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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: O objetivo do trabalho foi identificar
0os compostos organicos volateis (COVs) a
partir de Phormidium autumnale cultivada
em residuo agroindustrial. Os experimentos
foram realizados em biorreator descontinuo
com aeracdo continua 1VVM e auséncia de
luminosidade contendo 2 L de agua residuaria
do abate e processamento de aves e suinos,
com relagdo C/N 30, pH 7,6, temperatura de
15°C e concentracdo inicial de 100 mg.L™.
Os volateis foram isolados do headspace por
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microextracdo em fase solida em diferentes tempos de residéncia, e analisados por
cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de massas (SPME-GC/MS). A
amostragem foi realizada durante do tempo de residéncia celular a cada 24 horas
no periodo de 144 horas. O perfil de compostos volateis apresentou um total de 16
compostos volateis sendo eles terpenos como limoneno (54,52 ug. L), alcoois como
1-pentanol (26,27 ug. L), cetonas como 2-heptanona (20,85 pg. L), e os compostos
sulfurados.

PALAVRAS-CHAVE: Phormidium autumnale; compostos volateis; residuo
agroindustrial.

PRODUCTION OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS FROM MICROALGAE
CULTIVATED IN WASTEWATER

ABSTRACT: The objective of this work was to identification volatile organic compounds
(VOCs) from Phormidium autumnale cultivated in wastewater. The experiments were
performed in a continuous aeration discontinuous bioreactor with 1VVM and without
light containing 2 L of effluent from slaughter and processing of poultry and swine, with
C/N 30, pH 7.6, 15°C temperature and initial concentration 100 mg.L".The volatiles
were isolated by solid phase headspace microextraction at different residence times
and analyzed by gas chromatography associated with mass spectrometry (SPME-GC/
MS). Sampling was performed during the cell residence time every 24 hours at 144
hours. The volatile compounds profile showed a total of 16 volatile compounds, being
terpenes as limonene (54.52 ug. L"), alcohols as 1-pentanol (26.27 ug. L), ketones as
2-heptanone (20.85 pg L), and the sulfur compounds.

KEYWORDS: Phormidium autumnale; volatile compounds; wastewater.

11 INTRODUGCAO

As microalgas podem desempenhar um papel significativo no gerenciamento
de residuos, com o potencial de recuperar nutrientes de residuos agroindustriais,
como aguas residuais, e formar uma variedade de substancias quimicas de origem
bioldgica a partir de sua biomassa (SANTOS et al., 2017).

Dentre asinUmeras espécies estudadas de microalgas, Phormidium & um género
de cianobactérias filamentosas, ndo ramificadas, que é conhecida pela capacidade
de habituar-se em ambientes extremos, como fontes termais, solos desérticos e
locais poluidos, o que tornam robustos e possuem requisitos nutricionais simples
(GUIRY e GUIRY, 2007).

O alto grau de diversidade dos compostos de microalgas é devido ao seu
amplo espectro de metabdlitos secundarios (FERNANDES et al., 2017). Em termos
de compostos orgéanicos volateis gerados biologicamente, os volateis representam
metabdlitos secundarios das microalgas (ACHYUTHAN et al., 2017).

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 4




O uso da fragao volatil da cultura de microalgas pode representar uma melhoria
no fornecimento de insumos para diferentes setores da industria, e uma vez que
existe um interesse crescente em produtos naturais que orientam o desenvolvimento
das tecnologias que empregam microorganismos, incluindo microalgas, que podem
sintetizar compostos organicos volateis especificos (SANTOS et al., 2016?).

Diante desse esboco, o objetivo do presente trabalho foi identificar o perfil de
compostos organicos volateis da microalga Phormidium autumnale cultivada em
residuos agroindustriais.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Microalga e meios de cultura

Culturas de Phormidium autumnale usadas nos experimentos foram propagadas
e mantidas em agar-agar solidificado (20 g.L") contendo meio BG11 sintético (RIPPKA
et al., 1979). As condi¢des de incubacao foram de 25°C, a densidade de fluxo de
fétons foi de 15 pmol.m2.s" e o fotoperiodo foi de 12 h (FRANCISCO et al., 2014).

2.2 Aguas residuais de processamento de alimentos

O efluente utilizado nos experimentos foi obtido em uma industria localizada
em Santa Catarina, Brasil (27°14°02”S, 52°01°40"W). Foi coletado no ponto de
descarga de um tanque de equalizac&o ao longo de um ano e analisado quanto ao
pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total (N-TNK), fésforo total (P-
PO,?), solidos totais (ST), solidos suspensos (SS), sélidos volateis (SV) e sdlidos
fixos (SF) seguindo os Métodos Padréo para o Exame de Agua e Aguas Residuais
(APHA, 2005). Esta é a composicao média das aguas residuais: pH de 5,9 + 0,05,
DQO de 4,100 + 874 (mg.L"), NTK-N de 128,5 + 12,1 (mg.L""), P-PO,® de 2,84 + 0,2
(mg.L"), ST de 3,8 +2,7 (mg.L"), SS de 1,9 + 0,8 (mg.L"), SV de 2,9 + 0,4 (mg.L™")
e SFde 0,9 +0,3 (mg.L™").

2.3 Biorreator

Os experimentos foram realizados em um biorreator de coluna de bolhas
(FRANCISCO et al., 2014), alimentado com 2,0 L de agua residuéria. O biorreator,
que incluiu unidades filtrantes, foi previamente autoclavado a 121°C por 30 min.
As condicbes experimentais foram determinadas da seguinte forma: concentragcao
inicial de in6culo 100 mg.L", temperatura 15°C, pH ajustado para 7,6 e aeracao
de 1,0 VVM (volume de ar por volume de cultura por minuto), auséncia de luz e
tempo de residéncia de 144 h. Os experimentos foram realizados duas vezes e em
duplicata. Portanto, os dados referem-se ao valor médio de quatro repeti¢oes.
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2.4 Métodos analiticos

2.4.1 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¢cao de 10mL de amostra foi colocada em
um frasco contendo 3 g de NaCl e 10 pL de uma solucéo 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 analise cromatografica. O procedimento analitico foi realizado duas vezes e em
duplicata. Portanto, os dados referem-se ao valor médio de quatro repeticées. O HS-
SPME foi acoplado com GC/MS para a determinacdo quantitativa dos compostos
volateis (SANTOS et al., 2016°).

2.4.2 Analise GC/MS

Os compostos volateis foram analisados em um cromatografo a gas Shimadzu
QP 2010 Plus acoplado a um espectrébmetro 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 ionizagcédo 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 comparacgao de espectros MS experimentais com a biblioteca
informatizada (NIST MS Procurar). Além disso, o indice de retencéo linear (LRI) foi
calculado para cada composto volatil usando os tempos de retencéo de uma mistura
padrdo de séries homologas de parafinas (C6-C24) para auxiliar na identificacao
(ACREE e ARN, 2017).

Aamostra e amistura padrao foram injetadas separadamente e em conjunto para
obter os valores experimentais de LRI e espectros de massa para fins de identificacéao
de compostos por comparacao direcionada. Os analitos foram quantificados pela
calibracdo padrao interna. A concentragao relativa dos compostos investigados
foi determinada relacionando a area do padréo interno com uma concentracao
conhecida (0,082 yg.mL™") com a area do composto de interesse. O fator de resposta
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entre padrao interno e analitos foi assumido como um.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a identificagcdo dos compostos volateis do experimento. Um

total de 16 compostos volateis foram identificados na amostra estudada, incluindo 6

alcoois, 3 cetonas, 4 terpenos e 3 pertencentes a outras classes quimicas.

LRI DB-Wax? Compostos Descritor de aroma®
1013 4-Metil-2-pentanona verde
1051 Propanol alcool, pungente
1176 Limoneno limao, laranja
1182 2-Heptanona sabonete
1186 1,8 Cineole especiaria
1206 2-Pentilfurano feijao verde, manteiga
1247 1-Pentanol frutado
1255 3-Metil-1-butanol uisque, malte, queimado
1273 2-Octanona erva, manteiga, resina
1338 Hexanol resina, flor, verde
1453 Diidromircenol lim&o azedo, citrico, colénia
1484 2-Metil-hexanol rosa, verde
1640 Mentol hortela
1767 Citronelol rose
1899 Benzotiazole sulfurico, vegetal
2434 Benzofenona balsamico

Tabela 1 - Compostos volateis detectados por GC/MS nas amostras de biorreator com indice de
retencao (LRI) e descritores de odor.

A Tabela 2 mostra compostos organicos volateis detectados em funcao do

tempo no biorreator heterotréfico suplementado com residuos agroindustriais.

Compostos 24 h_ 72 h_ 144 h
(ug. L) (ug. L) (ug. L)

4-Metil-2-pentanona 0,62 0,65 nd*

Propanol 3,26 nd* nd*
Limoneno 1,64 1,17 54,52
2-Heptanona 2,38 nd* 20,85
1,8 Cineole nd* 1,93 11,54
2-Pentilfurano nd* nd* 12,82
1-Pentanol 6,43 nd* 26,27

3-Metil-1-butanol nd* 1,62 nd*
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2-Octanona 0,64 nd* 20,27

Hexanol nd* 1,16 15,86
Didromircenol 2,12 3,56 nd*
2-Metil-hexanol 3,88 nd* nd*
Mentol 8,62 nd* 9,87
Citronelol 2,78 nd* nd*

Benzotiazole 4,52 nd* 18,43
Benzofenona nd* 8,51 6,82

Tabela 2 - Perfil quantitativo dos compostos volateis detectados por GC/MS nas amostras de
biorreator obtidos através de diferentes tempos de residéncia do experimento.

Alcoois sdo produzidos através da via 2-cetoacido, onde os correspondentes
aldeidos sao convertidos usando uma 2-cetoacido descarboxilase e depois reduzidos
aos alcoois (SANTOS et al.,, 20162). No cultivo o alcool majoritario identificado
1-pentanol foi encontrado na concentragao de 26,27 pg. L', em 144 h de cultivo, o
alcool propanol (0,65 pg. L") em 72 h, € considerado como um composto organico
volatil de microrganismos com apelo comercial (SANTOS et al., 2016°).

No que diz respeito a industria petroquimica, os alcoois de cadeia curta sao
interessantes para gerar bioenergia (SEVERO et al., 2018). Alcoois alifaticos com
maior comprimento de cadeia de carbono ou igual a cinco sdo alvos atraentes para
0s biocombustiveis que possuem alta densidade energética e baixa solubilidade em
agua (ZHANG et al., 2008; SANTOS et al., 20162).

As cetonas alifaticas podem ser produtos de oxidacao lipidica ou podem ser
formadas a partir da clivagem oxidativa de carotenoides (SANTOS et al., 20162 ). No
cultivo foram identificadas 2-heptanona, benzofenona, 4-metil-2-pentanona (ZHOU
et al., 2016).

Cetonas como, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona, Sao aromas
empregados em uma ampla gama de aplicagdes de tempero, especialmente aquelas
relacionadas ao queijo e aroma de fruta (LOGAN et al., 2008).

Os terpendides sdo o grupo de compostos organicos amplamente distribuidos
em cianobactérias (SINGH et al., 2017), no experimento foram identificados limoneno,
1,8 cineole, mentol e citronelol.

Os terpenos atraem grande atencéo devido ao seu amplo espectro de aplicacdes
que vao desde fragrancias para cosméticos, produtos alimenticios, produtos
farmacéuticos e biocombustiveis (MELIS, 2017). Monoterpenos como limoneno,
linalol, 1,8-cineole séo utilizados para o aroma de bebidas de limao ou lima (TETALI,
2019).

Uma cultura de microalgas contendo aguas residuais torna-se um substrato,
rico em carbono e nutrientes para o seu crescimento, e produz novas biomoléculas
como os compostos organicos volateis.
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41 CONCLUSAO

O cultivo de Phormidium autumnale apresentou a capacidade de produzir
variedade de compostos volateis industrialmente interessantes sob condicdes
heterotroficas, indicando seu potencial como fonte renovavel destes volateis.
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