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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
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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.
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RESUMO: Microalgas séao
unicelulares com capacidade de transformar a
energia solar em compostos organicos através
da fotossintese. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi determinar o perfil de acidos graxos

organismos
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SCENEDESMUS OBLIQUUS

(AG) durante as fases do crescimento celular e
o conteudo lipidico da microalga Scenedesmus
obliquus cultivada com diferentes fotoperiodos.
Os experimentos foram realizados em
fotobiorreator com os fotoperiodos 24:.0 e
22:2 (claro:escuro). A extracdo dos lipidios foi
realizada com a mistura metanol-cloroférmio,
seguida da derivatizagcdo por catalise acida
para obtencdo de AG, que foram analisados
em cromatografo a gas equipado com detector
de ionizacao em chama (GC-FID) e separados
em coluna capilar. A maxima concentracao
celular obtida no cultivo 24:0 (claro:escuro)
foi de 1318 mg/L e para o fotoperiodo 22:2
(claro:escuro) 1378 mg/L, ndo apresentando
diferenca significativa. Independente da fase de
crescimento celular e do fotoperiodo utilizado, os
perfis de AG apresentaram maior concentracéo
de acidos graxos poli-insaturados (PUFA),
seguido de acidos graxos saturados (SFA) e
acidos graxos monoinsaturados (MUFA), com
0s AG majoritarios C16:0 e linolénico (C18:3n3).
A biomassa obtida ao final dos cultivos
apresentou valores de lipidios totais de 16,90
e 18,84% para os fotoperiodos 24:0 e 22:2
(claro:escuro), respectivamente. Em termos
de suplementacdo alimentar,
de fotoperiodo, a microalga S. obliquus se
mostrou uma boa alternativa, ja do ponto de
vista comercial, o cultivo com fotoperiodo 22:2
(claro:escuro) apresentou maior producdo de

independente
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lipidios com menor custo energético pelas duas horas de escuro.
PALAVRAS-CHAVE: lipidios, acidos graxos, PUFA, dmega-3, microalgas.

EFFECT OF CELL GROWTH PHASES AND PHOTOPERIOD ON THE
SCENEDESMUS OBLIQUUS LIPIDOMICS

ABSTRACT: Microalgae are single-celled organisms capable of transforming solar
energy into organic compounds through photosynthesis. Thus, the objective of the
present work was to determine the fatty acid (FA) profile during the cell growth phases
and the lipid content of the microalgae Scenedesmus obliquus cultivated with different
photoperiods. The experiments were performed in photobioreactor with photoperiods
24:0 and 22:2 (light: dark). Lipid extraction was performed with the methanol-chloroform
mixture, followed by acid catalysis derivatization to obtain FA, which were analyzed in
gas chromatograph equipped with flame ionization detector (GC-FID) and separated
in a capillary column. The maximum cell concentration obtained in the 24:0 (light:dark)
culture was 1318 mg/L and for the photoperiod 22:2 (light:dark) 1378 mg/L, showing no
significant difference. Regardless of the cell growth phase and the photoperiod used,
the FA profiles showed the highest concentration of polyunsaturated fatty acids (PUFA),
followed by saturated fatty acids (SFA) and monounsaturated fatty acids (MUFA),
with major FA C16:0 and linolenic (C18:3n3). The biomass obtained at the end of the
crops presented total lipid values of 16.90 and 18.84% for photoperiods 24:0 and 22:2
(light:dark), respectively. In terms of food supplementation, independent of photoperiod,
microalgae S. obliquus proved to be a good alternative. From a commercial point of
view, cultivation with photoperiod 22:2 (light:dark) presented higher lipid production
with lower energy cost by two hours of dark.

KEYWORDS: lipids, fatty acids, PUFA, omega-3, microalgae.

11 INTRODUGCAO

Microalga € um termo livre de valor taxonémico que engloba microrganismos
tanto eucariontes quanto procariontes, dotados de clorofila e outros pigmentos
fotossintéticos (RAJA et al.,, 2014). As microalgas eucariontes estdo distribuidas
nos grupos Glaucophyta, Rhodophyta, Ochrophyta, Haptophyta, Cryptophyta,
Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta e Chlorophyta, enquanto as
procariontes pertencem ao grupo Cyanophyta ou Prochlorophyta (MUTANDA et al.,
2010). Entretanto, a nivel de producéo e aplicacao biotecnolégica se destacam as
cianobactérias (Cyanophyta), cloroficeas (Chlorophyta) e diatomaceas (Ochrophyta)
(MATA et al., 2010).

Esses microrganismos apresentam grande potencial de exploracao devido seu
metabolismo versatil, podem assimilar carbono inorganico através da fotossintese,
denominado de metabolismo autotréfico ou metabolismo heterotréfico, em que ocorre
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a assimilacéo de carbono orgéanico, ou ainda desempenhar ambos metabolismos,
mixotrofico (WILLIAMS & LAURENS, 2010). Ademais, pode ser mencionada sua
grande adaptabilidade a diversas condigdes ambientais, inclusive extremas, elevadas
taxas de produtividade sem uso extensivel de terra e agua e obtencao de biomassa
de interesse comercial (CHEN et al., 2013; SUN et al., 2018).

Por ser constituida por proteinas, carboidratos, lipidios, pigmentos e outros
compostos com bioatividade, a biomassa microalgal apresenta grande aplicabilidade
na industria de alimentos, aditivos e suplementos (MATOS, 2017). Os lipidios séao
compostos majoritarios nesses microrganismos, podendo atingir concentracdes
superiores a 50% em peso seco (GALLEGO et al.,, 2018). Muitas vezes essas
moléculas sao constituidas por elevadas concentracbes de AG émega-3, como o
acido linolénico (C18:3n3), além dos AG de cadeia longa, acido eicosapentaenoico
(EPA) e acido docosaexaenoico (DHA), responsaveis por varios beneficios a saude
humana (CHAUTON et al., 2015).

Diferentes espécies e a manipulacéo das condicbes ambientais dos cultivos
microalgais sdo os responsaveis pela obtencdo de biomassa com diferentes
composicoes. Condicoes de estresse como privacado de luminosidade em cultivos
autotréficos, geralmente, proporcionam um maior acumulo de lipidios nas células
de microalgas (ZIENKIEWICZ et al., 2016). Assim, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar o crescimento da microalga Scenedemus obliquus e determinar o perfil
de AG nas diferentes fases do crescimento celular, como também o contetdo de
lipidios totais obtido ao fim dos cultivos com iluminag¢ao constante (24:0 claro:escuro)
e fotoperiodo 22:2 (claro:escuro).

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e meio de cultura

As culturas da microalga S. obliquus (UTCCS5) foram propagadas e mantidas em
reator de coluna de bolhas com capacidade total de 2 L, utilizando o meio sintético
BG-11 com composicao (mg/L): fosfato de potassio dibasico anidro (3,0), sulfato de
magnésio (75,0), cloreto de calcio dihidratado (36,0), citrato de aménio e ferro (0,6),
etilenodiaminotetracetato dissddico dihidratado (1,0), cloreto de sodio (0,72), nitrato
de soédio (150,0), acido citrico (0,6), carbonato de sodio (15,0), acido bérico (2,8),
cloreto de manganés tetrahidratado (1,8), sulfato de zinco heptahidratado (0,22),
molibdato de soédio dihidratado (0,39), e sulfato de cobalto hexahidratado (0,04)
(Ripka et al., 1979). O pH inical foi ajustado em 8,0, luminosidade de 30 ymol/m?/s?,
aeracao de 1 VVM (volume de ar por volume de meio por minuto) sem enriquecimento
de gas carbonico (CO,) e fotoperiodo de 12:12 (claro:escuro).
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2.2 Fotobiorreator e obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram realizados em um fotobiorreator de coluna de bolhas.
O sistema foi construido em vidro de 4 mm de espessura, com um didmetro interno
de 7,5 cm e uma altura de 75 cm. O reator foi operado no modo batelada com 2
L de meio sintético BG-11, concentracao celular inicial de 100 mg/L, temperatura
constante de 26 °C, intensidade luminosa de 150 ymol/m?/s e aera¢ao de 1 VVM com
enriquecimento de 20% de CO, industrial. A concentragéo celular foi determinada a
cada 24 horas gravimetricamente, através da filtracdo de um volume conhecido de
meio de cultura em filtro de didametro 0,45 mm, seco a 60 °C por 24 horas (APHA,
1998). O reator foi iluminado com vinte lampadas fluorescentes de 15 W, localizadas
em uma camara de fotoperiodo e a intensidade luminosa foi monitorada através
de luximetro digital (MLM-1010, Minipa, BR). A mistura ar/CO, foi controlada por
trés rotametros (AFSG 100, Key Instruments, USA) que medem a vazéao de CO,,
ar e a mistura entre os gases, respectivamente. Dois fotoperiodos, 24:0 e 22:2
(claro:escuro), foram avaliados. Os experimentos foram conduzidos até as células
atingirem a fase de declinio ou morte celular.

2.3 Parametros cinéticos

A produtividade em biomassa (P,) foi determinada através da relagéo entre a
variagdo da concentragdo celular em um determinado intervalo de tempo através
da equagéo [P, = (X, - X )(t - t )], onde X é a concentragéo celular no t, X . € a
concentragao celular no t .. A concentragao celular foi determinada como descrito
na sec¢do anterior. A taxa de crescimento maximo especifico (u_,. ) foi calculada

considerando a fase exponencial da equagao [In(X/X) = i . X t], onde X, € a

max

concentragao inicial de biomassa, X, € concentragéo de biomassa no tempotetéo
tempo de residéncia.

2.4 Extracao dos lipidios

Os metabdlitos foram extraidos pelo método descrito por Bligh e Dyer (1959)
com modificacbes para biomassa microalgal sugeridas por Vendruscolo et al. (2018).
Cerca de 80 mg de amostra foram adicionados de 3 mL de metanol, 1,5 mL de
cloroférmio e 1,2 mL de agua destilada. A extracao ocorreu através da agitacao das
amostras por 30 min a 250 rpm em mesa agitadora orbital (Q225M, Quimis, BR),
com os tubos dispostos horizontalmente. Posteriormente, foram adicionados 1,5 mL
de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada e novamente agitados em mesa agitadora
orbital por 4 min. Entédo, as amostras foram centrifugadas (MTD Il PLUS, Metroterm,
BR) a 1006 xg por 2 min para separag¢ao das fases organica e aquosa.
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2.5 Determinacao dos lipidios e acidos graxos

Para determinagdo do conteudo de lipidios totais 1 mL da fracdo orgénica foi
seca em estufa com circulacdo de ar a 105 °C até obtencdo de peso constante.
Posteriormente, o solvente de 1,5 mL da fragdo orgénica foi evaporado em bloco
de aquecimento (Concentrator e Dry, Technal, BR) a 40 °C com fluxo de nitrogénio
e realizada a derivatizacdo de acordo com o método descrito por Hartman e Lago
(1973) para obtencé&o de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME). Os FAME
dissolvidos em hexano foram analisados pela injecéo de 1 yL em cromatdgrafo a gas
equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca Varian, modelo
Star 3400 CX (USA) e amostrador automéatico Varian, modelo 4200 (USA). Os FAME
foram separados em coluna capilar CP-Wax 52 CB (Chrompack, NL) (50 m x 0,32
mm x 0,20 ym). O géas de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressao constante de
15 psi. O injetor manteve-se no modo splitless por 0,8 min e temperatura de 250 °C.
A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, onde permaneceu 1 min, aumentando
para 180 °C com taxa de 20 °C/min, ap6s até 200 °C com taxa de aumento de 2 °C/
min e entdo com taxa de 10 °C/min até atingir 230 °C mantendo-se em isoterma por
8 min. O detector manteve-se na temperatura de 240 °C. A identificagcdo dos FAME
foi realizada por comparacdo dos tempos de retencdo dos analitos com padrdes
FAME Mix-37 (Sigma-Aldrich, USA). Os resultados foram expressos em percentual
da area total dos cromatogramas levando em consideracéo os fatores de correcéo
do FID e de conversao de acido graxo em éster (VISENTAINER, 2012).

2.6 Analise estatistica

As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas pelo teste t de Student (p
<0,05) utilizando o software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., EUA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo dos paréametros cinéticos da producdo de biomassa de
microalgas € um passo fundamental na consolidagcdo do processo. Nesse aspecto,
a Figura 1 apresenta a curva de crescimento da microalga S. obliquus cultivada
fotossinteticamente em ambos fotoperiodos, 24:0 e 22:2 (claro:escuro). As culturas
indicaram a auséncia da fase de adaptacéo, atingindo logo nas primeiras horas de
cultivo a fase de exponencial de crescimento celular, a fase estacionaria foi obtida
em aproximadamente 240 horas e o final dos cultivos se deu em 312 horas pelo
inicio da morte celular.
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Figura 1. Curva de crescimento celular da S. obliquus cultivada com diferentes fotoperiodos,
24:0 e 22:2 (claro:escuro).

Ainda em relacdo aos parametros cinéticos, a maxima concentracao celular
obtida foi de 1378 mg/L para o cultivo com fotoperiodo 22:2 (claro:escuro), seguida
por 1318 mg/L para o cultivo com iluminacé&o constante (24:0 claro:escuro), o que
nao representou diferenca estatistica (Tabela 1). Também podem ser observados
na tabela 1 os valores de velocidade méaxima especifica de crescimento (v _, ) de
0,017 h' para o fotoperiodo 24:0 e 0,016 h' para 22:2 e uma produtividade celular
(P,) de 4,61 e 4,84 mg/L/h para 24.:0 e 22:2 (claro:escuro), respectivamente. Ambos
parametros cinéticos por se basearem nos valores de concentragcéo celular também
nao apresentam diferenca estatistica.

24:0 22:2
X 5 (Mg/L) 13182+ 60 13782 + 34
Hopa (N7 0,0172 £ 0,00 0,0162 + 0,00
TR (h) 3122 + 0,00 3122 + 0,00
P, (mg/L/h) 4,612 + 0,21 4,842 +£ 0,30
Lipidios (%) 16,90° + 0,20 18,842 + 0,48

Tabela 1. Parametros cinéticos e teor lipideos da microalga S. obliquus cultivada em diferentes
com fotoperiodo 24:0 e 22:2 (claro:escuro).

* Resultados expressos em média + desvio padrao.

* X4 — CONcentragéo celular maxima; y_, — velocidade méxima especifica de crescimento; TR — tempo de
residéncia; P, — produtividade celular.

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca pelo teste t de Student (p <0,05).

Os ciclos de luz tém sido mencionados como fator determinante em cultivos
microalgais fotossintéticos (TAKACHE, PRUVOST E MAREC, 2015), porém foi
verificado que o periodo de 2 horas de escuro em que o cultivo 22:2 (claro:escuro)
foi submetido ndo afetou o crescimento celular da cepa S. obliquus, indicando que
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a mesma apresenta capacidade de produzir e armazenar energia suficiente durante
os periodos de luz para uso na auséncia da fonte de energia luminosa. Esse mesmo
comportamento ja foi verificado em cultivos com fotoperiodo 22:2 (claro:escuro) para
cepa Aphanothece microscopica Nageli (JACOB-LOPES et al., 2009) e também para
S. obliquus (MARONEZE et al., 2016), esses trabalhos demonstraram também que
periodos de escuro superiores a duas horas afetaram negativamente o crescimento
celular das cepas, porém isso néo foi verificado experimentalmente neste estudo.

Os lipidios estao entre os compostos microalgais de maior interesse, assim
foi realizada a caracterizacdo do perfil de AG do inoculo utilizado nos cultivos
fotossintéticos e afim verificar a cinética de producao dessas moléculas foi realizado
um monitoramento nas diferentes fases do crescimento celular. Como as células
nao apresentaram a fase de adaptacéo, foram coletadas amostras em 144 horas
de cultivo para representar a fase exponencial, 240 horas para fase estacionaria
e 312 horas que corresponde a fase de declinio ou morte celular, como pode ser
observado na Figura 1.

O perfil de AG do indéculo como pode ser observado na Tabela 2 apresentou
maior concentracado de SFA, seguido por MUFA e PUFA, sendo que os compostos
majoritarios foram o acido palmitico (C16:0) (34,30%), o acido palmitoleico (C16:1)
(26,80%) e o acido linoleico (C18:2n6¢) (19,37%). Apesar da menor concentragcao
de PUFA os quais s&o de interesse para nutricao humana, a raz&o n6/n3 se manteve
inferior a 5 (Tabela 2), valor definido pela Organizacdo Mundial da Saude (WHQO) por
proporcionar beneficios a saude (KUMARI et al., 2013).

Na anélise realizada em 144 horas foi possivel observar em ambos os cultivos,
24:0 e 22:2 (claro:escuro), grande aumento na concentracdo de PUFA, 40,24 e
46,63%, respectivamente. Os valores de SFA se mantiveram semelhantes em relacéao
ao in6culo, enquanto os MUFA reduziram (Tabela 2). Esse aumento na concentracéao
de PUFA, principalmente no cultivo com fotoperiodo 22:2 (claro:escuro), e também
nos valores de d&mega-3, ocorreu devido ao maior teor do acido linolénico (C18:3n3),
pelo menos quatro vezes superior ao encontrado no inéculo e também deteccéo
de outro AG, o EPA. Assim, a razao n6/n3 encontrada foi bastante inferior a do
in6culo (38,45), 0,53 e 0,48 para os cultivos fotossintéticos 24:0 e 22:2 (claro:escuro),
respectivamente.

Além do aumento de C18:3n3 e a deteccdo de EPA, também foram
detectados nos cultivos 24:0 e 22:2 (claro:escuro) na fase exponencial os acidos
pentadecanoico (C15:0), araquidico (C20:1) e behénico (C22:1). Por outro lado,
nao foram encontrados os acidos heptadecanoico (C17:0), cis10-heptadecenoico
(C17:1) e esteéarico (C18:0). Vale ressaltar que as demais fases do crescimento
celular, estacionaria (240 horas) e de declinio (312 horas), apresentaram 0s mesmos
AG em concentracdes similares (Tabela 2). Essa mudanca nos perfis de AG na fase
exponencial (144 horas), principalmente aumento do C18:3n3 e aparecimento de
compostos com cadeia carbbnica maior ou igual a 20 carbonos, indicam a ocorréncia
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de reagdes de dessaturacéo e elongacéo, ja apontadas como dependentes de luz e
da fase do crescimento celular na microalga Paviova lutheri (JONASDOTTIR, 2019).

. | Exponencial Estacionaria Declinio |
Acidos Graxos  In6culo
24:0 22:2 24:0 22:2 24:0 22:2
C14:0 0,67 1,06 0,85 0,82 0,79 1,15 0,76
C15:0 - 0,23 0,22 0,24 0,28 0,33 0,25
C16:0 34,30 37,24 32,48 32,31 32,45 32,48 33,31
C16:1 26,80 3,47 5,83 3,69 3,45 5,32 3,85
C17:0 0,32 - - - - - -
C17:1 0,94 - - - - - -
C18:0 2,48 - - - - - -
C18:1n9¢c 8,44 17,50 13,72 14,74 15,75 13,34 13,99
C18:2n6¢c 19,37 12,49 14,24 12,36 13,33 12,56 14,64
C18:3n6 0,58 1,50 0,84 2,56 2,05 2,62 2,50
C18:3n3 5,78 26,09 31,34 32,79 31,49 31,69 30,27
C20:1 - 0,17 0,18 0,18 0,16 0,17 0,15
C20:2 0,31 - - - - - -
C20:5n3 - 0,16 0,22 0,21 0,18 0,19 0,21
C22:1 - 0,08 0,09 0,10 0,06 0,14 0,07
> SFA 37,78 38,54 33,54 33,38 33,52 33,97 34,32
> MUFA 36,18 21,22 19,82 18,70 19,42 18,97 18,06
> PUFA 26,04 40,24 46,63 47,92 47,06 47,06 47,62
n6/n3 3,45 0,53 0,48 0,45 0,49 0,48 0,56

Tabela 2. Perfil de AG da microalga S. obliquus cultivada com fotoperiodo 24:0 e 22:2
(claro:escuro) nas diferentes fases do crescimento celular.

*> SFA - somatério de acidos graxos saturados; Y MUFA - somatorio de acidos graxos monoinsaturados; > PUFA -
somatorio de 4cidos graxos poli-insaturados; n6/n3 - razéo de acidos graxos émega 6 e émega 3.

A biossintese de AG em microalgas ocorre principalmente no cloroplasto e
produz o C16:0 e o C:18-ACP (proteina carreadora de acila). Estes AG serédo os
precursores da sintese de lipidios. A sintese € iniciada pela conversao de acetil-
coenzima A (CoA) a malonil-CoA, catalisado por acetil-CoA carboxilase (ACCase).
Em seguida, a malonil-CoA- transacilase ACP (MAT) catalisa a transferéncia de
malonil-CoA para malonil-ACP, doador de carbono para as reacbdes subsequentes
de alongamento de cadeia (RISMANI-YAZDI et al., 2011).

Durante a elongacéo, o grupo malonil do malonil-ACP participa de uma série de
reacdes de condensacao com o acil-ACP (ou acetil-CoA) catalisadas pelas multiplas
isoformas da enzima de condensacéo, cetoacil-ACP sintase (KAS). A primeira reacao
de condensacéao € catalisada pela -cetoacil-ACP sintase Ill e resulta na formacéao
de um produto com quatro carbonos. Outra enzima de condensacéo é a (-cetoacil-
ACP sintase | (KAS 1), que produz cadeias de varios tamanhos (6 a 16 carbonos).
Finalmente, a B-cetoacil-ACP sintase Il (KAS Il) & responsavel pela elongacéo do
C16:0-ACP e C18:0-ACP. Para a sintese de AG insaturados, uma dupla ligacao &
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introduzida no grupo acila esterificado a ACP pela enzima acil-ACP dessaturase
(RISMANI-YAZDI et al., 2011).

ApoOs as células atingirem a fase de declinio ou morte celular (312 horas), além
do perfil de AG, foi determinado o conteudo total de lipidios da biomassa obtida,
os valores foram de 16,90 e 18,84% para os cultivos 24:0 e 22:2 (claro:escuro),
respectivamente (Tabela 1). O cultivo com periodo de escuro (22:2 claro:escuro)
apresentou concentracéo de lipidios superior, diferindo estatisticamente do cultivo
com iluminacédo constante (24:0 claro:escuro). Como a unica fonte de carbono
disponivel era inorganica (CO,), o metabolismo ativo nas células microalgais era
a fotossintesse (dependente de energia luminosa), entdo esse periodo de escuro
pode representar uma forma de estresse e ja foi reportado na literatura que esses
microrganismos em condi¢des limitantes armazenarem energia quimica sob a forma
de Oleos, como lipidios neutros ou triglicerideos (HEXIN et al., 2013).

Apesar do conteudo superior de lipidios totais obtido na biomassa cultivada
com o fotoperiodo 22:2 (claro:escuro), ao final do cultivo o perfil de AG manteve os
mesmos compostos em ambos os cultivos, com algumas diferengas de concentragao.
No cultivo 24:0 (claro:escuro) os AG majoritarios foram o C16:0 (32,38%), C18:3n3
(31,69%) e 0 C18:1n9c (13,34%), ja para o cultivo 22:2 (claro:escuro) foram o C16:0
(33,31%), C18:3n3 (30,27%) e o C18:2n6¢c (14,64%). As concentracbes de SFA,
MUFA e PUFA foram similares, enquanto a razao n6/n3 foi inferior para o cultivo 24:0
(claro:escuro), 0,48, quando comparada a 0,56 obtida para o cultivo com fotoperiodo
22:2 (claro:escuro) (Tabela 2).

41 CONCLUSAO

Amicroalga S. obliquus se mostrou atrativa para o uso biotecnolégico naobtencao
de lipidios, apresentando vantagens frente as fontes de obtencado tradicionais,
principalmente pela sua grande adaptabilidade, ndo requerer grandes extensdes de
terra cultivavel e ser independente de sazonalidade. Além das altas concentracées
de lipidios totais, o perfil de AG obtido em todas as fases do crescimento celular, altas
concentracbes de PUFA e 6mega-3, se mostra de grande interesse para industria
de alimentos, principalmente, como suplemento alimentar, pelos efeitos benéficos a
saude ja comprovados desses compostos.

Independe da fase de crescimento, o perfil de AG apresentou as caracteristicas
de interesse ja mencionadas, porém devido a maior concentracao celular ter sido
obtida proximo a fase de declinio, recomenda-se que os cultivos fotossintéticos de
S. obliquus sejam conduzidos por mais horas (aproximadamente 240 horas) para
que um maior rendimento desses compostos seja obtido. Ademais, em termos
comerciais, pela similaridade dos parametros cinéticos e maior concentracéo de
lipidios obtidos no cultivo 22:2 (claro:escuro), este se mostra mais viavel devido a

economia energética proporcionada pelas horas de escuro.
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RESUMO: Microalgas sao reconhecidas como
uma fonte muito diversificada de biomoléculas
bioativas. O benzotiazol € um composto de
anel biciclico, que exibe uma ampla aplicagao
industrial. Em face disso, o objetivo do
estudo foi investigar a obtencdo do composto
volatil benzotiazol em cultivo heterotrofico da
microalga Phormidium autumnale utilizando
agua residuaria como substrato. O experimento
foi realizado em biorreator descontinuo com
agua residuaria proveniente do abate de aves
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e suinos, as condi¢des de incubacédo usadas foram 25°C, aeracdo de 1 VVM (volume
de ar por volume de meio por minuto), pH 7,6, o tempo de residéncia celular foi de
144 horas com amostragem a cada 24 horas. Os compostos volateis foram isolados
por microextracdo em fase solida no headspace (fibra DVB/Car/PDMS), separados e
analisados por cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas (SPME-GC-
MS). Na fracao volatil microalgal o benzotiazol (44,38 ug.L") esta entre os compostos
volateis majoritario do experimento. Demonstrando assim potencial biotecnologico
para a obtencéo alternativa deste composto.

PALAVRAS-CHAVE: agua residuaria, benzoatiazol, microalgas, compostos organicos
volateis.

BENZOTHIAZOLE PRODUCTION IN MICROALGAL HETEROTROPHIC CULTIVE
FROM PHORMIDIUM AUTUMNALE

ABSTRACT: Microalgae are recognized as a very diverse source of bioactive
biomolecules. Benzothiazole is a bicyclic ring compound, which exhibits a large industrial
application. In view of this, the objective of the study was to investigate the obtaining
of the volatile compound benzothiazole in heterotrophic culture of the microalgae
Phormidium autumnale using wastewater as substrate. The experiment was carried in a
batch bioreactor with wastewater from poultry and swine slaughterhouse, the incubation
conditions used were 25°C, aeration of 1 VVM (volume of air per volume of medium per
minute), pH 7.6, and cell residence time was 144 hours with sampling every 24 hours.
Volatile compounds were isolated by solid phase microextraction in headspace (DVB/
Car/PDMS fiber), separated and analyzed by gas chromatography coupled to a mass
detector (SPME-GC-MS). In the microalgal volatile fraction, benzothiazole (44.38 ug.L-
) is among the major volatile compounds of the experiment. Thus, demonstrating a
biotechnological potential for an alternative procurement of this compound.
KEYWORDS: wastewater, benzothiazole, microalgae, volatile organic compounds.

11 INTRODUGCAO

As microalgas sao organismos que produzem compostos valiosos com alto
grau de diversidade devido ao amplo espectro de seus metabdlitos secundarios e
apresentam estruturas unicas que diferem das plantas superiores. Devido a isso, a
pesquisa sobre bioprodutos de microalgas tem atraido a atencao dos quimicos como
um topico de pesquisa desafiador (RODRIGUES et al., 2015).

Fisiologicamente a forma de crescimento dominante das microalgas é
fotoautotréfica. Porém, algumas espécies, como as cianobactérias, possuem a
capacidade de crescerem heterotroficamente. O género Phormidium &€ uma microalga
verde azulada pertencente ao filo das cianobactérias. Essa espécie apresenta
potencial para ser utilizada como biocatalisadores em processos de biotecnologia
devido a sua robustez e exigéncias nutricionais simples (FRANCISCO et al., 2015;
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FERNANDES et al., 2016; FAGUNDES et al., 2019).

Os compostos organicos volateis (COVs) sdo metabdlitos secundarios obtidos
a partir de microalgas que poderiam ser usados como importante fonte de insumos
em industria de quimica fina, com obtencdo de diferentes classes de compostos,
tais como alcoois, ésteres, hidrocarbonetos, terpenos, cetonas, acidos carboxilicos
e compostos sulfurados (NUCCIO et al., 1995; SANTOS et al., 2016). Desta forma,
dependendo das espécies, cultura e condicbes ambientais, as microalgas séo
capazes de produzir uma variedade de compostos organicos volateis (HOSOGLU,
2018).

Um exemplo de composto volatil produzido por microalgas, é o benzotiazol
(HENATSCH & JUTTNER, 1983; SUGIURA et al., 1998; ZHOU et al., 2017). Este
€ um composto utilizado na industria quimica e na pesquisa, sendo benéfico para o
desenvolvimento dos varios compostos de ampla aplicacéo na industria farmacéutica
na descoberta de medicamentos (SRIVASTAVA et al., 2019).

O composto volatil benzotiazol é a combinacédo de dois anéis, que contém
os heterociclos tiazol e benzeno. A estrutura central do tiazol e seus compostos
farmacologicamente e biologicamente ativos sao devidos a presenca de atomos de
enxofre e nitrogénio presentes no anel (SRIVASTAVA et al., 2019).

Em face disto, o objetivo deste estudo foi investigar a aplicacédo biotecnologica
de agua residuaria como substrato em cultivo heterotréfico microalgal para producéo
de benzotiazol.

2| MATERIAL E METODOS

As culturas de Phormidium autumnale foram originalmente isoladas do deserto
de Cuatro Cienegas (26°59’ n, 102°03" w - México). Foi mantida e propagada em
agar-agar solidificado (20 g.L'') com meio sintético BG11 (RIPPKA et al., 1979), a
condicao de manutencéao utilizada foi de 25°C e intensidade luminosa constante de
1 klux.

O experimento foi realizado em um reator de coluna de bolhas com regime de
batelada, alimentado com 2,0 Lde aguaresiduaria, oriundas do abate e processamento
de aves e suinos. O biorreator juntamente com as unidades filtrantes, foram
esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 minutos. As condi¢des experimentais
foram as seguintes: concentracéao inicial do inéculo de 100 mg.L™", a temperatura de
25°C, o pH ajustado para 7,6, aeracdao de 1 VVM (volume de ar por volume de meio
por minuto), auséncia de luz e relacao C/N (Carbono/Nitrogénio) de 30.

Os compostos volateis formados no bioprocesso foram isolados pela técnica
de microextracédo em fase sélida aplicada em headspace (HS-SPME). A amostragem
realizada no tempo zero e a cada 24 h durante o crescimento celular totalizando
um tempo de residéncia celular de 144 h. A fibra de SPME de revestimento misto
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empregada foi a DVB/Car/PDMS (50/30 pm x 20 mm, Supelco Bellefonte, PA,
USA), pré-condicionada conforme as recomendacgdes fornecidas pelo fabricante. A
temperatura de extracdao de 40°C, com um tempo de equilibrio de 5 minutos, ap6s
exposicao da fibra por 45 minutos. A analise dos compostos volateis foi realizada em
um cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (GC/MS Shimadzu
QP-2010 Plus). As separag¢oes cromatograficas em coluna capilar de silica fundida
DB-Wax, com 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25 um de espessura
de pelicula (Chrompack Wax 52-CB). O gas de arraste utilizado foi o hélio com vazao
constante de 1,6 mL.min". A temperatura inicial da coluna de 35°C, permanecendo
por 5 minutos, apés elevada até 220°C com gradiente de temperatura de 5°C.min-
', mantendo-se isotermicamente por 5 minutos. A interface GC/MS e da fonte de
ionizacéo foram mantidos a 250°C. O detector de massas foi operado no modo de
ionizacao por elétrons, com feixe de elétrons a +70 eV. O analisador de massas do
tipo quadrupolos foi utilizado no modo de varredura na faixa de 35 a 350 m/z. Os
compostos foram identificados primeiramente por comparagcdo dos seus espectros
de massa com os do banco de dados espectral da propria biblioteca do GC-MS
(NIST MS Search 2.0). A identificacdo foi confirmada por comparacéo dos indices de
Retencao Linear calculados.

A estimativa de producéo do composto benzotiazol para producdes diarias foi
baseada em industrias de diferentes capacidades (100, 1000 e 10.000 m3.d"). Foram
utilizados os dados de concentracdo de biomassa e benzotiazol, para o célculo da
produtividade de biomassa [P, = (X-X ) (t-t. ,) ", g.m®.d""], onde X & a concentragéo
de biomassa no momento t (g.m?®), X . é a concentragdo de biomassa no tempo t -
(g.m?), e produtividade de benzotiazol, [P, = P,.C, g.m®.d""], em que C é o teor de
benzotiazol (ug.L").

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a curva de crescimento celular durante o cultivo heterotroéfico,
as fases de crescimento exponencial (Oh-96h), estacionaria (96h-120h) e de declinio
(120h-144h). Os dados cinéticos obtidos durante o experimento foram, densidade
maxima celular de 1050 mg.L"' obtendo uma produtividade de biomassa de 13,19
mg.L".h"", com uma velocidade maxima especifica de crescimento celular 0,02 h-'.

A Figura 1 também mostra a concentragéo total benzotiazol produzido durante
as fases de crescimento celular no decorrer do experimento. A produgcéo do composto
volatil foi observada a partir da fase exponencial apresentando a maior concentracao
durante a fase de declinio, isso pode sugerir que a concentracao e disponibilidade
de nutrientes do meio externo pode afetar o metabolismo secundario das microalgas
(XU et al., 2017).
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Figura 1 - Curva de crescimento celular correlacionado com a concentragéo de benzotiazol ao
longo do experimento.

Concentragéo celular da biomassa microalgas (O); concentracdo de benzotiazol ( ).

Aqueda na producao do benzotiazol observada na transicao de fase exponencial
para estacionaria poderia ser explicada com um descompasso metabdlico com
o estado nutricional (POHNERT & VIDOUDEZ, 2012; KOLBER et al., 1988) e a
eficiéncia na formacéo voltou ap6s a adaptacédo do metabolismo celular.

A Figura 2 mostra o impacto da transformagdo metabodlica em func&o do tempo
na formacé&o do composto benzotiazol no biorreator heterotréfico.

6
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Figura 2 - Cromatograma dos diferentes tempos de cultivo. A= 0 horas; B= 120 horas; C= 144
horas.

O composto volatil predominante foi formado a medida que o tempo de cultivo
aumentou. Dentre os compostos que compde o perfil volatil do experimento, o
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benzotiazol representa 18% dos volateis produzidos no tempo de 144 horas.

No decorrer do experimento o tempo de 144 horas apresentou a melhor
concentracdo 44,38 ug.L-1, comparativamente Santos e colaboradores (2016)
relatam em estudos que utilizando como substrato fontes exégenas de carbono
atingiu a concentracao de 0,1 ug.L-1 com o mesmo o tempo de residéncia celular.

Os compostos tiazolicos sao formados principalmente por duas vias:
degradacdo do 4cido tiaminico ou por rea¢des nao-enzimaticas de escurecimento
entre acucares redutores e aminoacidos na presenca de sulfeto de hidrogénio
oriundo da degradacédo de aminoacidos contendo enxofre (CORRAL et al. 2016).
Agua residuaria de processamento de carne inclui grupos especificos de compostos,
que sao produtos derivados da decomposicao de carboidratos, proteinas e lipidios
(VIEIRA et al., 2019). Assim, este substrato pode ter contribuido para o aumento na
concentracédo deste composto.

A Tabela 1 apresenta o balango de massa da producao de benzotiazol em
diferentes capacidades industriais.

Producéo (kg.ano™) Capacidade industrial (m3.dia™)
94,416 100
944,16 1000
9441,6 10000

Tabela 1 - Balango de massa para a producéo de benzotiazol em diferentes capacidades
industriais.

Os resultados indicaram que € possivel produzir 94,416, 944,16, 9441,6
kg.ano'em uma industria de pequeno (100 m3.d"), médio (1000 m3.d") e grande
porte (10.000 m3d-'). No entanto, a producéao comercial de benzotiazol obtidos de
forma biotecnolégica muitas vezes requer rentabilidade econémica. Para obter altos
rendimentos e produtividade, é importante escolher o design do reator e o sistema
conveniente para a recuperacao deste composto (TALAIEKHOZANI et al, 2016).

Em conjunto, este resultado apoia a hipotese da presente pesquisa de que
o0 benzotiazol é o principal composto organico volatil a ser obtido do efluente de
processamento de carne e metabolizado para a producéo de bioprodutos a base
de microalgas, exibindo uma ampla gama de propriedades bioldgicas de interesse
permanente na industria quimica.

41 CONCLUSAO

A microalga Phormidium autumnale apresentou a capacidade de produzir o
composto benzotiazol quando cultivada heterotroficamente em efluente agroindustrial.
Assim a utilizagdo de agua residuaria como substrato demonstrou ser uma alternativa
para a obtencdo do composto em biorreator microalgal, demonstrando aplicacéao
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comercial de metabdlitos de biotecnologia primarios e secundarios e legislacoes
ambientais mais rigidas levaram ao interesse em desenvolver formas renovaveis
para produzir esses compostos e aplicar a quimica fina.
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