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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 24 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO:Asmicroalgassaoumafonte potencial
de biomoléculas de interesse comercial devido
ao seu perfil metabdlico diversificado, capaz
de sintetizar diferentes classes de compostos
orgéanicos. Como resultado, o trabalho avaliou a
producao de compostos organicos volateis com

Capitulo 1




descritor de odor por Chlorella vulgarisem cultivo fotoautotrofico. Os experimentos foram
realizados em biorreatores operando em modo descontinuo, alimentados com 2,0 L de
meio sintético BG-11. As condigbes experimentais foram as seguintes: concentracao
celular inicial de 100 mg.L", reator isotérmico operando a uma temperatura de 26°C,
densidade de fluxo de fétons de 150 umol m2.s e aeragéo continua de 1VVM (volume
de ar por volume de cultura por minuto) com a injecdo de ar enriquecido com 15% de
didxido de carbono. Os compostos volateis foram isolados por microextracédo em fase
soOlida aplicada em headspace a cada 24 horas durante 144 horas, separados por
cromatografia gasosa e identificados por espectrometria de massas (HS-SPME-GC/
MS). As principais biomoléculas encontradas foram alcoois (hexanol, 2-etilhexanol),
aldeidos (hexanal, 2,4-decadienal), cetonas (acetofenona, carvona, [(-ionona),
terpenos (limoneno) e sulfurados (benzotiazol). O descritor de odor dos compostos
detectados nos experimentos foi principalmente classificado como frutado, verde,
horteld e floral. Em conclusao, os resultados mostraram que o cultivo fototréfico da
Chilorella vulgaris pode ser um potencial biotecnoldgico para produzir aromas naturais.
PALAVRAS-CHAVE: microalgas, biomoléculas, fotoautotréfica

BIOGENERATION OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS BY Chilorella vulgaris IN
PHOTOAUTROPHIC CULTIVATION

ABSTRACT: Microalgae are a potential source of biomolecules of commercial
interest due to their diversified metabolic profile, able to synthesize different classes of
organic compounds. As a result, the work evaluated the production of volatile organic
compounds with odor descriptor by Chlorella vulgaris in photoautotrophic cultivation.
The experiments were carried out in bioreactors operating on batch mode, fed with
2.0 L synthetic BG-11 medium. The experimental conditions were as follows: initial cell
concentration of 100 mg.L", isothermal reactor operating at a temperature of 26°C,
photon flux density of 150 umol m=.s=' and continuous aeration of 1VVM (volume of
air per volume of culture per minute) with the injection of air enriched with 15% carbon
dioxide. The volatile compounds were isolated by solid phase microextraction applied
in headspace every 24 hours during 144 hours, separated by gas chromatography and
identified by mass spectrometry (HS-SPME-GC/MS). The main chemical biomolecules
were alcohols (hexanol, 2-ethylhexanol), aldehydes (hexanal, 2,4-decadienal), ketones
(acetophenone, carvone, [-ionone), terpenes (limonene) and sulfur compounds
(benzothiazole). The descriptor flavor of the compounds detected in experiments
was mainly classified fruity, green, mint, and flowers. In conclusion, the results have
shown that the phototrophic cultivation of the Chlorella vulgaris can be a potential
biotechnological to produce natural flavors.

KEYWORDS: microalgae, biomolecules, photoautotrophic
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11 INTRODUCAO

As microalgas s&o organismos funcionalmente diversificados, sdo na sua
maioria eucaribticos, aquaticos e fotossintéticos. Devido essa diversidade, esses
microrganismos tém sido amplamente estudados (MARONEZE et al., 2016).
Elas representam uma enorme biodiversidade da qual cerca de 40.000 ja estao
identificadas e/ou analisadas (HU et al., 2008).

A Chilorella vulgaris, € uma microalga unicelular que cresce em agua doce que
vem sendo amplamente estudada devido seu alto valor lipidico e proteico, também
pela facilidade de cultivo utilizando nutrientes baratos com uma alta produtividade de
biomassa (SAFI et al., 2014).

Dependendo das espécies, cultura e condicbes ambientais, as microalgas sao
capazes de produzir uma variedade de compostos organicos volateis (COVs) (YE et
al., 2018). A identificacédo detalhada de tais compostos é muito importante por causa
de seus impactos diretos nas propriedades de aroma do produto final enriquecido
com biomassa de microalgas (SANTOS et al., 2016).

O crescente interesse em produtos naturais estimula o desenvolvimento de
tecnologias que empregam microrganismos, incluindo as microalgas, capazes de
produzir compostos especificos (VIEIRA et al., 2019). Nesse sentido, o objetivo desse
estudo foi avaliar a biogeracdo de compostos orgénicos volateis com descritores de
odor a partir do cultivo fototrofico de Chlorella vulgaris.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Microalga e Meio de Cultura

Culturas axénicas de Chlorella vulgaris (CPCC90) foram utilizadas durante o
estudo. As culturas em estoque foram mantidas e propagadas em meio BG11 (meio
Braun-Grunow) (RIPPKA et al., 1979). As condicbes de incubacgao foram: temperatura
de 25°C, densidade de fluxo de fétons de 15 ymol.m=2.s", e fotoperiodo de 12h.

2.2 Condicoes Experimentais

O experimento foi realizado em um fotobiorreator de coluna de bolhas
(MARONEZE et al., 2016), operando sob regime de batelada, alimentado com 2L
de meio BG11. As condig¢des iniciais foram: concentra¢ao do inéculo de 100 mg.L",
temperatura constante de 26°C, uma densidade de fluxo de fétons de 15 ymol.m2.s™
e aeracao continua de 1VVM (volume de ar por volume de meio por minuto) com ar
enriquecido com 15% de diéxido de carbono.
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2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Isolamento dos compostos orgdnicos volateis

Os compostos volateis foram isolados da matriz por meio de microextragcao
em fase sélida do headspace do biorreator (HS-SPME) com fibra de divinilbenzeno/
carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/Car/PDMS) (50/30 um de espessura de pelicula
x 20 mm; Supelco, Bellefonte, PA). Cada por¢céao de 10mL de amostra foi colocada em
um frasco contendo 3 g de NaCl e 10 pL de uma solucé&o padréo interno de 3-octanol
foi adicionado. A fibra de SPME foi exposta no headspace do frasco contendo a
amostra durante 45 min a 40°C, sob agitacao constante (400 rpm) com uma barra de
agitacdo magnética. Apds esse periodo, a fibra foi removida do frasco e submetida
a andlise cromatografica. O procedimento analitico foi realizado duas vezes e
em duplicata. Portanto, os dados referem-se ao valor médio de quatro repeticdes
(SANTOS et al., 2016).

2.3.2 Analise GC/MS

Os compostos volateis foram analisados em um cromatografo a gas Shimadzu
QP 2010 Plus acoplado a um espectrometro de massa (Shimadzu, Kyoto, Japao). A
fibra foi dessorvida termicamente por 10 min em um injetor split/splitless, operando
no modo sem divisor (1,0 min divisor desligado) a 250 °C. O hélio foi utilizado como
gas carreador a uma vazao constante de 1,6 mL.min"". Os analitos foram separados
em uma coluna capilar de silica fundida DB-Wax, com 60 m de comprimento, 0,25
mm id e espessura de filme de 0,25 pm (Chrompack Wax 52-CB). A temperatura
inicial da coluna foi ajustada a 35°C por 5 min, seguido por um aumento linear de
5°C.min" a 250°C, e esta temperatura foi mantida por 5 min. O detector MS foi
operado em modo de ionizagédo por impacto de elétrons +70 eV e os espectros de
massa obtidos por varredura variaram de m/z 35 a 350. Os compostos volateis foram
identificados por uma comparacao de espectros MS experimentais com a biblioteca
informatizada (NIST MS Search). Além disso, o indice de retencao linear (LRI) foi
calculado para cada composto volatil usando os tempos de retencé&o de uma mistura
padrdo de séries homologas de parafinas (C6-C24) para auxiliar na identificacao
(ACREE E ARN, 2019).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 12 compostos orgéanicos volateis (aldeidos, alcoois, cetonas
e sulfurado) com diferentes descritores de odores foram encontrados no cultivo
fototréfico de Chlorella vulgaris e estédo apresentados na Tabela 1. Dentre as classes
quimicas encontradas, benzotiazol (27,95%), 2-etilhexanol (12,46%) e 2,4-decadienal
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(11,08%) foram os principais compostos identificados. Dos 16 compostos, 5 (hexanal,
6-metil-5-hepten-2-ona, hexanol, geranilacetona e B-ionona) e ja foram descritos
em outros estudos sobre a producédo volatil da microalga (DURME et al., 2013;
HOSOGLU, 2018).

Composto LRI* Descricao de odor Area relativa (%)
hexanal 1084 grama, gordura 1,73
limoneno 1182 lim&o, citrico 0,18
1,8-cineol 1193 especiarias, pungente 0,34
6-metil-5-hepten-2-ona 1327 nd* 1,73
hexanol 1360 flores, verde 1,80
2-etilhexanol 1487 rosa, verde 12,46
mentol 1642 menta 5,87
acetofenona 1645 flores, améndoas 1,07
2,4-decadienal 1710 algas, gordura 11,08
geranilacetona 1840 flores, verde 4,07
benzotiazol 1896 borracha 27,95
B-ionona 1912 flores, frutas 1,93
Outros Compostos 29,79
Total 100

Tabela 1. Compostos organicos volateis produzidos por Chlorella vulgaris em reator fototréfico.
A descricéo de odor apresentada foi extraida da literatura em comparag¢@o ao nome do
composto, coluna cromatografica e indice de retengéo (ACREE E ARN, 2019).

*nao descrito.

As microalgas séo consideradas uma fonte potencialmente nova e valiosa de
compostos biologicamente ativos para aplicacdes em varios setores da biotecnologia
(LAURITANO et al., 2018). Berger (2009) relatou que aromas obtidos através de
microrganismos podem competir com as fontes tradicionais. A elucidacéo das vias
metabdlicas, precursores e a aplicacdo da bioengenharia ja resultaram em mais de
100 compostos aromaticos comerciais derivados da biotecnologia.

A B-ionona, geranilacetona e limoneno estado entre os principais terpendides
encontrados nos compostos organicos volateis de microalgas. O limoneno quando
possui uma alta producéo, podem apresentar efeito inibitério sobre o crescimento das
microalgas por induzir a degradagao do pigmento fotossintético e consequentemente
o declinio da capacidade fotossintética (ZHOU et al., 2016).

Na Figura 1 estdo apresentados os compostos volateis derivados da
degradacdo de carotenoides (B-ionona, geranilacetona e 6-metil-5-hepten-2-ona)
sao classificados como odores frutados e florais, podendo contribuir positivamente
no aroma da biomassa da microalga (ZUO, 2019). A presenca destes compostos se
deve a alta concentracao de carotenoides na biomassa da C. vulgaris (PATIAS et al.,
2017).




B-ionona

O
geranilacetona

(@]

6-metil-5-hepten-2-ona

Figura 1. Compostos derivados da degradacgéo de carotenoides.
(Fonte: Chempider — Royal Society of Chemistry).

Derivados de lipidios, como aldeidos e alcoois, contribuem significativamente
para a caracteristica do aroma das microalgas, com isso o controle da oxidacao
lipidica deve ser recomendado (DURME et al., 2013; HOSOGLU, 2018). Os aldeidos,
devido seu baixo limiar de odor, podem contribuir substancialmente para aromas
desejaveis (notas verdes) e indesejaveis (gordura) (CZERNY et al., 2008; ZUO, 2019).
Ja o benzotiazol, que foi o composto de maior area encontrado, ele é derivado da
degradacao enzimatica de aminoacidos, nao possui um descritor de odor desejavel,
mas € muito utilizado nas industrias quimicas e farmacéuticas (VIEIRA et al., 2019;
SRIVASTAVA et al., 2019).

Os avangos na biotecnologia de microalgas s&o o comego da produgéo
microbiana como um meio viavel de sintese bioquimica, emergindo como um meio
alternativo para producéo flexivel, eficiente e de baixo impacto para produzir uma
variedade de compostos volateis industrialmente relevantes. Esta € uma ferramenta
importante para avaliacdo de seus beneficios potenciais em diferentes aplicagdes.

41 CONCLUSAO

A maioria dos volateis encontrados contribuem positivamente para o aroma do
reator microalgal, e sdo derivados principalmente de acidos graxos e carotenoides.
No entanto, somente a andlise qualitativa ndo sera suficiente para saber o seu real
potencial biotecnolégico na produ¢cdo de compostos volateis, pesquisas adicionais
sobre o perfil de compostos organicos volateis sao necessarias para investigar mais
amostras de espécies de microalgas, a fim de identificar os melhores candidatos
potenciais para uso em uma nova geracéo de alimentos, ragcdes, biocombustiveis,
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produtos farmacéuticos e matéria-prima para quimica fina.

REFERENCIAS

ACREE, T.; ARN, H. (2019) Flavornet and human odor space. Dispoiivel em: <http://www.flavornet.
org> Acesso em: 28 jul. 2019.

BERGER, R.G. Biotechnology of flavours - the next generation. Biotechnology Letters, v. 31, p.
1651-1659, 2009.

CZERNY, M.; CHRISTLBAUER, M.; CHRISTLBAUER, M.; FISCHER, A.; GRANVOGL, M.; HAMMER,
M.; HARTL, C.; HERNANDEZ, N.M.; SCHIEBERLE, P. Re-investigation on odor thresholds of key
food aroma compounds and development of an aroma language based on odor qualities of
defined aqueous odorant solutions. European Food Research and Technology, v. 228, p.265-273,
2008.

DURME, J. V.; GOIRIS, K.; DE WINNE, A.; DE COOMAN, L.; MUYLAERT, K. Evaluation of the
volatile composition and sensory properties of five species of microalgae. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v.61, p.10881-10890, 2013.

HOSOGLU, M. |. Aroma characterization of five microalgae species using solid-phase
microextraction and gas chromatography-mass spectrometry/olfactometry. Food Chemistry, v.
240, p.1210-1218, 2018.

HU, Q.; SOMMERFELD, M.; JARVIS, E.; GHIRARDI, M.; POSEWITZ, M.; SEIBERT, M.; Uma, D.
Microalgal triacylglycerols as feedstocks for biofuel production: perspectives and advances.
The Plant Journal, v. 54, p. 621-39, 2008.

LAURITANO, C.; MARTIN, J.; CRUZ, M.; REYES, F.; ROMANO, G.; LANORA, A. First identification
of marine diatoms with anti-tuberculosis activity. Scientific Reports, v. 8, p.1-10, 2018.

MARONEZE, M.M.; SIQUEIRA, S.F.; VENDRUSCULO, R.G.; WAGNER, W.; MENEZES, C.R;
ZEPKA, L.Q.; JACOB-LOPES, E. The role of photoperiods on photobioreactors — A potential
strategy to reduce costs. Bioresource Technology, v. 219, p. 493—499, 2016

PATIAS, L.D.; FERNANDES, A.S.; PETRY, F.C.; MERCADANTE, A.Z.; JACOB-LOPES, E.; ZEPKA,
L.Q. Carotenoid profile of three microalgae/cyanobacteria species with peroxyl radical
scavenger capacity. Food Research International, v. 100, p. 260—266, 2017.

RIPPKA, R., DERUELES, J., WATERBURY, J.B., HERDMAN, M., STANIER, R.Y. Generic
Assignments Strain Histories and Properties of Pure Cultures of Cyanobacteria. Journal of
General and Microbiology, v. 111, p. 1-61, 1979.

SAFI, C.; ZEBIB, B.; MERAH, O.; PONTALIER, P.Y.; VACA-GARCIA, C. Morphology, composition,
production, processing and applications of Chlorella vulgaris: A review. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v. 35, p. 265-278, 2014.

SANTOS, A.B.; FERNANDES, A.S.; WAGNER, R.; JACOB-LOPES, E.; ZEPKA, L.Q. Biogeneration
of Volatile Organic Compounds Produced by Phormidium Autumnale In Heterotrophic
Bioreactor. Journal of Applied Phycology, v. 60, p. 32-42, 2016.

SRIVASTAVA, A., MISHRA, A.P., CHANDRA, S., BAJPAI, A. Benzothiazole derivative: a review on
its pharmacological importance towards synthesis of lead. Pranveer Singh Institute of Technology,
v. 10(4), p. 1553-1566, 2019.

VIEIRA, K.R., PINHEIRO, P.N., SANTOS, A.B., CICHOSKI, A.J., MENEZES, C.R., WAGNER, R.,
ZEPKA, L.Q., JACOB-LOPES, E. The role of microalgae-based systems in the dynamics of odors

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 1



compounds in the meat processing industry. Desalination and water treatment, v. 150, p. 282-292,
2019.

YE, C.; YANG, Y.; XU, Q.; YING, B.; ZHANG, M.; GAO, B.; NI, B.; YAKEFU, Z.; BAl, Y.; ZUO, Z.
Volatile organic compound emissions from Microcystis aeruginosa under different phosphorus
sources and concentrations. Phycological Research, v. 66, p. 15-22, 2018.

ZHOU, L. V.; CHEN, J.; XU, J.; LI, Y.; ZHOUA, C; YAN, X. Change of volatile components in six
microalgae with different growth phases. Journal of the Science of Food and Agriculture, 97,3,
p.761-769, 2016.

ZUO, Z. Why Algae Release Volatile Organic Compounds—The Emission and Roles. Frontiers in
Microbiology, v. 10, p. 491-498, 2019.

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 1




INDICE REMISSIVO

A

Acidos graxos 6,9, 10, 13, 16, 19, 41, 54, 55, 106, 118, 121, 241, 242, 243, 259

Agua residuaria 20, 21, 22, 25, 28, 30

Alimentos 1, 6,9, 11, 17, 19, 20, 28, 30, 36, 42, 44, 45, 46, 47, 50, 53, 54, 55, 58, 59, 61, 62,
63, 65, 66, 67, 68, 71, 78, 81, 86, 91, 92, 93, 95, 96, 97, 98, 103, 104, 105, 107, 108, 109, 110,
111, 115, 121, 126, 133, 134, 135, 136, 140, 141, 145, 148, 154, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 170, 171,172, 173, 174,175,177, 178, 179, 180, 181, 182, 183,
185, 186, 187, 215, 220, 221, 222, 223, 224, 229, 230, 231, 233, 234, 235, 236, 239, 240, 241,
242, 243, 244, 245, 247, 256, 258, 259, 261

Alimentos funcionais 54, 55, 61, 62, 63, 67, 104, 170, 175, 241, 242, 243

Antimicrobiano 103, 105, 108, 109, 110, 139, 140, 175

Benzoatiazol 21
Biocompostos 91
Biomoléculas 1, 2, 20, 33

Cc

Cepas probidticas 67, 68, 170, 174, 175, 176

Cereais 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 44, 77

Cerveja 36, 37, 38, 39, 40, 41, 43, 45, 46, 47, 148, 149, 150

Composicao centesimal 53, 54, 55, 59, 60, 118, 119, 128

Compostos organicos volateis 1, 3, 4, 5, 6, 21, 22, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 148
Compostos volateis 2, 4, 5, 6, 21, 22, 23, 29, 31, 32, 33, 34

Contaminagéao de alimentos 133, 167

Cunicultura 85, 86, 88, 89, 90

D

Desenvolvimento de novos produtos 55, 120, 144, 156, 261

E

Embalagens ativas 91, 97, 122

Emulsificante 63, 103, 104, 107, 110

Enzimas 39, 41, 43, 44, 48, 49, 50, 63, 64, 65, 73, 74, 75, 76, 77, 79, 80, 81, 82, 91, 92, 93,
95,96, 173, 174

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 indice Remissivo



F

Fator antinutricional 73, 76, 78

Fermentacdo 37, 38, 39, 40, 43, 66, 145, 147, 148, 150, 151, 152, 153, 170, 171, 172, 173,
174,175,176

Fitase 73, 74,75, 76

Fotoautotrofica 2, 21
G

Galactooligossacarideo 62, 63

K

Kefir 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 152, 153, 154, 155, 156, 177
Kombucha 144, 145, 146, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156

L

Lactase 62, 63, 65

Leite de soja 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 105

Lipidios 6,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 25, 41, 42, 54, 59, 60, 63, 64, 95, 96, 118, 257, 259
Listeriose 133, 134, 135, 140

M

Maltagem 37, 39
Microalgas 1, 2, 3,5, 6,9, 10, 11, 13, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 30, 33
Morfologia 48, 50

N

Nutricdo animal 48, 73, 74, 75, 78

o)

Omega-3 10, 11, 15, 17, 118, 241

P

Phormidium autumnale 7, 20, 21, 22, 25, 26, 28, 29, 30, 34

Piscicultura 48, 49

Potencial probiético 144, 149, 171,172

Produtos carneos 85, 88, 105, 110, 133, 134, 135, 139, 170, 171,172,173, 174,175,176, 177,178
Protease 73, 74, 80, 81, 82, 83, 92, 95

Pufa 9, 10, 15, 17

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 indice Remissivo




R

Residuo agroindustrial 28, 29
Resisténcia a antibidticos 133

S

Soforolipidio 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110

Soja 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 77, 78, 79, 80, 81, 92, 96, 97, 98, 104, 105, 183, 252
Soro de queijo 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69

Starmerella bombicola 103, 106, 110

T

Tecnologia 1, 9, 20, 28, 36, 43, 45, 46, 47, 55, 61, 62, 65, 71, 85, 91, 115, 116, 133, 144, 172,
177,178,180, 213, 214, 218, 231, 240, 257, 259, 261

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 indice Remissivo



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-698-0

977885727476980






