[BPORTO

Proteinas com Sabor Doce como
Substituto de Acucar na Industria
Alimentar

Sweet tasting Proteins as a Sugar
Substitute in the Food Industry

Luis Miguel Abilheira da Costa

ORIENTADO POR: DR. DIOGO CERQUEIRA QUEIROS
COORIENTADO POR: PROF. DOUTOR DUARTE PAULO MARTINS TORRES

REVISAO TEMATICA i ,
> CICLO EM CIENCIAS DA NUTRICAO | UNIDADE CURRICULAR ESTAGIO
FACULDADE DE CIENCIAS DA NUTRICAO E ALIMENTAGCAO DA UNIVERSIDADE DO PORTO

TC

PORTO, 2025






Resumo

O consumo excessivo de acUcares livres esta associado ao aumento da obesidade
a nivel global. A luz deste problema, o interesse por edulcorantes nao caloricos
como alternativas ao acucar, tem vindo a crescer, contudo, acoplado a esse
crescimento, surgem também preocupacdes com a seguranca e eficacia desses
compostos, o que motiva a procura por substitutos naturais que suprimam essas
necessidades. E neste contexto que as proteinas com sabor doce emergem como
alternativas promissoras, apresentando uma combinacao de elevado poder
adocante com origem natural e aparente seguranca. Esta revisao explorou a
origem, propriedades fisico-quimicas, seguranca, aplicacoes tecnoldgicas e
limitacoes das diversas proteinas com sabor doce conhecidas, (taumatina,
brazzeina, monelina, curculina/neoculina, miraculina, mabinlina, pentadina,
lisozima da clara de ovo e o adocante de trufa de mel). Os resultados revelam
que, apesar do reconhecimento da seguranca de algumas destas proteinas por
orgaos regulatorios, obstaculos como a instabilidade térmica, efeitos sensoriais
indesejaveis, escassez das origens e entraves regulatérios ainda limitam a sua
utilizacao generalizada na industria alimentar. No entanto, os avancos em
biotecnologia, como sistemas de producao recombinantes e engenharia proteica,
e maior investimento na investigacao destas proteinas, tém demonstrado
capacidade para superar essas limitacoes. Em suma, embora as proteinas com
sabor doce se apresentem como uma alternativa viavel e segura a utilizacao do
acucar na indlstria alimentar, o seu sucesso esta dependente nao sé de fatores
como desenvolvimento tecnoldgico, validacao cientifica rigorosa e
regulamentacao, como também, de um processo de comunicacao transparente

com o consumidor final.
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Abstract

The excessive consumption of free sugars is associated with the global increase in
obesity. Considering this issue, interest in non-caloric sweeteners as sugar
alternatives has been growing. However, alongside this growth, concerns have also
arisen about the safety and efficacy of these compounds, which has driven the
search for natural substitutes that can meet these needs. In this context, sweet-
tasting proteins have appeared as promising alternatives, offering a combination
of high sweetening power, natural origin, and apparent safety. This review
explored the origin, physicochemical properties, safety, technological
applications, and limitations of various known sweet-tasting proteins (thaumatin,
brazzein, monellin, curculin/neoculin, miraculin, mabinlin, pentadin, egg white
lysozyme, and honey truffle sweetener). The findings reveal that, despite the
safety of some of these proteins being recognized by regulatory bodies, obstacles
such as thermal instability, undesirable sensory effects, scarcity of sources, and
regulatory barriers still hinder their widespread adoption in the food industry.
Nevertheless, advances in biotechnology, such as recombinant production systems
and protein engineering, as well as increased investment in research on these
proteins, have shown potential to overcome these limitations. In conclusion,
although sweet-tasting proteins are a viable and safe alternative to sugar use in
the food industry, their success depends not only on technological development,
rigorous scientific validation, and regulation but also on a transparent

communication process with the end consumer.

Keywords

Natural Sweeteners; Sweet Tasting Proteins; Food Industry; Food Security; Sugar



iv

Lista de abreviaturas, siglas e acrénimos
AA - Aminoacidos
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CE - Comissao Europeia
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OMS - Organizacao Mundial de Salde

PSD - Proteinas com Sabor Doce

PNTD - Pentadina

TMTN - Taumatina
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Introducao

O aumento do consumo de acucares livres (AL) € um dos principais fatores que
contribuem para o escalar dos casos de excesso de peso e de obesidade!". Sendo
estes, por sua vez, uns dos principais fatores de risco para uma variada gama de
doencas nao transmissiveis, como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,
doencas respiratorias cronicas e problemas digestivos?. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em 2022, 1 a cada 8 pessoas vive com obesidade, tendo
a prevaléncia de obesidade em adultos duplicado desde 1990. No mesmo periodo,
também em criancas com idade superior a 5 anos e na adolescéncia, a prevaléncia
de obesidade subiu de 8% para 20%®?. Este problema, que outrora se atribuia
maioritariamente a paises desenvolvidos, tem adquirido proporcoes globais, com
o vertiginoso crescimento de casos em paises em desenvolvimento e paises
subdesenvolvidos? 3. O contributo dos AL para a formacao de um ambiente
obesogénico provém do seu elevado contributo energético sem que forneca outros
nutrientes, o que contribui para um aumento do risco de um ganho de peso nao
saudavel® 4, Outro problema causado pelo elevado consumo deste grupo é o
aparecimento de caries dentarias®. Com base nestes dados, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) emitiu, em 2015, recomendacoes fortes no sentido de
reduzir o consumo de acUcares livres ao longo de todo o curso de vida,
recomendando que a ingestao destes nao ultrapasse os 10% do valor energético
total diario®. Como resposta a estas recomendacdes ocorreu um aumento
exponencial do interesse nos edulcorantes"), e, por sua vez, a industria alimentar
(IA) investiu significativamente no desenvolvimento de substitutos do acucar que

fossem seguros, estaveis e organoleticamente aceitaveis. No entanto, mesmo que



adocantes artificiais (como o aspartame e a sucralose) e naturais (como a stevia)
se tenham tornado amplamente disponiveis, muitos apresentam desafios a
aceitacao, nomeadamente devido a presenca de um gosto residual desagradavel,
preocupacoes quanto a seguranca a longo prazo e limitacdes em aplicacoes
culinarias e industriais®7). Devido as preocupacdes suscitadas, nomeadamente a
incerteza da efetividade dos edulcorantes no controlo de peso a longo prazo, ou
se existe alguma ligacao entre os edulcorantes e outros efeitos nefastos na saude,
a OMS, requisitou a elaboracao de uma revisao sistematica e meta-analise com o
objetivo de reunir informacao que auxiliasse na formulacao de linhas orientadoras
para o consumo de edulcorantes. As evidéncias reportadas resultaram na
recomendacao temporaria de evitar o uso deste tipo de aditivos alimentares
(AdAD)("> 8, Mesmo antes deste novo posicionamento da OMS, ocorreu um
crescimento na procura por novos edulcorantes que respondessem nao sO aos
requisitos sensoriais de um bom substituto de aclcar, como também, garantissem
a seguranca para o consumidor. Alguns exemplos incluem extratos naturais de
plantas, acUcares raros de ocorréncia natural, técnicas de revestimento de
transportadores minerais com acucar, cristais de aclUcar com estrutura
modificada, e proteinas com sabor doce (PSD)®. Estas proteinas tém despertado
especial atencao devido a capacidade de serem expressas em sistemas de
expressao heterologos!'?, e a capacidade de utilizar engenharia genética de forma
a alterar as caracteristicas das mesmas!', bem como associacées com efeitos
benéficos, como propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e efeitos

protetores contra alteracdes metabolicas induzidas por dietas hipercaloricas(1?-14),



Objetivos

Os objetivos do presente trabalho sao explorar a origem, propriedades fisicas e
quimicas, seguranca, aplicacoes, limitacoes tecnologicas e perspetivas futuras das
PSD, de modo a avaliar se estas apresentam as caracteristicas necessarias para
serem viabilizadas e prosperarem como substitutos do acucar na industria

alimentar.

Metodologia

Para a revisao da literatura recorreu-se as bases de dados Pubmed, Web of Science
e Scopus, utilizando os seguintes termos de pesquisa: ("sweet protein”) OR ("sweet
tasting protein”) OR ("sweet proteins”) OR ("sweet tasting proteins”) (Pubmed e
Scopus) e “"sweet protein” (Topic) or "sweet proteins” (Topic) or "sweet tasting
protein” (Topic) or "sweet tasting proteins” (Topic) (Web of Science).

A selecao dos artigos teve em consideracao o ano de publicacdo, tendo sido
incluidos estudos publicados entre 2015 e 2025. A Ultima pesquisa foi realizada a
03/06/2025. Inicialmente, foram identificados 634 artigos, dos quais 322
permaneceram apos a remocao de duplicados. Seguiu-se uma triagem com base
nos titulos e resumos, resultando na selecao de 144 artigos. Destes, 20 foram
excluidos por nao ser possivel aceder ao texto integral. Dos 124 artigos restantes,
56 foram incluidos na revisao. Adicionalmente, foram incorporados 6 artigos
provenientes de pesquisa manual, totalizando 62 artigos selecionados, dos quais
aproximadamente 70% foram publicados a partir de 2020.

Artigos em outra lingua que nao o inglés foram traduzidos com recuso ao ChatGPT

e ao Deepseek. A bibliografia dos artigos também foi alvo de revisao.



O processo de selecao de artigos também pode ser consultado no (Apéndice A -
Diagrama de Fluxo Relativo a Metodologia). A par dos artigos, foram consultados
os sites da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), OMS, Food
and Drug Administration (FDA) e da Comissao Europeia (CE).

Em anexo encontra-se o parecer do coorientador de estagio (Anexo 1).

Proteinas com sabor doce

As PSD sao portadoras de uma capacidade adocante e de outras caracteristicas, o
que as faz ser consideradas como um potencial substituto, tanto do aclcar, como
de edulcorantes artificiais, de forma a contribuir com o combate a diabetes e a
obesidade, e mitigar o impacto do elevado consumo de AL(?. Atualmente,
existem 9 proteinas que, ou possuem um sabor doce, ou propriedades de alteracao
da percecao do sabor, ou ambos, sendo que 7 provém de uma fonte natural e
vegetal, entre elas a Taumatina (TMTN), Brazzeina (BRZN), Monelina (MNLN),
Curculina (CRLN)/Neoculina (NCLN), Miraculina (MRCL), Mabinlina (MBLN),
Pentadina (PNTD) e 1 com origem num fungo, o Adocante de Trufa de Mel (ATM)(1¢-
18), A maior parte destas proteinas podem ser encontradas e extraidas de plantas
que crescem em florestas tropicais'®, sendo a ATM a Unica a contrariar esta
tendéncia. Dentro destas, as que melhor se encontram estudadas sao a TMTN,
a MNLN e a BRZN(>, Além das mencionadas, existe também uma PSD de origem

animal, a lisozima da clara de ovo (LCO)('6, 20),

Mecanismo de percecao da dogura

As PSD produzem a sensacao desse tipo de sabor ao interagirem com o recetor do
sabor doce, um heterodimero formado pelas subunidades T1R2 e T1R3, localizadas

na membrana das células gustativas. A estrutura tridimensional completa deste



recetor ainda nao foi completamente elucidada, no entanto, o modelo mais aceite
a data de escrita € o modelo da cunha (“wedge model”), no qual a superficie da
PSD se encaixa de forma complementar a superficie do recetor. Quando a PSD se
liga ao recetor, ativa uma cascata de sinais intracelulares que tém como
consequéncia a percecao do sabor doce!’ 2, Para além deste mecanismo, um
estudo de modelacao molecular demonstrou que as interacoes eletrostaticas entre

o recetor e a PSD sdao fundamentais para a intensidade do sabor doce®?),

Taumatina

A TMTN é uma PSD de origem natural, extraida dos arilos do fruto da planta
Thaumatococcus daniellii, nativa das florestas tropicais da Africa Ocidental. Esta
proteina, apesar de possuir um retrogosto caracteristico, apresenta uma docura
cerca de 1600 a 3000 vezes superior a da sacarose (por unidade de massa)?3*?) e
ocorre naturalmente em varias isoformas, sendo as principais a TMTN | e Il, que
possuem 207 aminoacidos (AA) e um ponto isoelétrico elevado®® 2%, Ambas as
isoformas compartilham uma estrutura rica em pontes dissulfeto, o que confere
estabilidade térmica e resisténcia a condicoes acidas@ 27> 28), Em pH acido, a
TMTN é especialmente estavel, sobrevivendo a tratamentos térmicos como a
pasteurizacao?”). O consumo desta proteina é considerado seguro por 6rgaos
reguladores como a EFSA, que concluiu em 2021 uma reavaliacao da TMTN
enquanto AdAL?% 301 e a FDAGY, que nao atribuiram um limite de ingestdo diaria
adequado, dado o seu perfil toxicoldgico e alta digestibilidade?* 32), Atualmente,
a TMTN é aplicada em chicletes, laticinios, bebidas, racoes para animais, tanto
como adocante, como para mascarar sabores indesejados®®*? 33, Uma das

limitacdes do uso da TMTN prende-se com a inviabilidade econdémica da sua



extracao diretamente da planta, uma vez que, esta € limitada por fatores como
maturacao do fruto, variacoes sazonais e dificuldade de cultivo em larga escala®%
33, no entanto, para contornar estas limitacbes, tém vindo a ser explorados
diversos sistemas de producao com recurso a tecnologia do ADN recombinante. De
entre os sistemas de producao estudados, o que demonstra maior potencial € a
levedura Pichia pastoris, pois permite expressao extracelular, crescimento em
alta densidade e processamento pos-traducao adequado, incluindo a correta
formacao das pontes dissulfeto?3 28 33) Qutros sistemas utilizados incluem E. coli,
Aspergillus spp., Saccharomyces cerevisiae, e sistemas de expressao transgénica
em plantas como tomate, arroz, alface, pepino e morango?> 34 35, Com o avanco
da engenharia genética, do controlo de processos fermentativos e da biologia de
sistemas, cresce a expectativa de que a TMTN se consolide como um adocante
natural competitivo e sustentavel®3. Além disso, o continuo aprimoramento da
proteina, de forma a reduzir seu retrogosto caracteristico, podera expandir ainda

mais seu uso como substituto do aclcar em alimentos®>,

Brazzeina

A BRZN, outra PSD de origem natural, foi isolada em 1994 da polpa dos frutos da
planta africana Pentadiplandra brazzeana Baillon, conhecida localmente como
"oubli"?6: 37, E a menor das PSD conhecidas com apenas 54 AAG7-39) e a sua docura
€ de 500 a 2000 vezes maior que a da sacarose (por unidade de massa). Esta
variacao ocorre devido a existéncia de diferentes isoformas da BRZN“0-43), A BRZN
apresenta uma estrutura altamente compacta e estavel, formada por uma a-hélice
curta, trés folhas B antiparalelas e quatro pontes dissulfeto intracadeia, esta
estrutura confere-lhe resisténcia térmica e estruturalG® 37> ) As duas formas

desta proteina sao encontradas na natureza, 80% na forma de pyrE-brazzein, que



contém um residuo de acido pirolidonico no terminal N, e € menos doce, e 20% na
forma de des-pyrE-brazzein que nao possui o residuo mencionado, e apresenta
uma docura cerca de duas vezes superior a outra forma(¢-3®, Esta proteina é
altamente solivel em agua e estavel entre pH 2,5 e 8, além de resistir a
temperaturas até 98 °C por 2 horas, ou 80 °C por 4,5 horas sem perder a docura,
mostrando ser uma proteina com caracteristicas necessarias para a aplicacao na
IAG7, 44, 45 Avancos em bioengenharia resultaram na producao de variantes que
apresentam maior docura, como a “3M-Brazzein”, uma mutacao tripla que atingiu
22.500 vezes a docura da sacarose, sendo cerca de 18 vezes mais doce que a BRZN
selvagem('2 40, 42) ' ou a remocao do metionina N-terminal, que contribui para o
aumento da docura da BRZN em versdes recombinantes expressas em E. coli®®),

Como a extracao direta da planta € bastante limitada, quer pela baixa
concentracao da proteina no fruto, cerca de 0,2%, quer pela propria dificuldade
de cultivo da planta®®, foram desenvolvidos diversos sistemas de expressao
heterologos, dentre eles bactérias como a E. coli, e o Lactococcus lactis®’> 41, 43);
leveduras, como a Pichia pastoris, e a Kluyveromyces lactis®”> # 47)); plantas
transgénicas, como o milho, arroz, tabaco e a cenoura®® 4. 48); e animais
transgénicos como murganhos(® 42, Dentro dos mencionados, os sistemas de
leveduras sao os mais promissores, por serem geralmente reconhecidos como
seguros (GRAS) e permitirem uma alta taxa de producao devido a secrecao ativa
da proteina para o meio extracelular('> 47), Além de seu potencial como adocante,
a BRZN apresenta atividades bioativas adicionais, como a acdo antioxidante('3 43
¥ o efeito anti-inflamatorio'? 13 4 e a acado antialérgica’® 9. Quanto a

seguranca, estudos in vitro e in vivo confirmaram que a BRZN nao apresenta



toxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade ou alergenicidade“*#) e em 2024 foi
reconhecida como GRAS pela FDAG" | enquanto na europa, a EFSA ainda emitiu a
opiniao cientifica que podera suportar a decisao da CE de aprovar a
comercializacao e o uso desta proteina®?® 3059, Qutra vantagem da BRZN é o seu
efeito sinérgico com outros adocantes, sinergia esta que permite reduzir a
presenca do sabor residual dos outros compostos“}). Empresas como a Sweegen ja

comercializam uma versao industrial desta proteina3 44,

Monelina

A MNLN é uma PSD natural isolada da planta africana Dioscoreophyllum cumminsii,
também conhecida como “serendipity berry”®'.52), Para a mesma massa, a docura
da MNLN é aproximadamente 3.000 a 4.000 vezes superior a da sacarose*3 33, A
estrutura da MNLN é composta por duas cadeias polipeptidicas, uma cadeia A com
44-45 residuos de AA e uma cadeia B com 50, unidas por ligacées nao covalentes.
Devido a estas caracteristicas, € uma proteina termicamente instavel, perdendo
a sua docura quando é exposta a temperaturas acima de 50 °C('® 43, De forma a
superar esta limitacao, existiu um grande investimento em estratégias de
engenharia proteica, que resultaram na criacao de variantes de cadeia Unica como
a “Monellin Engineered Isoform” e a “DM317#, 51, 53-55)  Estas variantes
apresentaram uma maior estabilidade térmica, conseguindo manter a sua docura
até quando se encontram expostas a 70 °C ou mais!'®, e foram produzidas com
sucesso em diferentes organismos hospedeiros, como E. coli, leveduras
(Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis), plantas transgénicas (tomate, alface,
tabaco) e até mesmo em glandulas mamarias de murganhos transgénicos, com
expressao funcional da proteina no leite destes animais3 3! %), Também a

modificacdo da proteina com recurso a mutagénese sitio-especifica tem sido



essencial para o aprimoramento das caracteristicas da MNLN (18, 43,51,53,54) Fstudos
com animais demonstram que a MNLN é segura, nao téxica e nao alergénica, sem
evidéncias de mutagenicidade, toxicidade sistémica ou causa de outras reacoes
adversas®). O consumo prolongado desta proteina, por parte de animais, nao
resultou numa alteracao significativa da microbiota intestinal, nem resultou no
surgimento de microbiota oportunista™. Apesar da MNLN demonstrar um
desempenho funcional promissor, e de recentemente ter obtido o estatuto de
GRAS pela FDA®Y | esta proteina ainda nao foi alvo de avaliacao pela EFSA nem

obteve aprovacao legal da CE para uso como AdAL(Z% 30,30,

Curculina/Neoculina

A CRLN e a NCLN sao PSD extraidas da planta Curculigo latifolia, uma planta nativa
da Malasia®'->"), sendo as Unicas proteinas que apresentam ambas as propriedades
de modificar a percecao de sabores acidos e amargos em sabores doces e de
possuirem sabor doce proprio®®, apresentando uma docura relativa a sacarose
cerca de 550 vezes superior, por unidade de massa('® 3359, A CRLN é composta
por 114 AA(% 1) que formam um dimero homoélogo composto por duas
subunidades basicas, ") ja a NCLN, por sua vez, &€ um dimero heterologo, composto
por uma subunidade basica e uma subunidade acida’). A producédo natural de
CRLN é limitada, pois a proteina é pouco abundante nos frutos de origem.
Expressao recombinante em Escherichia coli ja foi conseguida, mas com
rendimentos ainda baixos, inviaveis para producao industrial®®. CRLN e NCLN sao
estaveis em pH entre 3-11, porém sensiveis ao calor, ja que a CRLN perde a sua
atividade apos ser exposta a temperaturas acima de 50-55 °C(16: 57, 61) . Com o

objetivo de superar esta limitacao, um estudo recente aplicou engenharia
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computacional e mutagénese dirigida de forma a desenvolver um mutante, capaz
de suportar temperaturas superiores, sem perda de docura®®. Até o momento,
nao ha avaliacoes toxicoldgicas ou de alergenicidade conclusivas®’> ¢, Tanto a
CRLN como a NCLN nao sao aprovadas como AdAL na Uniao Europeia ou nos Estados

Unidos?°-31. 50 no entanto, sdo reconhecidas como um AdAl seguro no Japao(19,

Miraculina

A MRCL é uma glicoproteina natural®® com 191 AA®G7> 60) presente nos frutos
vermelhos do Synsepalum dulcificum, um arbusto tropical da familia Sapotaceae,
nativo da Africa Ocidental®3). Conhecida popularmente como “miracle fruit”, é
dessa baga que se extrai a MRCL. Apesar desta proteina nao apresentar um sabor
doce por si so, esta possui a capacidade de transformar a percecao de sabores
acidos e amargos em doces!'! ¢) esta atividade modificadora do paladar persiste
de 1 a 2 horas(®': %4 65, No entanto, a MRCL € uma proteina termossensivel, que é
rapidamente inativada pelo calor(®®. Quanto a sua seguranca, analises in vitro
indicam que a MRCL é altamente digestivel e avaliacoes in silico demonstraram
que a MRCL nao representa riscos de alergenicidade ou toxicidade(®®. Gracas a sua
propriedade modificadora de sabor, a MRCL apresenta potencial terapéutico, um
estudo clinico apontou que a ingestao habitual de suplementos contendo MRCL
resultou na melhora da aceitacao alimentar, aumento da ingestao calérica e
melhora do estado nutricional em pacientes oncoldgicos submetidos a
quimioterapia, uma vez que, estes frequentemente desenvolvem disgeusia e as
propriedades da MRCL mitigam este problema(©?.

Devido a baixa produtividade natural da planta, diversas estratégias
biotecnologicas tém sido exploradas para a producao recombinante da MRCL.

Plantas geneticamente modificadas como alface e tomate tém demonstrado
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sucesso na producao de MRCL funcional, com destaque para os tomates
transgénicos pela sua estabilidade genética e maior rendimento proteico®4.
Todavia, a etapa de purificacdao continua a ser um dos principais entraves
técnicos, especialmente no caso de matrizes vegetais complexas(©* 67,

0 uso comercial da MRCL enfrenta ainda desafios regulatorios, embora a fruta seca
de S. dulcificum tenha sido classificada como “novel food” pela CE, ap6s parecer
positivo da EFSA onde foi derivado um limite seguro de ingestao de 10 mg/kg/dia
e uma dose maxima diaria de 0,7g/dia, excluindo gestantes e lactantes®?, e
produtos derivados tenham recebido o status GRAS nos Estados Unidos("), a MRCL

isolada ainda nao foi aprovada como AdAL por essas agéncias(2%-3150),

Mabinlina

A familia das mabinlinas € composta por 4 PSD, sendo elas: MBLN I, Il, lll e V(68
estas sao extraidas das sementes maduras da Capparis masaikai Lévl., uma planta
subtropical originaria da regidao de Yunnan, na China‘®, Entre elas a Mabilina Il é
a mais estudada'® 'V e a que apresenta propriedades mais interessantes quando
usada como edulcorante®®. A MBLN Il € uma proteina heterodimérica, composta
por duas cadeias: a cadeia A, com 33 AA, e a cadeia B, com 72 AA("") | e possui um
poder adocante 100 vezes superior quando comparada com a sacarose (por
unidade de massa)(- 33, A cadeia B é a responsavel pela docura, enquanto a
cadeia A é a responsavel pelo gosto residual prolongado caracteristico desta
proteina(™ 2, A MBLN Il possui vantagens que a tornam Unica no contexto das PSD,
€ aquela com maior estabilidade térmica e maior resisténcia em meio acido, o que
a torna especialmente interessante em formulacdes onde outras PSD

apresentariam degradacao funcional, para além de ser hidrossolvel('% ), O perfil
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de docura da MBLN Il também permite mascarar a amargura de alimentos
vegetais®>. No entanto, existem também algumas limitacdes a uma maior
exploracao desta proteina, como o pouco poder adocante, quando comparada a
outras PSD, ou a crescente escassez da planta de origem, bem como a extracao
da MBLN ser complicada e custosa®®. Uma forma de contornar este problema €é o
recurso a tecnologia de ADN recombinante, todavia, os modelos de E. Coli e de L.
Lactis desenvolvidos apresentam limitacoes, como a rapida perda da solubilidade
da proteina recombinante e o baixo rendimento de producao, respetivamente(®,
Também a existéncia de uma sobreposicao significativa da estrutura da MBLN e
dos alérgenos do grupo PR-14, levanta questoes sobre a potencial alergenicidade
dessa proteina®®. Atualmente, nenhuma das 4 isoformas da MBLN esta aprovada

para o uso como AdAl na Europa, ou nos Estados Unidos(2°-31, 50),

Pentadina

A PNTD é uma proteina com 54 AA®3 que, a semelhanca da BRZN é extraida da
polpa dos frutos da Pentadiplandra brazzeana Baillon, um arbusto trepador nativo
das florestas tropicais da Africa Ocidental('® 57, sendo que a PNTD é extraida na
fruta seca e a BRZN é extraida na fruta frescal'®. Inicialmente, devido a
semelhante estrutura de AA das duas proteinas, foi assumido que a PNTD era um
derivado da BRZN induzido por temperatura®?. Esta proteina possui um poder
adocante estimado em cerca de 500 vezes o da sacarose, para a mesma massa e
as suas propriedades organoléticas sao frequentemente comparadas as da MNLN,
embora a intensidade da docura da PNTD seja inferior('> ¢0) essa mesma sensacao
de docura esvanece-se rapidamente®3). A PNTD consegue manter a intensidade da
sua docura mesmo apds ser exposta a 100°C por 5 horas, sendo esta uma vantagem

em relacao a outras PSD('% 18, No entanto, ainda nao existem avaliacdes de risco
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para a saude humana decorrentes da utilizacdo de PNTD 37 e a mesma ainda nao

possui o aval para ser utilizada na IA Europeia ou dos EUAZ°-31,50),

Adocante de Trufa de Mel

O ATM é uma proteina composta por 121 AA, tendo sido recentemente identificada
como a principal responsavel pelo sabor doce da trufa M. terfezioides. O ATM
apresenta alta intensidade de docura, com concentracdes entre 10 e 200 pg/mL,
equivalendo a solucoes de 1 a 10% de sacarose. Os estudos preliminares que
avaliaram o seu potencial toxico e alergénico revelaram que o ATM foi
rapidamente digerido em condic6es simuladas de estomago e intestino. Analises in
silicoe modelos preditivos nao identificaram homologia significativa nem
classificaram o ATM como alergénico, bem como nao foi considerado como
potencialmente toxico™. O ATM ainda nao se encontra disponivel para a

utilizacdo na indulstria alimentar nos Estados Unidos e na Europa(®®-31.50),

Lisozima de Clara de Ovo

Ao contrario de todas as outras, a lisozima é a Unica proteina com sabor doce
descoberta até a data, cuja origem remete a uma fonte animal, contrastando com
todas as outras que possuem ou origem vegetal ou origem num fungo?%. De modo
a ser usada na forma de adocante, a lisozima tem de ser submetida a um processo
simples de purificacao da clara do ovo('®. ALCO é formada por uma Unica cadeia
de 129 AA e possui uma docura considerada 200 vezes superior a da TMTN e da
MNLN(® essa docura, no entanto, varia com as diferentes espécies de aves??, e
apresenta adstringéncia e um efeito de gosto residual, quando comparado com

outros adocantes!'®),
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Existem evidéncias contraditorias quanto a estabilidade da LCO quando exposta a
elevadas temperaturas'® 29, Enquanto a LCO se encontra aprovada como AdAl
pela CE e pela FDA como um conservante antimicrobiano, a mesma nao se

encontra aprovada para o uso como edulcorante por nenhuma delas®%-31, 50,

Analise Critica

O crescente interesse por alternativas ao acucar e aos edulcorantes artificiais tem
gerado um novo paradigma na indUstria alimentar e nas politicas de satde publica,
com o foco nas preocupacoes relacionadas com o impacto do consumo excessivo
de AL na saude global. Nesse contexto, as PSD surgem como uma resposta
inovadora e promissora ao desafio de conciliar a palatabilidade e seguranca em
produtos alimentares de baixo teor calérico. Esta revisao revelou que, embora
algumas PSD, como a TMTN, a BRZN e a MNLN, ja tenham sido reconhecidas como
seguras por orgaos como a FDA e a EFSA, outras ainda enfrentam desafios
consideraveis de producdao, como a viabilidade econémica e tecnolodgica, e de
regulamentacdo, como a caréncia de estudos que comprovem a seguranca da
utilizacao de algumas PSD, como AdAl e abordagens cautelosas por parte dos
orgaos reguladores no que toca a aprovacao do uso destas proteinas como AdAL.
Avancos nestas areas sao fundamentais de forma a garantir a viabilidade do uso
das diferentes PSD e, para tal, é necessario investir na realizacao de ensaios
clinicos robustos, estudos de biodisponibilidade, ensaios de sistemas de producao
recombinante e avaliacoes sistematicas de risco. Outro ponto que podera
desacelerar a propagacao do uso destas proteinas relaciona-se com os efeitos
sensoriais nao desejaveis de algumas PSD, como, por exemplo, adstringéncia (LCO)
ou docura persistente (MBLN). Para corrigir tal problema, deve-se investir na

engenharia de proteinas, quer por meio de mutagénese dirigida, quer por
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otimizacao por modelacao molecular, pois esta tem mostrado resultados
promissores na mitigacao desses efeitos indesejaveis, como demonstrado pelas
variantes melhoradas da BRZN e MNLN. Além da funcao edulcorante, também é
importante destacar a presenca de propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, bem como a capacidade modeladora da percecdao do sabor de
algumas PSD, que abre caminho para o desenvolvimento de produtos funcionais,
para além da substituicao do acicar como o potencial terapéutico de compostos
como a MRCL, que demonstrou resultados positivos quando testada clinicamente
em pacientes oncoldgicos com disgeusia. Contudo, para que as PSD se consolidem
como alternativas viaveis ao acucar, nao serao sé necessarias as solucoes para
ultrapassar as atuais barreiras, mencionadas anteriormente, mas também é
necessario que todo este processo seja realizado de forma transparente de modo

a conquistar a confianca do consumidor final.

Conclusoes

As proteinas com sabor doce apresentam-se como alternativas promissoras ao
acucar e aos edulcorantes artificiais, como demonstrado pela combinacao do seu
elevado poder adocante e da sua aparente seguranca de consumo. No entanto,
limitacoes como a falta de evidéncia robusta sobre seguranca de algumas destas
proteinas, desafios tecnoldgicos de producao e barreiras regulatérias ainda
dificultam a sua propagacdo como adocantes. E de se esperar que, com o avanco
da biotecnologia e com a elaboracao de mais estudos sobre as PSD, ocorra uma
viabilizacao mais alargada do uso destas proteinas como um substituto do agucar

na lA.
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Anexo 1 - Parecer Coorientador de Estagio

[@PORTO
ATy, FREULDADE DE CIENCLAS 4 HUTRIGAD E ALIMENTA AG
ﬁ)l UNIVERSIDADE [ PORTC

PARECER

Ma gqualidade de coorientador do trabalho desenvolvido pelo estudante Luis
Miguel Abilheira da Costa, no ambito do seu Trabalho Complementar, venho
expressar a minha avaliagdo claramente positiva relativamente a execugio do
projeto intitulado "Proteinas com Sabor Doce como Substituto de Aclcar na
Indidstria Alimentar™.

O estudante demonstrou uma elevada competéncia na condugio de uma
revisio sistematica da literatura, estruturando o trabalho com  rigor
metodoldgico, clareza conceptual e solidez na andlise critica dos dados. A
capacidade de identificar, organizar e interpretar informacdo cientifica
relevante, aliada a uma abordagem consistente e atualizada, foram
determinantes para a gqualidade final do documento.

Destaco ainda a sua autonomia, persisténcia e empenho ao longo do processo,
que se traduziu num trabalho bem fundamentado, com relevancia cientifica e
aplicabilidade no dominio da inovagao alimentar.

Conszidero, por isso, que o estudante evidenciou as competéncias necessarias
para o desenvolvimento de investigagao cientifica nesta area. sendo o trabalho

realizado merecedor de uma avaliagdo muito positiva.

Porto, 27 de junho de 2025

Azsnado por: Dusrie Paulos Martins Torres
Num. o ldentificacdio: 10821943

Duarte Paulo Marting Torres
Professor Associado da FCNAUP
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Apéndice 1 - Diagrama de Fluxo Relativo a Metodologia

Artigos entre 2015 - 2025
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