois sdo obtidos por pro-
cessos quimicos.

Algumas vantagens dos bioprocessos frente a sintese quimica
sdo: utilizacdo de condigdes brandas de processo; geram baixa car-
ga de residuos; estéreo- e régio-seletividades das reagdes enzimd-
ticas'®; os produtos sdo considerados naturais'*.

OCORRENCIA DE COMPOSTOS DE AROMA
NOROISOPRENOIDES

Compostos de aroma derivados de carotendides t€ém sido de-
tectados em produtos folhosos (tabaco, cha, mate), em 6leos es-
senciais, frutas (uva, maracujd, carambola, marmelo, maca,
nectarina, meldo, tomate), vegetais, condimentos (acafrdo, paprica)
e em outras fontes, como vinho, rum, café, carvalho, mel, algas
marinhas etc. Estes sdo alguns exemplos que ilustram a importan-
cia dos noroisoprendides como compostos de aroma e de fragran-
cias e sua ocorréncia na natureza®.

Tabaco

Tabaco (Nicotina tabacum) ¢ uma das maiores fontes de degra-
dagdo de carotendides, com mais de 100 compostos identificados.
Derivados oxigenados, como megastigma-5,8-dien-4-ona e 4-oxo-
B-ionona (Tabela 1), sdo considerados constituintes importantes
no aroma de tabaco®.

Quim. Nova

Cha

Iononas isoméricas e damasconas tém sido identificadas entre
0s compostos voldteis presentes em Camellia sinensis. O teaspirano
(Tabela 1) e seus derivados oxigenados e outros compostos deriva-
dos de carotendides tém sido identificados em aroma de chd. Um
composto tipico € o C13-espiroéter-teaspirona que apresenta notas
“de chd” e “florais doces™.

Frutas

Metabdlitos de carotendides sdo constituintes comuns em aro-
mas de frutas. Em marmelo, carambola, nectarina e maracuja eles
sdo considerados importantes devido ao aroma tipico dessas frutas.

O amadurecimento do marmelo gera um aroma caracteristico
e intenso, derivado de precursores ndo volateis. Entre os constitu-
intes voldteis encontra-se uma série de estruturas isoprendides de
10 carbonos denominadas de lactonas e 6xidos de marmelo, além
de quantidades traco de éteres de 12 carbonos estruturalmente re-
lacionados, chamados de oxepino e oxepano de marmelo.

Noroisoprendides voldteis de 13 carbonos tém sido identifica-
dos em carambola, incluindo B-damascenona. A formagdo de
metabdlitos de 10 e 15 carbonos obtidos da hidrélise da parte cen-
tral de um carotendides indica a acdo de 2 enzimas: uma dioxigenase
altamente especifica que hidrolisa somente as duplas ligagdes 11-
12 gerando metabdlitos de 15 carbonos e uma 9-10-dioxigenase
que aceita vdrios carotendides e libera compostos de 13 carbonos
com grupos cetdnicos terminais. Em nectarina, -ionona e [3-
damascenona sdo os maiores contribuintes de aroma®*.

Tabela 1. Alguns dos principais compostos de aroma originados a partir de carotendides

Nome Estrutura Ocorréncia Microrganismos Ref.
B-ionona chd preto, framboesa, maracuja, Geotrichum sp 24
[9) . .
. cenoura, tabaco, damasco, Aspergillus niger IFO 8541 26
carambola, cereja, manga Ischnoderma benzoinum, 32
Marasmius scorodonius e
Trametes versicolor
oi-ionona 0 groselha, chd preto, amora,
~ cenoura, tabaco, banana, cereja,
péssego, aipo, tomate
-damascona 0 rosa, chd preto,
= mamao, rum, tabaco
-damascenona 2 damasco, rosa, carambola, uva,
Z kiwi, manga, tomate, vinho,
rum, framboesa, maracujd, amora
4-oxo0-B-ionona - 7 chd preto, tabaco, flores, Aspergillus niger IFO 8541 26

Boronia megastigma, Osmanthus
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Tabela 1. Alguns dos principais compostos de aroma originados a partir de carotendides (continuagdo)

Nome Estrutura Ocorréncia Microrganismos Ref.
diidroactinodiolida cha preto, tomate, Ganoderma applanatum, Hypomyces 32
canela, tabaco odoratus, Kuehneromyces mutabilis,
o~ o e Trametes suaveolens
Ischnoderma benzoinum, Marasmius
scorodonius e Trametes versicolor
safranal acafrdo, chd preto,

o
I
o

grapefruit, mate, paprica

B-ciclocitral coHo

=

mate torrado, rum, cha,
tomate, meldo, péprica, péra,
damasco, brocolis

Ischnoderma benzoinum, 32
Marasmius scorodonius e
Trametes versicolor

(o]
2-hidréxi-B-ionona HO N Ischnoderma benzoinum, Marasmius 32
scorodonius e Trametes versicolor 26
Oxidagdo da luteina Aspergillus niger 17
IFO 8541
4-hidréxi-B-ionona S i Osmanthus Aspergillus niger IFO 8541 17
Bacillus megaterium P450 BM-3 27
HO
2-ox0-B-ionona w Aspergillus niger IFO 8541 17
0.
megastigma-5, Z tabaco 4
8-dien-4-ona
o
teaspirano Eﬁ\ ché preto, maracujd, tabaco 4
O
Vegetais de 8, 9, 13 e 15 carbonos foram identificados em mel, incluindo

Derivados de furano com propriedades olfativas interessantes
tém sido isolados de folhas de espinafre. Estes compostos apresen-
taram descritores como ‘“cenoura cortada fresca” e “amadeirado”,
descritos como produtos de fotoxidacdo de um epdxido de 13 car-
bonos*.

Vinhos

Compostos de aroma derivados de carotendides foram reco-
nhecidos como importantes contribuintes do aroma de vinhos tin-
tos e brancos e em sucos de uvas.

Em sucos de uvas Chardonnay, 70% da concentragdo total de
metabdlitos voldteis compreendem noroisoprendides de 13 carbo-
nos, observado principalmente nas fragdes dcida e hidrolisadas por
glicosidases. A hidrdlise dcida do suco de uvas Chardonnay exibe
descritores como “chd”, “lima” e “mel”, que o vinho preparado do
suco também apresenta®.

Mel

Mel extraido na Nova Zelandia contém diversos compostos de
aroma de interesse derivados de carotendides. Noroisoprendides

dicetonas alénicas e acetilénicas®.
Algas comestiveis

Na alga Porphyra tenera (Asakusa-nori), uma das mais popu-
lares algas comestiveis do Japdo, foi encontrada uma série de
metabdlitos de carotendides de 9, 10, 11 e 13 carbonos. Entre os
noroisoprendides de 10 carbonos encontrou-se o e B-ciclocitral e
safranal (Tabelal). Entre os compostos de 11 carbonos observou-
se a presenga de B-ionona®.

OBTENCAO DE COMPOSTOS DE AROMA DERIVADOS
DE CAROTENOIDES

Compostos de aroma derivados de carotendides tém atraido a
atencdo de quimicos e aromistas hd algum tempo, o que resultou
no isolamento e elucida¢do da estrutura quimica de muitos dos
compostos de aroma derivados dos carotendides obtidos por extra-
¢do de plantas. Compostos como B-ionona, a-ionona, diidro-
actinidiolida, damascenol e B-ciclocitral sdo alguns dos volateis
derivados de carotendides que, nas plantas, tém a funcdo de
antifungicida, afastar herbivoros e até mesmo atrair agentes
polinizadores'?.
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Papel dos carotenéides como precursores de aromas

Compostos de aromas advindos de carotenéides podem ser pro-
duzidos via enzimdtica ou ndo enzimdtica. A clivagem ndo enzi-
matica inclui fotoxigenagdo, (auto) oxidagdo e degradacdo térmi-
ca. A biodegradagdo € catalisada por sistemas de dioxigenases.

Em geral, trés passos sdo necessdrios para se gerar um com-
posto de aroma a partir de um carotendide: clivagem inicial por
dioxigenase; subseqiiente transformagdo enzimdtica dos produtos
iniciais de clivagem gerando intermedidrios polares (precursores
de aromas) e conversdo catalisada por acidos de precursores nao
voléteis na forma ativa dos compostos de aroma.

Um exemplo desta reacdo ¢ a formagdo de B-damascenona a
partir de neoxantina (Figura 1). A primeira clivagem oxidativa do
precursor produz uma cetona (denominada “grasshopper ketone™)
que € reduzida enzimaticamente e convertida ao produto de inte-
resse*. Por outro lado, o B-caroteno € convertido a B-ionona por
meio de apenas uma clivagem (Figura 2).

O
PPN
- N N

Carotenoide oH
HO

Produtos de

neoxantina

l
&

clivagem
oxidativa
"Grasshopper ketone"
. /\rOH
Precursores
OH
de aroma
HO
(e
Compostos &
de aroma

B-damascenona

Figura 1. Esquema geral para formagdo de compostos de aroma por meio
da clivagem de carotendides e exemplo de formagao de B-damascenona a
partir de neoxantina. Adaptado da ref. 4

) OGP PN

B-caroteno

¢

~

B-ionona

Figura 2. Formagdo de [3-ionona a partir de f3-caroteno. Adaptado da ref. 4

Producio biotecnolégica de noroisoprendides

Em geral, trés métodos podem ser aplicados para a produgio
biotecnoldgica de compostos de aroma derivados de carotendides:
uso de enzimas, de microrganismos e uso de tecidos vegetais ou
culturas de células.

Quim. Nova

Os noroisoprendides ocorrem predominantemente em formas
complexadas nos tecidos vegetais, possibilitando o uso de glicosidases
ou hidrolases. O uso de tecidos vegetais hidrolisa o carotendide por
co-oxida¢d@o usando lipoxigenase ou outros sistemas de oxidase com
fenol-oxidase, lacto-peroxidase ou xantina-oxidase. No caso de -
caroteno, ha formagdo de B-ionona, 5,6-epdxi-B-ionona e diidro-
actinidiolida como compostos voldteis majoritdrios*.

OXIDACAO E HIDROLISE ENZIMATICA

Nornier e colaboradores'” estudaram o efeito da luz, tempera-
tura e oxidagdo na degradacdo de carotendides. Sob a influéncia da
luz, observaram que o -caroteno sofre rdpida degradacdo. Apds
30 min de exposigéo, a concentracdo de B-caroteno se reduz a me-
tade da concentracdo inicial. A temperatura ambiente ¢ na ausén-
cia daluz, a velocidade de degradacgio do carotendide torna-se muito
lenta, mas a medida que hd aumento de temperatura, ha também
aumento na velocidade de degradag¢do. Compostos das classes dos
noroisoprendides e sesquiterpenos foram identificados decorren-
tes da degradagdo de P-caroteno, tais como megastigmatrienonas e
B-ionona. Terpenos e noroisoprendides foram identificados a par-
tir da degradag@o de luteina, entre eles, megastigmatrienonas, 6-
hidréxi-B-ionona e 2-hidréxi-B-ionona. A oxidagdo com cobre e
por radicais foi realizada com B-caroteno e foram identificados -
ciclocitral, B-ionona, 3-oxo-B-ionona, 6-hidréxi-f-ionona, 3-oxo-
B-ionol e sesquiterpenos.

Durante o processamento de folhas de ch4, B-caroteno, luteina e
zeaxantina sdo degradados, liberando compostos de aroma deseja-
veis. A decomposicio ocorre principalmente via reagdo enzimadtica
oxidativa durante a secagem e fermentagdo, por foto e auto-oxida-
¢do. B-ionona € o maior produto de degradagio do B-caroteno, en-
quanto o-ionona, f-ionona, linalool e outros aldeidos terpendides e
cetonas sdo produtos de degradacdo de outros carotendides presen-
tes no chd. A adicdo de carotendides durante o processamento de cha
influenciou a formag@o de o- e f-damascenona, 3-damascona, 3-
oxo-f-ionona, sugerindo a formagdo a partir de carotendides's.

Co-oxidagdo enzimética de B-caroteno por xantina oxidase em
solugdes aquosas leva a formagdo de B-ionona e derivados como epdxi-
[-ionona, diidroactinidiolida, B-ciclocitral e pseudo-ionona, devido a
formacgdo de radicais livres durante as primeiras horas de reagdo. f3-
ionona € o principal produto obtido e sua quantidade depende do tem-
po de reacdo apds a adi¢do de substrato utilizado por xantina oxidase".

O efeito da temperatura, fotoxidagio e oxidacido quimica (com
dcido m-cloro-perbenzéico) do B-caroteno e posterior anélise dos
volateis originados foram avaliados. Os voldteis advindos de cada
tipo de oxidagdo foram muito similares, mas diferiam em suas con-
centragdes relativas. Destaca-se a formacdo de diidroactinidiolida,
B-ionona e 5,6-ep6xi-B-ionona em todos os métodos de oxidagdo
estudados. A auto-oxidagdo a 80 °C e fotoxidagdo originaram pro-
dutos mais especificos: B-ionona e diidroactinidiolida®.

Diferentes concentragdes iniciais de PB-caroteno (10, 45 e
90 mg/L) foram avaliadas quanto a degradag@o e ao actimulo de 3-
ionona em sistemas aquosos. Nas trés concentracdes estudadas, mais
da metade do B-caroteno foi degradado nas 2 primeiras horas de
reagdo. A concentragdo de -ionona aumentava em 3 ou 4 h, decli-
nando posteriormente. O meio contendo 45 mg/L de B-caroteno apre-
sentou o maior acimulo de B-ionona, 450 mg/L, talvez pela inibigéo
de xantina oxidase pelas micelas de B-caroteno em altas concentra-
¢des. Na presenca de solventes, a degradacdo de B-caroteno ocorreu
em hexano ou em benzeno. Solventes mais polares como diclorome-
tano ou benzeno inibiram a atividade enzimdtica®'.

A B-damascenona pode ser formada pela hidrélise de metabdlitos
secunddrios complexos derivados de carotendides, como a neoxantina.
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Estudos hidroliticos com glicosidases mostraram que o triol foi con-
vertido rapidamente em [-damascenona, 3-hidréxi-damascona e
megastigma a temperatura ambiente em soluc¢@o aquosa e pH 3. Didis
como a luteina podem gerar f-damascenona e 3-hidréxi-damascona
lentamente nas mesmas condi¢des e podem gerar B-damascenona
em vinhos durante o envelhecimento na garrafa®.

BIOSSINTESE DE COMPOSTOS DE AROMA DE
CAROTENOIDES

A degradacdo de carotendides € considerada chave na forma-
¢do de muitos compostos de aroma em plantas e em produtos ve-
getais. Os carotendides servem como substrato, mas a natureza
dos mecanismos bioquimicos (enzimdticos ou ndo enziméaticos)
mediante degradacdes oxidativas ainda nio estd bem elucidada. As
reagdes catalisadas por peroxidases, lipoxigenases e dioxigenases
e as reacOes ndo enzimadticas tém sido realizadas in vitro®.

A capacidade de algumas enzimas em converter [3-caroteno em
B-ionona tem sido demonstrada e parcialmente caracterizada. Os
genes que codificam as enzimas envolvidas na clivagem especifica
de carotendides tém sido isolados de Arabidopsis e de petinia. Estu-
dos in vitro indicaram que geraniol e muitos compostos noroiso-
prendides ndo ciclicos encontrados em tomate ¢ melancia podem ser
obtidos da hidrélise de licopeno. B-ionona, B-ciclocitral e diidro-
actinodiolida sdo produtos da degradagdo oxidativa de B-caroteno.
As enzimas e os genes responsdveis por estas reagdes ainda ndo es-
tdo totalmente identificados, mas a razdo entre licopeno e o conteu-
do de compostos de aromas estd relacionada com o estdgio de
maturagdo do tomate. Genes de dioxigenases envolvidas na forma-
¢do de dcido abscissico, geranil acetona, pseudo-ionona e [-ionona
sdo relatadas, mas ndo € claro se esses genes ou similares ou enzimas
possuem atividade na formagéo destes compostos de aroma?®.

Os compostos de aroma advindos da degradacdo enzimdtica e
fotoxidag@o de carotendides possuem em geral 9, 10, 11 e 13 car-
bonos, sendo essenciais para o perfil de aroma dos vegetais nos
quais estdo presentes”. Exemplos de compostos de aroma produzi-
dos por biotransformagdo sdo mostrados na Tabela 1.

Biotransformacao

Esforcos tém sido direcionados para explorar a grande gama
de possibilidades oferecidas pelas reagdes microbianas no que se
refere a clivagem de carotendides. Destaca-se o consércio forma-
do por Geotrichum sp e Bacillus sp, capaz de converter luteina da
flor de caléndula (marigold, Calendula officinalis) ao ser utilizada
como tnica fonte de carbono. A linhagem de Geotrichum sp foi a
responsével por converter luteina em B-ionona, enquanto a linha-
gem de Bacillus sp transformou a B-ionona em outros compostos
através da redugdo do noroisoprendide produzindo 7,8-diidro-f3-
ionona e 7,8-diidro-B-ionol. A associac¢@o entre os dois microrga-
nismos preveniu os efeitos toxicos e inibitdrios dos produtos e um
forte aroma de tabaco foi produzido®.

Recentemente, a sele¢do de algumas cepas para a degradagio
de B,B-caroteno foi realizada com mais de 50 linhagens. Dez mos-
traram potencial para converter o carotendide em compostos de
aroma. Diidroactinidiolida foi o unico produto da bioconversido de
B,B-caroteno nas culturas submersas de Ganoderma applanatum,
Hypomyces odoratus, Kuehneromyces mutabilis e Trametes
suaveolens. Compostos volateis de carotendides foram detectados
no meio de cultura de Ischnoderma benzoinum, Marasmius
scorodonius e Trametes versicolor, sendo a B-ionona o metabdlito
principal para essas linhagens, enquanto B-ciclocitral, diidro-
actinidiolida, e 2-hidr6xi-2,6,6-trimetil-cicloexanona foram forma-
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dos em quantidades menores, sendo as enzimas extracelulares as
responsdveis pela biocatélise®.

A biotransformagdo de B-ionona por células de Aspergillus niger
IFO 8541 imobilizadas em leito de alginato foi investigada. A adi-
¢80 de B-ionona inibiu o crescimento microbiano e somente foi con-
vertida em compostos de aroma quando se tornou a unica fonte de
carbono do meio. A baixa solubilidade do precursor levou a escolha
da reac@o em sistema bifdsico. A reacdo ocorreu depois da transfe-
réncia do precursor da fase organica para o interior da célula, através
de adsor¢@o no complexo da membrana celular. Os compostos origi-
nados da biotransformacdo atingiram a concentragio de 3,5 g/L ap6s
400 h de reagdo. Compostos como 4-oxo-B-ionona, 2-hidréxi-3-
ionona, 4-hidréxi-B-ionona, 2-oxo-B-ionona e 4-hidréxi-5,6-ep6xi-
B-ionona foram formados através da biotransformagao®.

Um tipo de monooxigenase do citocromo P450 de Bacillus
megaterium (P450 BM-3) possui baixa atividade de hidroxila¢do
de B-ionona. A fenilalanina na posi¢io 87 da monooxigenase estd
localizada diretamente sobre um grupo heme e controla régio- e
enantio-seletividades da enzima. A substitui¢do da fenilalanina 87
por uma valina, aumentou a capacidade de hidroxila¢do da 3-ionona
e a introduc@o de uma glicina apresentou um incremento na ativi-
dade enzimdtica, porém em menor extensao que a valina e a fenila-
lanina. Valina, alanina e fenilalanina sdo aminoacidos ndo polares
e hidrofébicos, enquanto a glicina € um aminodcido pouco polar e
possui um efeito diferente na interagdo com o substrato. A P450
BM-3 e mutantes produziram somente 4-hidréxi-f-ionona a partir
de B-ionona. Além disso, sdo capazes de oxidar dcidos graxos
saturados e alcanos nas posi¢des subterminais, produzindo dife-
rentes produtos hidroxilados e podem oxidar hidrocarbonetos aro-
maticos policiclicos e terpernos em diferentes posi¢cdes. A o-ionona
foi hidroxilada pela P450 BM-3 e pelos trés mutantes em diversos
produtos: 3-hidréxi-o-ionona (70%), 7- hidréxi-o-ionona (24%) e
outros derivados hidroxilados em menores concentracdes®.

O mecanismo exato da oxidacio microbiana de carotendides ndo
esta claro até o momento, sendo possivel a existéncia de diferentes
rotas oxidativas em microrganismos degradadores de carotendides®.

Enzimas

Compostos noroisoprendides de 13 carbonos como [-ionona,
3-hidréxi-B-ionona e 3-hidréxi-5,6-ep6xi-f-ionona sio derivados
de carotendides importantes na formacdo de compostos de aroma
durante o amadurecimento de nectarinas. A clivagem de -caroteno
por carotenases obtidas de nectarinas seguiu 0 modelo de uma rea-
¢do de primeira ordem e a degradagdo enzimdtica foi unicamente
dependente da concentracio de substrato. Essas enzimas apresen-
taram maior e menor afinidade com o substrato que as enzimas
isoladas de marmelo e carambola, respectivamente®.

Diversas enzimas nomeadas de dioxigenases de carotendides sao
encontradas em plantas, cianobactérias e animais. Estas enzimas
podem clivar as duplas ligagdes 9, 10 (9°-10) de vdrios carotendides
e liberar B-ionona e derivados, importantes na senescéncia das flo-
res. Frutos de gardénia e agafrdo contém mono- e diglicosideos de
20 carbonos, as crocetinas, de intensa cor vermelha. Fungos de raizes
de acafrdo também acumulam compostos como picrocrocina e
safranal, responsdveis pelo amargor e aroma destes compostos. A
biossintese de crocina, picrocrocina e safranal envolve a clivagem
de zeaxantina na posigio 7-8 (7°-8’) pela dioxigenase de caroten6ide™®.

Investigagdes em bioquimica e biologia molecular avancam no
sentido de isolar e caracterizar as enzimas responsaveis pela de-
gradacdo de carotendides. Condigdes brandas de processo e tem-
pos curtos de reacéio tornam as culturas livres de células promisso-
ras para a producdo de compostos de aroma noroisoprendides. En-
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tretanto, algumas investigagdes relativas aos mecanismos de agdo
ainda sdo necessdrias para uma compreensdo mais abrangente de
toda a potencialidade envolvida®.

Uma fragdo enzimdtica obtida de carambola foi testada quanto
a clivagem de B-caroteno. O maior produto de reagéo isolado foi a
B-ionona, obtido da clivagem da dupla ligacdo 9-10 (9°-107). A
importancia da ac¢@o enzimatica de carotendides na carambola estd
relacionada com o amadurecimento da fruta®'.

O produto extra-celular do fungo Lepista irina foi capaz de de-
gradar eficientemente o f3,3-caroteno gerando quatro compostos: 3-
ionona, B-ciclocitral, diidroactinidiolida e 2-hidréxi-2,6,6-trimetil-
ciclohexanona. O B-apo-10’-carotenal foi identificado como produ-
to de degradacdo ndo-voldtil. A enzima chave (peroxidase) para a
clivagem do PB,B-caroteno foi caracterizada por possuir massa
molecular de 50,5 kDa e ponto isoelétrico de 3,75. A degradacdo
mais rapida ocorreu a 34 °C com pH entre 3,5 e 4. Esta peroxidase
representa a primeira enzima microbiana com capacidade degrada-
dora do carotendide caracterizada molecularmente™®.

A co-oxidagdo do B-caroteno por lipoxigenase de soja ¢ caracte-
rizada pelo ataque randdmico em diferentes posi¢des da molécula.
A enzima mostrou capacidade de atacar o carotendide em presenga
de 4cido linolénico sob condi¢des aerdbicas. O grande nimero de
compostos obtidos sustenta a hipdtese do ataque randémico®.

A clivagem de carotendides por 9-cis-epoxi-carotendide-
dioxigenases de Arabidopsis thaliana foi estudada. Para determi-
nagdo de sua funcdo bioquimica, a proteina foi expressa em E. coli
e utilizada em ensaios in vitro. A proteina recombinante foi capaz
de clivar B-caroteno, luteina, zeaxantina, trans-violaxantina, 9-cis-
violaxantina, 9-cis-neoxantina nas posi¢des 9-10 e 9’-10. A enzima
cliva os substratos de maneira simétrica produzindo compostos de
13 e 14 carbonos, destacando-se a obtencdo de 3-hidréxi-p-ionona
como reconhecido composto de aroma*.

CONCLUSAO

A formac@o e degradacdo de carotendides afetam a cor, o valor
nutricional e o perfil de aromas de frutas e vegetais. O conheci-
mento dos mecanismos quimicos, enzimdticos e moleculares que
controlam a formac@o de compostos de aroma em vegetais € ainda
insuficiente. Apesar disso, alguns relatos descrevem a produgdo de
compostos de aroma advindos de carotendides em plantas e em
uma grande variedade de microrganismos.

Da mesma forma, as enzimas isoladas e caracterizadas de plan-
tas e microrganismos parecem ter um grande potencial para hidrélise
de carotendides. Entretanto, observa-se que o rendimento dos pro-
cessos biotecnoldgicos descritos ainda ndo € compativel com apli-
cagdo industrial direta, sendo imperativa a realizagdo de investiga-
¢des adicionais de forma a otimizar os processos em questdo.

O uso de células inteiras proporciona reacdes com muitos pas-
sOs em apenas um organismo, sendo esta uma possibilidade para
gerar compostos de aroma mais complexos. Apds a elucida¢do do
metabolismo celular, € possivel a simplificagdo de toda a estrutura
de uma célula inteira em apenas um conjunto de enzimas direta-
mente envolvidas.

Nesse sentido, a aplicacdo de técnicas genéticas para alterar
rotas metabdlicas permite a produgdo de novas variedades de fru-
tas e vegetais com perfil de cor e aroma superiores, maior valor
nutricional e maior vida-de-prateleira, com modificacdes nos teo-
res de aminodacidos essenciais, lipidios, dcidos graxos, minerais e
compostos nutracéuticos, para produgdo de alimentos mais sauda-
veis e mais atrativos ao consumidor.

Quim. Nova

Dessa forma, mais énfase nas propriedades bioquimicas e
moleculares de rotas metabdlicas certamente serdo a chave para
criar novas oportunidades para a produgdo de maiores quantidades
de compostos de aromas ‘naturais’ através da biotransformacao.

Estratégias inovadoras para a geragdo biocatalitica de compos-
tos de aroma serdo conseqiiéncias diretas de progressos nos cam-
pos da gendmica, protedmica e engenharia metabdlica. Hospedei-
ros microbianos de vetores simplificam a expressdo molecular e
caracterizacdo bioquimica de enzimas heterélogas. Assim, a co-
expressdo de muitas das rotas metabdlicas com diferentes tipos de
enzimas clivadoras gera novas perspectivas para producdo de di-
versos compostos de aroma derivados de carotendides em células
microbianas recombinantes.
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