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RESUMO

As microalgas séo uma das primeiras formas de vida do planeta e desenvolveram, ao longo de
milhGes de anos, uma notavel diversidade bioquimica que as tornam alvo de crescentes
investigacbes no campo da biotecnologia, com aplicacGes que vdo desde a producdo de
biocombustiveis até usos como alimentos funcionais. Nesse sentido, a clorofita Scenedesmus
obliquus tém ganhado destaque devido a sua versatilidade e capacidade de sintetizar inimeras
classes de compostos bioativos que lhes conferem um potencial nutracéutico. O objetivo do
presente estudo foi investigar o potencial da microalga Scenedesmus obliquus isolada no
Semiarido pernambucano quanto a producdo de metabdlitos bioativos e atividades biolégicas,
evidenciando possiveis aplicacdes para a biomassa, extratos e residuos. Dessa forma, o trabalho
divide-se em dois capitulos, sendo o primeiro uma revisdo de literatura acerca do potencial
mercadologica e nutracéutica da espécie em questdo; o segundo inclui uma investigacdo
envolvendo diferentes atividades bioldgicas envolvendo a S. obliquus isolada no Semiéarido
brasileiro. A microalga foi cultivada em meio Bold Basal modificado e sistema de cultivo semi-
continuo, sob parametros de luz, pH e temperatura controlados. Apds a coleta e secagem da
biomassa, foram obtidas diferentes fracdes a partir de extragdes sequenciais usando os solventes
agua, etanol, acetona e hexano. A composicao centesimal da biomassa seca (sem solventes) foi
determinada revelando altos teores de proteinas (40,56%) e carboidratos (25,03%), com a
posterior dosagem de amido da biomassa seca e residual, para determinar o nivel de compostos
restantes na biomassa apds sucessivas extracdes. Verificou-se o teor de compostos fendlicos
nos extratos de etanol e acetona de 14,05 e 21,15 mg/EAG g peso seco, respectivamente. A
analise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) evidenciou
a presenca de grupos funcionais na fragdo de exopolissacarideos (EPS) isolados do meio de
cultura. A capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos de sequestro de radical
DPPH, com os maiores valores de 63,12 + 0,21% para o extrato de acetona; radical ABTS com
33,38 £ 0,47% (extrato etandlico) e a capacidade antioxidante total (fosfomolibdénio) com
71,44+ 5,77 mg EAA/ g peso seco para 0 extrato hexanico. A atividade antibacteriana realizada
pelo método de microdiluicdo foi observada para o extrato etanolico frente a bactéria Lysteria
sp. também apresentando os maiores niveis de hemolise (52,45 + 3,28%). Nos testes de inibigao
enzimatica, os extratos apresentaram potencial inibitorio da atividade das proteases tripsina,
quimotripsina e pepsina, além da a-amilase e lipase. Por fim, o potencial prebidtico dos EPS
foi demonstrado, ndo apresentando mudancas no padrdo de crescimento de Lactobacillus

rhamnosus e L. plantarum. Dessa forma, o estudo revelou a capacidade de producao de



compostos bioativos da microalga S. obliquus isolada do semiarido com possiveis aplicagdes
em setores industriais, como farmacéutica e alimenticia, incluindo algumas abordagens ainda
pouco exploradas para a espécie, como as atividades de inibicao enzimatica. Assim, os dados
obtidos sugerem a potencial aplicacao da biomassa e seus derivados no desenvolvimento de
alimentos funcionais, necessitando de estudos complementares a respeito digestibilidade e

aspectos relacionados a sua utilizagdo e seguranca alimentar.

Palavras-chave:  Compostos naturais; nutrac€uticos; prebidticos;  antioxidantes;

antimicrobiano; alga.



ABSTRACT

Microalgae are one of the primary forms of life on the planet and developed throughout billions
of years a remarkable biochemical diversity which is currently the target of rising investigations
in the biotechnological field, boosting applications from biofuels towards potential uses as food.
Therefore, the chlorophyte Scenedesmus obliquus has been in the spotlight due to its versatility
and capacity to synthesize multiple classes of bioactive compounds, providing them with a good
nutraceutical potential. Therefore, the objective of the present study is to investigate the
bioactive potential of S. obliquus isolated in the semiarid region of Pernambuco, as well as the
production of bioactive compounds, biological activities and provide possible directions for the
use of its biomass and derived products. Thus, the work is divided into two chapters: the first
is a literature review about the marketing and nutraceutical potential of the species in question,
and the second includes an investigation involving different biological activities involving S.
obliquus isolated in the Brazilian semiarid region. The microalgae were cultivated in modified
Bold basal medium and semi-continuous system under controlled light, pH, and temperature
parameters. After biomass collection and drying, different fractions were obtained from
sequential extractions using the solvents water, ethanol, acetone, and hexane. The proximate
composition of dry biomass (without solvents) was determined, revealing high levels of
proteins (40.56%) and carbohydrates (25.03%), with the subsequent dosage of starch from the
dry and residual biomass, to determine the level of compounds remaining in the biomass after
successive extractions. It was verified the content of phenolic compounds in the ethanol and
acetone extracts of 14.05 and 21.15 mg/EAG g dry weight, respectively. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis showed the presence of functional groups in the fraction
of exopolysaccharides (EPS) isolated from the culture medium. The antioxidant capacity was
determined by the DPPH radical scavenging methods, with the highest values of 63.12 £ 0.21%
for the acetone extract; ABTS radical with 33.38 £ 0.47% (ethanolic extract) and the total
antioxidant capacity (phosphomolybdenum) with 71.44 £ 5.77 mg EAA/g dry weight for the
hexane extract. The antibacterial activity performed by the microdilution method was observed
for the ethanol extract against Lysteria sp. also showing the highest levels of hemolysis (52.45
* 3.28%). In enzyme inhibition tests, extracts at 1.0 mg/mL showed inhibitory potential for the
activity of the proteases chymotrypsin and pepsin, in addition to a-amylase and lipase. Finally,
the prebiotic potential of EPS was demonstrated, showing no changes in the growth pattern
of Lactobacillus rhamnosus and L. plantarum. Thus, the study revealed the ability to produce



bioactive compounds from the microalgae S. obliquus isolated from the semiarid region with
possible applications in industrial sectors, such as pharmaceuticals and food, including some
approaches that are still little explored for the species, such as enzymatic inhibition activities.
Thus, the data obtained suggest the potential application of biomass and its derivatives in the
development of functional foods, requiring further studies regarding digestibility and aspects
related to their use and food safety.

Keywords: Natural compounds; nutraceuticals; prebiotics; antioxidants; antimicrobial.



LISTA DE ILUSTRACOES

Referencial tedrico
Quadro 1 - Comparacdo dos principais modos de crescimento de microalgas e problemas

associados a producdo em larga escala. Adaptado de Chenetal., (2011)........cccocevveveiiieinennnne 20

Figura 1 - Variedade morfoldgica do género Scenedesmus. (a) S. obliquus; (b) S. armatus; (c)
S. quaudricauda; (d) S. acuminatus. Fontes: Utex.com/Algaebase.com............ccccccevvnivnennns 23

Artigo 1 - Biotecnologia de Scenedesmus obliquus: prospeccéo e aplica¢fes nutracéuticas

Figura 1 - Frequéncia das principais areas de interesse associada as publicacdes cientificas
envolvendo a cloréfita Scenedesmus obliquus ao longo dos ultimos 20 anos. Os dados foram
encontrados na base Web of Science, incluindo em seu titulo, resumo e palavra-chave o termo
“SCENEAESMUS F ODIIGUUS™.....c.veieeite ettt ettt e e st e s aeesre e e s neenneens 34
Figura 2 - Exemplos das estruturas de carotendides. A- B-caroteno, a estrutura mais simples
entre os carotedides; B- luteina e C- zeaxantina, um estereoisbmetro na

1T (=] T VSRS 41
Figura 3 - Tipos de métodos de ruptura celular para microalgas............cocooveevrereneeneneienenen. 48

Artigo 2 - Scenedesmus obliquus isolada no semiarido brasileiro: composi¢do quimica,

atividades bioldgicas e potenciais aplicacbes

Figura 1 - Curva de crescimento da microalga S. obliquus ao longo de 14 dias de cultivo em

meio BBM modificado (Bold Basal Medium). Os dados foram expressos em média + desvio

Figura 2 - Gréfico de espectroscopia de infravermelho (FT-IR) dos exopolissacarideos de S.
obliquus demonstrando os picos (1) 1.024; (2) 1.402; (3) 1.537; (4) 1.633; (5) 2.922 e (6) 3.265,

que sugerem a presencga de CarbOIAIAtOS. .......oouiiiiiie e 89

Figura 3 - Atividades antioxidante pelo método de sequestro de radical (a) DPPH e (b) ABTS
dos extratos de agua, etanol, acetona e hexano de S. obliquus nas concentracfes de 10.000-
312,5 pg/mL. As médias foram consideradas significativas a niveis de significancia de *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001 em relagdo a maior concentragdo (10.000 pg/ML).....coevereirieniinnnnns 91



Figura 4 - Porcentagem de atividade residual para os quatro extratos, referentes as proteases (a)
Amilase, (b) lipase (c) pepsina (d) quimotripsina e (e) tipsina, considerando o controle positivo
como 100% de atividade. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. *p>0,05,
FHED>0,01,% %% > 0,001 ...cceieieieiesieee et b b e e ere e 95

Figura 5 - Atividade prebiotica in vitro do exopolissacarideo ao longo de um periodo de
crescimento de 48 h de L. rhamnosus (A) e L. plantarum (B) com leituras a 600nm. Os
respectivos resultados dos tratamentos em UFC/mL estdo dispostos nas figuras (C) e (D).
Controle: Meio com bactéria (C/ Bac). Controle: Meio sem bactéria (S/ Bac). Inulina (controle
positivo). ExoPoli: exopolissacarideo. As diferencas foram consideradas significativas: ~p
<0,0001 quando comparado ao grupo controle (C/ Bac), *###p <0,0001 quando comparado ao

grupo controle (S/ Bac) e p <0,05 quando comparado a inulina............ccccceevevveveiiciieie e, 97



LISTA DE TABELAS

Artigo 1 - Biotecnologia de Scenedesmus obliquus: prospecgéo e aplicagdes nutracéuticas

Tabela 1 - Variacdo do teor de proteinas da microalga Scenedesmus obliquus e principais

condigdes de CUItIVO adOtadES. ........c..eeveiieie e re e 36

Artigo 2 - Scenedesmus obliquus isolada no semiarido brasileiro: composi¢do quimica,

atividades bioldgicas e potenciais aplicacbes

Tabela 1 - Desenho experimental do ensaio hemolitico para os tratamentos de
exopolissacarideos e fracOes etandlica, aquosa, acetdnica e hexanica de Scenedesmus

(0] 0] 1T (1 13 RSSO 84

Tabela 2 - Teores de compostos e excedentes resultantes da analise de composi¢do centesimal

da biomassa de ScenedesmuS ODIIQUUS..........ccveiuiiieii e 88

Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima dos quatro extratos de S. obliquus frente a Listeria
sp., E. coli, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e Pseudomonas

Tabela 4 - Atividade antioxidante dos extratos de S. obliquus expressas em termos equivalentes
a Trolox (ABTS) e ao acido ascorbico (Capacidade antioxidante total). Os dados foram

expressos em média = desvio padrdo e as diferencas consideradas significativas a

Tabela 5 - Porcentagem de hemdlise apresentado pelos extratos e exopolissacarideos a partir da
biomassa de S. obliquus. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. *p>0,05,
Sl ¢ > 0 et o > 0 USRS 97

Tabela 6 - Diferentes aplicacGes biotecnoldgicas para produtos de S. obliquus com base no

PrESENTE ESTUTO. ... ettt sttt e e s e e be e e ba e et e e sreeebeeareeenree e 98



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt 15
LI OBIETIVOS. ...ttt ettt re e nnn e ne e s nneene e 16
1.1.1 ODJELIVO GEIAL.... oottt e re e e ere s 16
1.1.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ....cueviieiieieiteieierte et ettt 16
3 REFERENCIAL TEORICO.......ccooiiieieeeeseeisee et sss s s ssnes s sanen s 17
3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE MICROALGAS........cooiierieeireeresessrsserssssenessenns 17
3.2CULTIVO E ASPECTOS BIOTECNOLOGICOS DE MICROALGAS........cc.coovvvrrarane. 18
3.2.1 SiSTEMAS dE CUITIVOS. .....cuiiiiiiieiieie ettt 18
3.2.2 Parametros de cultivo e influéncias no perfil quimico de microalgas.............c..c....... 21

3.3 Scenedesmus obliquus: CARACTERISTICAS, ASPECTOS BIOQUIMICOS E

APLICAGOES. ...ttt n sttt 23
3.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS DE MICROALGAS..........cccccvunane. 26
3.4.1 Atividade antioXIOANTE. .......cciiiiiie e 26
3.4.2 Atividade antiDacCteriana............cooiiiiiiiiiie 27
3.4.3 Capacidade de inibicéo enzimatica (amilase € lipase).........ccoceovrereiineneiniencicesces 28
3.4.4 Potencial prebidtico de MICrOalgas...........covrieiiireiiieieeee e 29

4 ARTIGO 1 - BIOTECNOLOGIA DE Scenedesmus obliquus: PROSPECCAO E
APLICACOES NUTRACEUTICAS. ......coooeeeeeeeeeeeveeeeseeseeer s sssesnses s ssenens 31
5 ARTIGO 2 — Scenedesmus obliquus ISOLADA NO SEMIARIDO BRASILEIRO:
COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES BIOLOGICAS E POTENCIAIS

APLICACOES. ......coooeeoeeeeeeeee ettt n s tnennenes 74
6 CONSIDERAGOES FINAIS. ..o s sse s ane s 109
REFERENCIAS...... oottt es ettt se st 110
ANEXO A - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA......ccovverveeeeeeeeinreeresiennean, 121

ANEXO B - APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS............. 122



15
1 INTRODUGCAO

O crescimento populacional somado a demanda crescente pela manutencdo de
suprimentos alimenticios adequados e de producgdes sustentaveis tém impulsionado pesquisas
com o intuido de incorporar fontes alternativas naturais e funcionais (FU et al., 2021). Nessa
perspectiva, as microalgas exibem caracteristicas fisiol6gicas como altas taxas de crescimento,
adaptabilidade a diversos fatores ambientais e acimulo de metabolitos bioativos que as tornam
candidatas aptas a destinacdo de maltiplos produtos industriais (DEBOWSKI et al., 2020).

As algas compdem um grupo polifilético de organismos fotossintetizantes tipicamente
divididos em macro e microalgas, incluindo nestas ultimas, formas eucaridticas e procarioticas,
representadas pelas cianobactérias (TORRES-TIJI et al., 2020). As microalgas, em especial,
constituem uma enorme diversidade evolutiva e bioguimica, sendo reconhecidas como fontes
de compostos com alto valor biotecnol6gico como pigmentos, vitaminas, polissacarideos,
acidos graxos, proteinas, entre outros metabdlitos (BERNAERTS et al., 2019; CUELLAR-
BERMUDEZ et al., 2015).

A versatilidade das microalgas é demonstrada a partir das inimeras de aplicacdes nas
quais podem ser direcionadas, desde a producdo de biocombustiveis, corantes alimenticios,
suplementos funcionais, até de produtos derivados em setores da industria como cosmeética e
farmacéutica (NAGARAJAN et al., 2021). As estimativas revelam um mercado anual crescente
de produtos derivados de microalgas, tendo como principais representantes comerciais a
cianobactéria Arthrospira platensis (Spirulina) cuja biomassa € considerada segura ao consumo
humano sendo comercializada como suplemento alimentar, a cloréfita Chlorella spp. também
voltada a producdo de suplementos em p6, alem da Dunaliella spp. e Haematococcus spp.
direcionadas para a producdo de pigmentos usados em diferentes setores industriais
(KANDASAMY et al., 2021).

Nos Ultimos anos, a clorofita Scenedesmus obliquus tornou-se alvo de crescentes
investigacdes devido a sua notavel capacidade de sintese de biopolimeros de alto valor agregado
como proteinas e lipideos, além de pigmentos de interesse, como a luteina (CHEN et al., 2019).
Ademais, somado aos aspectos fisiologicos que as conferem grande adaptabilidade a estresses
ambientais (JI et al., 2018) a espécie representa uma fonte potencial para aplicacdes em larga
escala em setores como bioenergética, biorremediacdo e em especial, no campo nutracéutico
(CHOI et al., 2015; SILVA et al., 2020; SRINUANPAN et al., 2018).

Além disso, em razdo da sua diversidade bioquimica, a biomassa microalgal e produtos

derivados sdo retratados quanto ao desempenho de atividades terapéuticas antioxidante,
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antimicrobiana, anticancerigena e inibidores enzimaticos que sugerem sua aplicagdo no
tratamento de disturbios metabdlicos, como a diabetes (IBRAHIM et al., 2021; MARREZ et
al., 2019a; SIAHBALAEI et al., 2021).

Embora diferentes abordagens documentem a utilidade de microalgas, sobretudo para
S. obliquus, em varias aplicacbes multifacetadas de sua biomassa e produtos derivados
(alimentos funcionais e nutracéuticos, potencial terapéutico etc.), informagdes complementares
a respeito dos aspectos biotecnoldgicos de novas fontes podem fornecer uma visdo abrangente
sobre tendéncias, potenciais e perspectivas de aplicabilidade desta espécie nas diferentes
vertentes tecnoldgicas. Portanto, o presente estudo integra no Capitulo 1 uma anélise da
literatura acerca do potencial nutracéutico e mercadoldgico de S. obliquus com enfoque na sua
diversidade bioquimica. No Capitulo 2, foi realizada investigacdo de diferentes atividades
bioldgicas de compostos obtidos, fundamentando-se na hipdtese de que a espécie S. obliquus,
isolada da regido Semiarida apresente producdo e acumulacdo de compostos na biomassa

celular e extracelular.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Investigar o potencial da microalga Scenedesmus obliquus isolada no Semiarido pernambucano
guanto a producdo de metabdlitos bioativos e atividades bioldgicas, evidenciando possiveis

aplicacOes para a biomassa, extratos e residuos.
1.1.2 Objetivos especificos

. Realizar um artigo de reviséo sobre o estado da arte das aplicagdes nutracéuticas e
potencial mercadoldgico da S. obliquus;

. Obter fracbes da biomassa utilizando diferentes solventes através de extracOes
subsequentes;

. Caracterizar a biomassa seca e residual quanto a presenca de amido;

. Identificar a presenca de compostos fendlicos e determinar composi¢do quimica da
biomassa;

. Isolar, caracterizar e avaliar o potencial prebidtico dos exopolissacarideos (EPS)

produzidos pela cepa
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. Avaliar o potencial de moléculas bioativas dos extratos de S. obliquus quanto as
atividades antioxidante, antibacteriana e capacidade de inibi¢do enzimética

. Avaliar a atividade hemolitica para a analise da toxicidade dos extratos e EPS;

o Analisar possiveis aplicacfes para a biomassa, extratos e residuos

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DAS MICROALGAS

As algas compreendem um grupo artificial que reine organismos fotossintéticos
macroscopicos e multicelulares (as macroalgas) e microrganismos unicelulares (as microalgas)
gue sdo amplamente encontradas em aguas marinhas e continentais, totalizando uma ampla
variedade de espécies (LEVASSEUR et al., 2020; SANTOS et al., 2015).

A natureza polifilética torna a classificacdo das algas complexa, ja que engloba
organismos com tipos celulares e morfoldgicos distintos, levando ao desenvolvimento de varios
sistemas taxonémicos (HEIMANN et al., 2015). Tradicionalmente, as algas sdo divididas em
nove classes baseadas na composicao de seus pigmentos, sendo as principais: Chlorophyceae
(algas verdes), Bacillaryophyceae (diatomécias), Euglenophyceae (Euglenas), Phaeophyceae
(algas marrons), Dinophyceae (dinoflagelados), Chrysophyceae (algas marrom-douradas),
Rhodophyceae (algas vermelhas) (RUSSELL et al., 2021).

Para microalgas, considera-se duas estruturas celulares: (i) as formas procari6ticas,
chamadas de cianobactérias (algas verde-azuladas) e (ii) as formas eucaridticas tendo como
principais representantes as Chlorophyceae (algas verdes), Bacillariophyceae (incluem as
diatomécias) e Chrysophyceae (algas douradas) (GARCIA et al., 2017). Estas formas de vida
atribuem caracteristicas que tornam o grupo bastante heterogéneo e que permitem a colonizagao
de diferentes ambientes (REVIERS et al., 2010). Em fung&o disso, a identificacdo de espécies
de microalgas configura um critério importante no que diz respeito a valorizagdo e manipulagao
de suas cepas para fins biotecnoldgicos e, nesse sentido, os avancos na biologia molecular tém
propiciado uma maior confiabilidade e rapidez na identificacdo, sendo essencial para 0s
sistemas atuais de classificagdo filogenética (KHAW et al., 2020)

As cloroficeas, por exemplo, englobam representantes predominantemente aquaticos,
adotando formas platdnicas e bentdnicas ou podendo serem até mesmo subaéreas, com

ocorréncia sob superficies de rochas, troncos e no solo como espécies do género Trentepohlia.
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Além disso, apresentam a capacidade de formar interagc@es simbidticas com outros organismos
como fungos, constituindo os chamados liquens (REVIERS et al., 2010). Alguns aspectos
bioquimicos tipicos do grupo incluem a presenca de clorofilas a e b e outros pigmentos
acessorios como carotenos e xantofilas (LELIAERT et al., 2012). O amido é o principal
polissacarideo utilizado como reserva energética e a parede celular é majoritariamente formada
por celulose (VITOVA et al., 2015).

A diversidade bioquimica das microalgas reflete na versatilidade de aplicacGes
industriais nas quais sdo exploradas, incluindo produtos farmacéuticos, suplementos
alimenticios, racdo animal, cosméticos, biofertilizantes, além da biotecnologia ambiental que
cada vez mais utiliza esses organismos como bioindicadores e em processos de biorremediagédo
de aguas residuais (RIZWAN et al., 2018). Essa variedade de compostos sao foco de pesquisas
gue visam a investigacao e aproveitamento das inimeras atividades bioldgicas e a consequente
valorizag&o dos produtos a nivel comercial, destacando atividades antioxidantes (ASSUNCAO
et al., 2017), antimicrobianas (ALSENANI et al., 2020), anticancerigenas (MARREZ et al.,
2019b), antivirais (IBRAHIM et al., 2021), assim como na prevencdo e tratamento de
disfuncdes metabdlicas como obesidade e diabetes (GUO et al., 2021; RAMOS-ROMERO et
al., 2021).

E documentado que alguns géneros de cloroficeas sio exploradas sob diferentes
perspectivas biotecnoldgicas, principalmente Chlorella sp., Haematococcus sp. e Dunaliella
sp., além outros representantes sujeitos a potenciais aplicacdes como Scenedesmus sp.
Chlamydomonas sp. e Botryococcus sp. reconhecidos pela producdo de moléculas bioativas
como acidos graxos e carotendides (BAUDELET et al., 2017). O género Chlorella possui
espécies amplamente estudadas pela capacidade de sintetizar compostos de alto valor agregado
como acidos graxos, vitaminas do complexo B, proteinas e metabdlitos potenciais como
suplemento alimentar e intermediarios para inddstria cosmética, por exemplo (CORONADO-
REYES et al., 2020). Outras espécies também apresentam notavel capacidade de produzir e
acumular moléculas de interesse bioldgico como a astaxantina pela Haematococcus pluvialis
(LE-FEUVRE et al., 2020) e altos teores de proteinas, lipideos, em especial, o B-caroteno pela
Dunaliella salina, cujas aplicagGes encontram-se associadas ao setor alimenticio, seja na forma

de corantes ou como suplementos humano e animal, no caso deste ultimo (SILVA et al., 2021).

3.2 CULTIVO E ASPECTOS BIOTECNOLOGICOS DE MICROALGAS

3.2.1 Sistemas de cultivo
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Vérias espécies de microalgas apresentam potencial para a producéo em larga escala e
uma melhor compreensédo quanto ao desenvolvimento das culturas pode contribuir para a
geracdo de uma industria sustentavel e para obtencdo de produtos com alta relacdo custo-
beneficio (KHAN et al., 2018). Além da diversidade de espécies produtoras de compostos
bioativos, as principais vantagens dos cultivos de microalgas relacionam-se a sua fisiologia,
apresentando uma alta taxa de crescimento e eficiéncia fotossintética, acimulo de compostos
com alto rendimento como lipideos e carotendides, além de ndo demandarem terras agricolas,
evitando competicdo com culturas vegetais (DOLGANYUK et al., 2020; GRIFFITHS et al.,
2011b).

Para o estabelecimento de cultivos de microalgas em ampla escala, recursos como
reatores ou tangques como 0S raceway Sa0 hecessarios e comumente adotados por meio de
sistemas fechados e abertos, respectivamente. Os sistemas abertos sdo empregados com maior
frequéncia devido ao seu baixo custo e grande capacidade de producéo, geralmente estruturados
na forma de lagoas circulares ou de pistas construidas em alvenaria, fibra de vidro, mantas de
isolamento, dentre outros materiais. Embora sejam economicamente viaveis, tais estruturas de
cultivo possuem como principais desvantagens a dificuldade no controle de parametros fisico-
quimicos da cultura, por estarem expostos a atmosfera, menor aproveitamento da luz
(dependendo da regido) e maior taxa de contaminacdo, o que afeta de forma consideravel a
produtividade (FARIED et al., 2017). Alternativamente, sistemas fechados conhecidos como
fotobiorreatores, surgem como uma estratégia para a producdo de culturas axénicas em que
nesses sistemas ndo ocorre a troca direta de gases com a atmosfera, propiciando melhores
condiges para as culturas (SUPARMANIAM et al., 2019). Os fotobiorreatores mais utilizados
incluem os tubulares e de painel plano (flat plate) e de modo geral favorecem uma maior
produtividade volumétrica, melhor aproveitamento da luz e aumento da taxa de assimilacdo do
CO, (FERNANDEZ et al., 2013; TAN et al., 2018), apesar de apresentar um maior custo de
implementacéao

Além disso, os padrdes de crescimento e a diversidade bioquimica das microalgas séo
altamente dependentes das condic¢Ges de crescimento, com destaque para quatro tipos principais
as quais sdo submetidas nos cultivos: fotoautotrofico, heterotréfico, mixotrofico e

fotoheterotréfico (CHEN et al., 2011), conforme descrito no Quadro 1.



Quadro 1: Comparacdo dos principais tipos de crescimento de microalgas a producdo em larga escala.

Adaptado de Chen et al., (2011).

Condigdes de cultivo
Fotoautotrofico Heterotrofico Mixotrofico | Fotoheterotréfico
Fontes de Carbono Luz e carbono
) Luz L . Luz
Energia Organico organico
Cabono
Fontes de Carbono Carbono . Carbono
o o Inorganico e .
carbono Inorgénico Organico . Organico
organico
Densidade ) o o
Baixa Alta Média Média
celular
_ Aberto ou : .
Tipo de ) Fermentador Fotobiorreator Fotobiorreator
fotobiorreator _
reator convencional fechado fechado
fechado
Custo Baixo Médio Alto Alto
Baixa densidade | Alto custo do Alto custo do Alto custo do
Problemas celular e alta substrato e risco | equipamento/ equipamento /
contaminacdo | de contaminacgao substrato substrato
Complexi
dade na baixa média alta alta
operacao

O cultivo fotoautotrofico baseia-se na utilizacdo da luz como fonte de energia somada a
captura do CO> atmosférico como fonte de carbono inorgéanico para a conversdo em energia
quimica por meio da fotossintese (HUANG et al., 2010). Tal sistema tem sido empregado
comumente em culturas de Arthrospira sp., Chlorella sp., Dunaliella sp. Haematococcus sp. e
Scenedesmus sp., sendo fundamental um suprimento adequado de luz e carbono na forma de
CO, (FERNANDEZ et al., 2021). O cultivo heterotréfico, por outro lado, caracteriza-se pela
utilizacdo de fontes de carbono organicas como a glicose, onde podem ser utilizados
fermentadores convencionais para o acumulo de biomassa na auséncia de luz, superando
dificuldades relacionadas com a intensidade e tipo de iluminag&o dos cultivos fotoautotréficos

(NAGARAJAN et al., 2018). E importante destacar que nem todas as espécies de interesse
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biotecnoldgico se desenvolvem de forma satisfatoria em cultivos heterotréficos, e diante disso,
0 sistema mixotrofico apresenta-se como uma estratégia viavel visando a combinagdo de ambos
0s métodos para promover um cultivo mais efetivo (CASTILLO et al., 2021), conforme
observado por Shen et al., (2018) em que a producdo de acidos graxos pela S. obliquus foi

otimizada.
3.2.2 Parametros de cultivo e influéncia no perfil quimico de microalgas

Além da produtividade, alteragdes nos parametros fisicos e quimicos (temperatura,
irradiancia, sanilidade, pH, etc) podem influenciar nos perfis nutritivos e bioativos da biomassa
de microalgas e, compreender o impacto nestas diferencas sazonais nos constituintes
bioquimicos destes organismos sdo de grande importancia quando associada a sua
aplicabilidade comercial (KUMAR et al., 2021). CondigGes de estresse salino, luminoso e a
presenca de carbono orgénico sdo capazes de alterar de forma consideravel a sintese de
métabolitos como carotendides, proteinas e carboidratos em microalgas (MANSOURI et al.
2017), fatores que sdo tipicos de certas regides como o Semiarido, sendo potencialmente fontes
de espécies com alto rendimento de metabolitos (COSTA et al., 2016).

Bioquimicamente, as microalgas possuem pigmentos como clorofilas, carotendides e
ficobilina, onde cloroficeas comumente apresentam clorofilas a e b enquanto em cianobactérias
sdo detectadas a presenca de clorofila, ficoeritrina e ficobilinas, que resultam em uma melhor
absorcdo de luz em varios comprimentos de onda, uma vez que que realizam a conversao para
a energia quimica através dos fotons (CHHANDAMA et al., 2021).

Nesse sentido, a distribuicdo uniforme de luz compde um fator primordial associado a
produtividade da cultura. A variabilidade neste parametro pode modulada a fim de promover o
acumulo de compostos bioativos como carotendides, conhecidos por sua atividade antioxidante
e inimeras aplicacdes mercadologicas (PRIBYL et al., 2016). Além disso, a intensidade e o
espectro da luz utilizada podem ser otimizados para cada espécie dependendo dos produtos
desejados, como demonstrado por (GONCALVES et al., 2019), onde a combinacdo de luz
vermelha:verde (50:50%) promoveu o maior acimulo de pigmentos e produtividade geral da
cultura de Scenedesmus sp.

A composicédo de nutrientes dos meios de cultura € outro fator essencial para a producéo
de microalgas, ja que o excesso ou a diminui¢do dos niveis de certos compostos afetam de
forma significativa o crescimento e a qualidade da biomassa (YAAKOB et al., 2021). O
nitrogénio, por exemplo, é um elemento intermediarios na formagéo de moléculas bioldgicas

como aminodcidos, proteinas, e clorofilas, e consequentemente sua proporcéo influencia
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diretamente no potencial das culturas (ZARRINMEHR et al., 2020). Logo, a diminui¢do dos
niveis de compostos nitrogenados favorece altos rendimentos lipidicos tal como observado para
espeécies oleaginosas como a Scenedesmus sp., cujo contetdo pode atingir niveis em torno de
53% do peso seco (LI et al., 2015). Sob a mesma perspectiva, a deplecdo de fosforo é tambeém
uma estratégia que pode ser utilizada em conjunto para aumentar os teores lipidicos como
demonstrado por Xin et al., (2010).

Proporcionalmente, o aumento nas concentracdes de nitrogénio em um sistema de
cultivo, seja na forma de nitratos, nitritos ou uréia, favorece a sintese de aminoacidos,
resultando em uma maior produtividade e uma biomassa final rica em proteinas com potenciais
aplicacdes na racdo animal e suplementacdo na alimentagdo humana (CHEN et al., 2015;
WANG et al., 2020). O aumento na concentracdo de outros elementos como fésforo e enxofre
também se associa a maior eficacia na producao de carboidratos como observado para S. acutus,
cujo incremento destes compostos levaram a obtencdo de rendimentos superiores de
exopolissacarideos (PATWAL; BARANWAL, 2021b).

Assim como 0s macroelementos nitrogénio e fésforo, os micronutrientes como ferro,
magnésio, cobre e zinco podem atuar indiretamente, desempenhando papel em inUmeras vias
metabdlicas das microalgas como na sintese de clorofilas, cofatores de enzimas, sistema de
reparo antioxidante, entre outras funcdes essenciais para seu desenvolvimento (ERMIS et al.,
2020; SUNDA, 2012). Embora as células microalgais demandem baixas quantidades de metais
traco, a depender da espécie, a deficiéncia desses elementos pode prejudicar sua fisiologia
(JUNEJA et al., 2013) ou mesmo propiciar condi¢bes de otimizacdo, como o acumulo de
lipideos neutros como em cepas de Scenedesmus sp., favorecendo a sua utilizacdo em meios
seletivos com alta salinidade (ROCHA et al., 2019). Mudancas no gradiente de salinidade
podem levar a maior sintese e acumulo de lipideos e carboidratos (HO et al., 2014) assim como
demonstrado para Chlorella vulgaris e S. obliquus, com uma maior representatividade em suas
biomassas de compostos como acidos graxos como o &cido palmitico, oleico, linoleico e
estearico, de interesse para o mercado nutracéutico e bioenergetico (PANDIT et al., 2017).

Ademais, outros fatores como temperatura € pH podem ser controlados a fim de
viabilizar a producdo de metabdlitos antioxidantes como reportado por Guedes et al., (2011) e
embora as condi¢Oes destes pardmetros sejam especificas para cada espécie, 0 crescimento
inicial geralmente se encontra na faixa de pH entre 6 e 8,76, sendo um fator importante ja que
pode influenciar no metabolismo e na absor¢do de ions na célula (HO et al., 2014; KHAN et
al., 2018).
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3.3 SCENEDESMUS OBLIQUUS: CARACTERISTICAS, ASPECTOS BIOQUIMICOS E
APLICACOES

O género Scenedesmus € representado por microalgas dulcicolas caracterizadas como
cendbios planos, geralmente com 2-16 células, ocorrendo raramente com 32 células com
diferentes morfologias, podendo ser fusiformes, elipsoidais ou cilindricas dispostas de forma
alternada ou linear. A reproducdo é assexuada para a maioria das espécies, ocorrendo por
autoesporulacdo em que novas coldnias sdo liberadas com o rompimento da parede celular, e
paraaS. obliquus, foi relatada de forma rara, a reproducdo sexuada isogamica, com a formacao
de gametas biflagelados (FRANCESCHINI et al., 2010). Com base nesses aspectos, no estudo
de Wynne e Hallan (2015), foi proposta a integracdo de Scenedesmus no género Tetradesmus,
sendo esta, a classificacdo atual do taxon encontrada na AlgaeBase (GUIRY E GUIRY, 2021).
Entretanto, como o primeiro termo € sindbnimo de Tetradesmus e compde a maior parte

publicacGes atuais, no presente estudo o foi adotado o género Scenedesmus.

Muitas espécies do género destacam-se pela capacidade de sintese altos teores de
proteinas, carboidratos, lipideos e carotendides como a luteina que apresenta grande interesse
industrial. (DAMIANI et al., 2014; SANCHEZ et al., 2008; VIEGAS et al., 2021). Entre elas,
a S. obliquus (Figura 1) é uma das cloréfitas mais investigadas nos Ultimos anos gracas a sua
notavel capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢bes de cultivo, rapido crescimento e
acumulo de compostos bioativos que expandem seu potencial desde aplicagcdes nutracéuticas a
producédo de biocombustiveis (HLAING et al., 2020).

Figura 1: Variedade morfoldgica do género Scenedesmus. (a) S. obliquus; (b) S. armatus; (c) S.
guaudricauda; (d) S. acuminatus. Fontes: Utex.com/Algaebase.com.
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A luteina é uma carotendide do tipo xantofila (C40Hs60Oz2), que assim como a zeaxantina,
possui duas hidroxilas nas extremidades da cadeia carbonica, 0 que torna o pigmento altamente
reativo contra espécies reativas de oxigénio (ROS), refletindo em uma excelente atividade
antioxidante e acdo preventiva contra indmeras doencas associadas a presenca de tais
metabdlitos (MITRA et al., 2021). Dessa forma, a luteina natural é cada vez mais valorizada
devido a estas propriedades e possiveis aplicacbes comerciais como corante natural de
medicamentos e alimentos, e nesse sentido, microalgas como a S. obliquus tém demonstrado a
alta capacidade de sintese destes compostos em que sob condi¢des otimizadas de luz e
nutrientes, a produtividade pode alcancar 4,96 mg/L/dia (CHEN et al., (2019).

A zeaxantina é outro pigmento produzido pela espécie que também possui interesse
terapéutico ja que assim como a luteina, formam pigmento macular da retina humana e estéo
associados ao tratamento de disfuncdes da visdo, em especial a Degeneracdo Macular
Relacionada a Idade (DMRI) (MA et al., 2016). Sob estresses de luz e salinidade, a espécie é
capaz de produzir grandes quantidades de B-caroteno e luteina como carotendides primarios e
astaxantina como carotendide secundario, o que pode ampliar o as possibilidades de aplicacdes
da cepa tendo em vista o interesse biotecnolégico destes produtos (MANSOURI,;
HAJIZADEH, 2018).

Além de pigmentos, a S. obliquus é explorada devido a alta sintese de lipideos,
sobretudo em condigdes otimizadas de deplecdo de nutrientes, com investigacdes associadas ao
seu potencial nutracéuticos. Nesse sentido, o alto contetdo de &cidos graxos poliinsaturados
(PUFAs), em especial dmegas-3 como o acido a-linolénico, &cido docosaexaenoico (DHA) e
acido eicosapentaenoico (EPA), que sdo acidos graxos essenciais (ndo produzidos no corpo
humano) encontram-se associados a prevencdo de doencas cardiacas, desordens bronquiais,
varias doencas inflamatorias, além de possuirem acdo antialérgica e neuroprotetora
(MANSOURI et al., 2020; REMIZE et al., 2021; SCHUNCK et al., 2018; SOLANA et al.,
2014).

Os PUFAs de microalgas podem ser incorporados em formulagdes infantis para
promocéo da saude relacionado ao desenvolvimento neural adequado, sendo um mercado que
arrecada anualmente cerca de 10 bilhdes dolares (ADARME-VEGA et al., 2012; UNAY et al.,
2004). Alem disso, vale destacar a crescente incorporagdo de S. obliquus na producdo de
biocombustiveis de terceira geracdo, j& que por meio do processo de transesterificacdo seus
lipideos podem ser convertidos em biodiesel e, considerando também vantagens associadas aos
cultivos desta microalga, como rapido crescimento, eficiéncia fotossintética e a facilidade em

modular a composicao da cepa é possivel obter uma producéo de maiores teores de biodiesel
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quando comparado as fontes vegetais tradicionais (ABOMOHRA et al., 2018; ARENAS et al.,
2016; SONKAR; MALLICK, 2018).

Em relacdo a outros componentes quimicos de interesse, o expressivo teor proteico de
S. obliquus compreende um fator importante atrelado ao desenvolvimento de suplementos
alimentares e formulagdes para racdo animal, sendo demonstrado resultados favoraveis quanto
a introducédo de sua biomassa seca rica em proteinas na dieta animal (AMORIM et al., 2021).
Sob condicdes otimizadas o conteudo proteico da espécie resulta em um valor superior a 40%
do peso seco (VENDRUSCOLO et al., 2019), cujo perfil quimico revela a presenca
consideravel de aminoacidos essenciais, que sugerem sua aplicacdo como suplemento alimentar
(HLAING et al. 2020)

Em microalgas, os carboidratos podem ser estruturais quando presentes na parede
celular, por exemplo, além de serem intermediarios do ciclo fotossintético no ciclo de oxidacéo
do carbono fotorrespiratdrio, constituindo também, importantes compostos de armazenamento
de energia (LARKUM et al., 2003). A composic¢éo e a quantidade de carboidratos da S. obliquus
varia dependendo da fase de colheita e as condi¢des de cultivo, porém, em condicdes otimizadas
envolvendo a deplecdo de nutrientes, o conteddo pode alcancar valores entre 45-50% da
biomassa seca, sendo que a glicose constitui maior parte do total de carboidratos (HO et al.,
2017).

Além disso, 0 amido é o composto utilizado como reserva energética primaria, sendo
fundamental para a manutencio e produtividade da microalga nos ciclos dia/noite (LEON-
SAIKI et al., 2017). Grande parte das investigacdes sobre polissacarideos de S. obliquus, visam
a producado de bioetanol por métodos fermentativos (MIRANDA et al., 2012), porém, varias
espécies do género sdo capazes de produzir exopolissacarideos (EPS), polimeros sintetizados e
liberados para 0 meio extracelular que atuam principalmente na protecdo da célula frente a
estresses ambientais, cujas analises in vitro tém demonstrado capacidades bioativas notaveis
como antioxidantes, imunomoduladora e antitumoral (DELATTRE et al., 2016; PATWAL et
al., 2021; ZHANG et al., 2019). Os estudos de EPS da S. obliquus ainda sdo incipientes e
demandam investigagdes detalhadas, tendo em vista o aproveitamento completo nos cultivos e

0 potencial terapéutico com possiveis aplicagdes farmacologicas destes compostos.

Considerando as condigfes ambientais encontradas em regiGes como o Semiarido
brasileiro, os reservatdrios locais podem abrigar cepas com grande plasticidade e capacidade
de sintese de metabolitos bioativos (FILHO et al., 2019). Nesse sentido, investigacdes

envolvendo tais espécies, como a S. obliquus do presente estudo, sdo primordiais para a busca
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e selecéo de cepas com propriedades de interesse industrial, podendo possibilitar a expanséo
das aplicacbes de microalgas e desenvolvimento de produtos sobretudo no mercado
nutraceutico (SANTHAKUMARAN et al., 2020).

3.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS DE MICROALGAS
3.4.1 Atividade antioxidante

Qualquer sistema bioldgico que atua sob condi¢bes de aerobiose, produzem e estdo
sujeitos aos efeitos relacionados as espécies reativas de oxigénio (ROS), metabolitos de
oxigénio em diferentes conformacdes que sdo altamente reativas e danosas a moléculas
biolégicas como acidos nucleicos, lipideos e proteinas, estando associadas a inimeras doencas
cronicas e disfuncbes como diabetes, céncer, alteragdes neuroldgicas e cardiovasculares
(FIRUZI et al., 2011). Dessa forma, compostos antioxidantes previnem danos causados pelas
ROS ao doar elétrons que estabilizam os radicais livres e inibem o processo de oxidacao
(RAHMAN et al., 2015).

No corpo humano, os antioxidantes podem ser divididos em enziméaticos e ndo
enzimaticos, sendo que no primeiro caso, as enzimas do sistema de defesa primario sédo
glutationa peroxidase, que reduz peréxidos, catalase que converte peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular e superdxido dismutase, que converte anions superéxido em
peréxido Ja as enzimas da defesa secundaria sdo glicose-6-fosfato e glutationa redutase,
relacionadas com a manutencdo do sistema de defesa antioxidante (CAROCHO et al., 2013).
Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser sintéticos ou naturais, sendo estes Ultimos
altamente valorizados a nivel industrial e incluem como exemplos vitaminas, carotendides,
compostos fendlicos especialmente flavondides, entre outros obtidos de fontes externas
(NIMSE et al., 2015).

Os métodos de determinacdo da atividade antioxidante in vitro podem ser classificados
em dois tipos: reacOes de transferéncia de hidrogénio (HAT) e reacdes de transferéncia de
elétrons (ET). Ensaios amplamente utilizados como de sequestro de radical DPPH e ABTS sédo
classificados em ambos os mecanismos em decorréncia de suas diferentes interagdes com as
amostras de antioxidantes (PRIOR et al., 2005). No primeiro caso, quando o DPPH reage com
o0 doador de H+ antioxidante, o composto é reduzido a hidrazina e o decaimento da absorbancia
é evidente a 515-517nm, mudando a coloragéo de roxo para amarelo (KEDARE et al., 2011).
No método ABTS, quando o composto esta na presenca de perdxido de hidrogénio é oxidado a

um cation ABTS+, e na presenca de uma substancia antioxidante, ocorre a diminuigdo na
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producdo do cation, evidente na absorbancia na faixa entre 600-750nm, mudando a coloracéo
do composto de azul para transparente (SIDDEEG et al., 2021).

Um exemplo importante de ensaio que envolve a transferéncia de elétrons € o método
fosfomolibdénio, na qual o fosfomolibdénio (1V) € reduzido a fosfomolibdénio (V) na presenca
de um antioxidante, dependendo de fatores como pH e temperatura, além de serem
consideravelmente mais demorados que os métodos que envolvem transferéncia de hidrogénio
(ALAM et al., 2013). Como a atividade antioxidante pode ocorrer por diferentes mecanismos,
é recomendada a utilizacdo de mais de um método de avaliacdo sendo estes aplicaveis para
compostos lipofilicos e hidrofilicos e assim, represente a capacidade antioxidante das amostras
de maneira mais confidvel (KARADAG et al., 2009).

Muitas evidéncias sugerem que o consumo de alimentos dotados de compostos
antioxidantes € bastante efetivo na melhoria da qualidade de vida ao prevenir inimeras doencas
degenerativas associadas a presenca de radicais livres (ALAM et al., 2013). Nesse sentido,
microalgas sao fontes de compostos antioxidantes como carotendides (luteina, B-caroteno,
astaxantina), acidos graxos poliinsaturados, polissacarideos, além de inimeros metabolitos
secundarios como compostos fenolicos (RIZWAN et al., 2018; SAFAFAR et al., 2015).
Extratos da Scenedesmus subspicatus revelam a presenca de varias classes de antioxidantes,
também sugerindo uma correlacdo com os compostos fendlicos da cepa, demonstrando o

potencial do género na producdo de metabolitos bioativos (DANTAS et al., 2019).

3.4.2 Atividade antibacteriana

Nas ultimas décadas, 0 aumento da resisténcia bacteriana culminou em um dos maiores
problemas de saude publica mundiais, estimulando a busca de novas fontes de antimicrobianos
naturais em organismos terrestres e aquaticos, como as microalgas (SHANNON; ABU-
GHANNAM, 2016). Atualmente, h4 uma extensa literatura acerca dos compostos
antibacterianos produzidos por microalgas, sendo os principais: pigmentos, acidos graxos,
varias classes de metabdlitos secundarios como alcal6ides, compostos fendlicos, terpendides,
além de uma gama de compostos aromaticos (ROJAS et al., 2020).

A avaliacéo da suscetibilidade bacteriana € uma etapa crucial para o desenvolvimento
de novos farmacos e previsdo de resultados terapéuticos, sendo os métodos de difusdo em disco
e microdiluicdo em caldo, as abordagens in vitro mais adotadas para este fim (BALOUIRI,
SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Ha trés alvos primarios de agdo dos antibidticos nas células

bacterianas: a inibi¢ao da sintese da parede celular, dos ribossomos e do DNA ou RNA (atuando
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na DNA topoisomerase ou RNA polimerase) (ROSSITER et al., 2017). Compostos naturais
com acgdo antibacteriana sdo considerados vantajosos por geralmente apresentar mais de um
alvo bacteriano, além da possibilidade de associacdo com os farmacos convencionais, ja que
em muitos casos € possivel observar uma acéo sinérgica (MARTELLI et al., 2018).

Extratos de microalgas como a Chlorella spp. recentemente demonstraram capacidade
bacteriostatica frente a bactérias Gram-positivas resistentes como a Staphylococcus hyicus,
Enterococcus faecalis e Streptococcus suis, além de apresentar um perfil fitoquimica com 23
compostos com atividades antibacterianas reconhecidas (MICHELON et al., 2021). Varias
espécies do género Scenedesmus sdo produtoras de inibidores bacterianos, como demonstrado
por Habibi et al. (2018), onde a S. dimorphus, apresentou atividades antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas utilizando diferentes fracdes de extratos da biomassa, sendo ésteres,

hidrocarbonetos e terpendides os principais compostos envolvidos na atividade.
3.4.3 Capacidade de inibi¢cdo enzimatica (amilase e lipase)

Diabetes mellitus é uma desordem metabdlica que afeta 0 metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas, sendo classificada em dois tipos: tipo 1, quando ocorre uma insuficiéncia
na producdo de insulina derivada da destruicdo das células B-pancreéticas, geralmente
decorrentes de doencas autoimunes e predisposi¢do genética, enquanto a tipo 2, a mais comum
com uma incidéncia de 90% entre os casos da doenca, ocorre uma resisténcia a insulina, estando
diretamente relacionada a desordens como a obesidade, e decorre de fatores associados ao modo
de vida dos pacientes, como por exemplo, a alimentacao desbalanceada e sedentarismo (PARK
et al., 2017). O numero de casos da doenca é crescente e estima-se que até 2030 afete 439
milhGes de pessoas em todo o mundo (SHAW et al. 2009).

Diante desse cenario, uma estratégia terapéutica cada vez mais difundida para a diabetes
mellitos tipo 2 é a diminuicdo dos niveis de glicose pds-prandial por meio da inibicdo de
enzimas que atuam nas etapas finais da digestdo de carboidratos como a a-amilase e a-
glucosidase (SALES et al. 2012; GONG et al. 2020). A a-amilase est4 presente na saliva e no
pancreas atuando na hidrolise de polissacarideos para a formacdo de oligossacarideos e
dextrina, que na membrana microfilica intestinal serdo hidrolisados pela a-glucosidase em
glicose, para a posterior absorcdo intestinal (SITI et al., 2020). Apesar dos farmacos
antidiabéticos sintéticos serem eficazes, eles apresentam desvantagens como efeitos colaterais
comuns e a diminuicdo da eficacia do tratamento ao longo do tempo, sendo necessaria a busca
continua por novos agentes seguros e eficazes, especialmente de fontes naturais (ZHU et al.,
2021).
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Cannell et al. (1987), analisaram a capacidade de inibi¢ao de enzimas como a a-amilase,
a-glucosidase e [-galactosidase de extratos de solventes organicos de 500 microalgas
procarioticas e eucaridticas, revelando resultado positivos para clorofitas como Dunaliella
parva, S. quadricauda e S. subspicatus. Recentemente, verificou-se o potencial antidiabético
de S. bajacalifornicus, cujo extrato aquoso apresentou indices significativos de inibicdo de
amilase, o que reforca a capacidade do género em produzir compostos com valor terapéutico
(PATIL etal., 2019).

O indice de massa corporal € um importante fator com a resisténcia a insulina, de modo
que grande parcela dos individuos com sobrepeso ou obesos também apresentam quadro de
diabetes mellitus tipo 2 (AL-GOBLAN et al., 2014). A obesidade é um dos disturbios
metabolitos mais recorrentes no mundo e é caracterizada acimulo exacerbado de gordura
corporal, sendo que uma das abordagens mais efetivas para o seu tratamento é a inibicao da
lipase pancreatica com o intuito de diminuir os monoacilglicerdis e triglicerideos presentes no
[umen intestinal, resultando no decréscimo da absorcao e acimulo destes compostos no corpo
(WAN-LOY et al., 2016).

Inibidores de lipase podem ser isolados de microalgas, como demonstrado por Zhang et
al. (2019) no qual peptideos bioativos de Chlorella pyrenoidosa apresentaram um indice de
inibicdo enzimética de 47,95%, sugerindo sua eficacia no tratamento da obesidade e distdrbios
relacionados. Porém, estudos com microalgas ainda sdo insuficientes sendo necessarias novas
investigacOes tendo em vista as diversas classes de compostos bioativos que sintetizam e as

potenciais aplicacOes terapéuticas.
3.3.4 Potencial prebiotico de microalgas

Alimentos funcionais sdo aqueles que além de prover nutricdo adequada para o
organismo, apresentam uma ou mais atividades bioldgicas que favorecem a salde do
consumidor, tornando-se mais atrativos quando dotados de propriedades como antioxidantes,
anti-inflamatorias ou até mesmo prebioticas. No dltimo caso, a agdo prebidtica é uma
caracteristica de certos alimentos que s&o dificilmente digeridos pelo corpo humano e passam
por processos de fermentagéo pela microbiota intestinal, estimulando o crescimento seletivo de
microrganismos que promovem efeitos benéficos a saude (PATEL et al., 2021). Essas
substancias incluem principalmente fibras dietéticas, amidos resistentes, oligo e polissacarideos
como galactanos, B-glucano, xilo-oligossacarideos (XOS), agUcares de alcool e outros
compostos como mucinas, metabolitos que sdéo comumente encontrados em macro e microalgas
(RAPOSO et al., 2016).
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Um estudo recente revelou que solugcdo aquosas de Chlorella vulgaris quando
adicionadas em leite foi capaz de estimular o crescimento de Bifidobacterium, demonstrando o
potencial de microalgas como suplementos alimentar (HYRSLOVA et al., 2021). Além disso,
microalgas sdo produtoras de exopolissacarideos, substancias cuja atividade prebidtica é
relatada na literatura, e devido as mudangas de composicao entre espécies, investigaces sdo
necessarias a fim de avaliar as possiveis multifuncionalidades destes compostos (ISPIRLI,
2018; LIU et al. 2016).

O capitulo seguinte é composto por uma revisdo bibliografica narrativa onde serdo
abordados aspectos relacionados a biotecnologia da espécie S. obliquus, com énfase no seu
potencial nutracéutico, tendéncias e desafios mercadoldgicos.
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Resumo

Dentre as fontes naturais direcionadas ao segmento de suplementos alimentares, as microalgas
fornecem uma diversidade de moléculas bioldgicas que somada a percepcao da necessidade de
alimentacdo saudavel e qualidade de vida, impulsiona a expansdo destes organismos no
mercado nutracéutico. Apesar do alto rendimento de proteinas, acidos graxos e pigmentos, a
cloréfita Scenedesmus obliquus ainda possui aplicagfes alimenticias pouco difundidas, tendo
em vista as informacdes sobre seguranca alimentar e eficacia na incorporacdo em produtos
funcionais relatados na literatura. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo realizar
uma revisdo narrativa de literatura a respeito dos principais compostos de interesse nutracéutico
da S. obliquus e suas funcionalidades, discutindo aspectos relacionados a otimizagdo da
producdo, extracdo de metabolitos bioativos, bem como o potencial mercadoldgico da biomassa
e seus subprodutos, revelando desafios que envolvem a aplicacdo da espécie em escala

industrial.
Palavras-chave: microalga, produtos naturais, compostos bioativos, alimentacéo, farmacéutica

Abstract

Amongst the natural sources directed to the food supplement market, the microalgae can
provide a diversity of biological molecules, that when added to the perception of healthy
feeding and life quality needs, thrive the expansion of these organisms in the nutraceutical
market. Considering literature data concerning food safety and the efficacy in incorporating
functional products, the chlorophyte Scenedesmus obliquus still possesses non-widespread food
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applications, regardless of its high yield as proteins, fatty acids, and pigments. Therefore, the
present literature review grouped data concerning the main S. obliquus nutraceutical
compounds of interest and their functionalities, discussing aspects related to the optimization
of production and extraction of bioactive metabolites along with the market potential of biomass
and its by-products, revealing challenges that involve the application of the species on an

industrial scale.

Keywords: microalgae, natural products, bioactive compounds, food, pharmaceutical

1 INTRODUCAO

As estimativas do aumento populacional para as proximas décadas, tém sido
acompanhadas por grandes desafios atrelados especialmente a demanda energética e
alimenticia, os quais estimulam o interesse na exploracao de novas fontes dietéticas capazes de
suprir esta necessidade de forma sustentavel, agregando também possiveis beneficios a satde
humana (BARSANTI; GUALTIERI, 2018; TANG et al., 2020a; VERA et al., 2018).

A busca por alimentos naturais tem se intensificado na Gltima década acompanhando a
demanda dos consumidores por produtos com caracteristicas que lhes proporcionam uma
melhor qualidade de vida (CAMACHO et al. 2019). Neste cenario, microalgas ganham um
crescente destaque gracas a producao e acimulo de compostos bioativos com amplo interesse
industrial, tais como &cidos graxos poiinsaturados, proteinas, além de pigmentos antioxidantes
com aplicagBes no setor farmacéutico e alimenticio (FU et al., 2021). Algumas espécies de
cloroficeas como a Chlorella sp, Haematococcus sp., Dunaliella sp. e a Scenedesmus obliquus
acumulam altos teores de proteinas em sua biomassa seca, possuindo todos 0os aminoacidos
essenciais, e por estes fatores, apresentam grande potencial de aplicacdes em produtos voltados
a alimentacdo humana e animal (KRATZER et al., 2021).

Os nutracéuticos contendo microalgas representam um setor em expansédo considerando
0s potenciais beneficios a salde atribuido aos compostos biotivos presentes na biomassa
microalgal. Nutracéuticos sdo alimentos fortificados que ao serem consumidos, sdo capazes de
promover nutricdo e inimeros beneficios a satde, possibilitando a incorporacao de metabolitos
bioativos em produtos de consumo regular amplamente aceitos pelo publico (CAPORGNO et
al., 2018; SOUYOUL et al., 2018).
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A S. obliquus é uma das microalgas dulcicolas mais abundantes no mundo, e apesar de
acumular metabolitos como carotenoides do tipo luteina e P-caroteno, e sintetizar altos
conteudos proteicos e lipidicos, sua aplicacdo comercial para o setor nutracéutico ainda € pouco
expressiva (CHEN et al., 2019; GRIS et al., 2014; RUMIN et al., 2021; SINGH, N. et al., 2019).
O potencial nutracéutico da espécie foi demonstrado por estudos anteriores (PATNAIK;
MALLICK, 2019; SILVA et al. 2020), onde por meio da adi¢do de hidrolisados proteicos a
racao animal, observou-se efeitos benéficos a saide dos animais como a manutencdo do peso
adequado, diminuicdo das taxas lipidicas e de glicose sérica, sugerindo que seu consumo pode
atuar no tratamento de distarbio metabdlicos.

Abordagens recentes na literatura revisaram o potencial da S. obliquus quanto a
producdo de compostos e sua aplicacdo o setor bioenergético e ambiental (ISHAQ; MATIAS-
PERALTA,; BASRI, 2016). Nesse sentido, a presente revisao analisa a literatura a respeito da
producdo de metabdlitos bioativos da S. obliquus, englobando processos de otimizacdo de
producdo e extracdo de compostos, potencial nutracéutico e mercadoldgico da espécie,
retratando os desafios envolvendo a sua aplicacdo em larga escala. Além disso, o estudo fornece
informac@es sobre conhecimento atual da biotecnologia de S. obliquus que podem auxiliar na

tomada de decisdo para possiveis direcionamentos na industria nutracéutica.

2 METODOLOGIA DE BUSCA E ANALISE DOS ESTUDOS

Para o desenvolvimento do estudo, pesquisas foram realizadas em trés bases de dados:
a Science Direct, a Web of Science e Pubmed e a coleta ocorreu entre julho e outubro/2021. As
buscas se deram por meio de palavras-chave como “Scenedemus obliquus”, “Tetradesmus
obliquus”, utilizando o conectivo “AND” para adicionar termos mais especificos como
“antioxidant”,  “antibacterial”, “pigments”’, “protein”, “lipids”, ‘“‘carbohydrates”.
Posteriormente, os estudos foram selecionados por meio da leitura dos titulos e resumos, onde
critérios de elegibilidade foram determinados para a inclusdo dos artigos, sendo selecionados
aqueles publicados entre 2001 e 2021, artigos originais de pesquisa em inglés e estudos a
respeito de atividades bioldgicas, producdo e extragdo de macromoléculas e potencial
alimenticio, excluindo-se artigos de revisdo de literatura ou investigaces com a espécie que
ndo se enquadravam no escopo da pesquisa. Apos a triagem inicial, prosseguiu-se com uma
leitura exploratdria e seletiva, também observando as referéncias dos estudos a fim de integrar
trabalhos que se incluiam nos critérios definidos, seguindo para a analise e interpretacdo dos

artigos, e por fim, a redacao da revisao.
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3 VISAO GERAL DA BIOTECNOLOGIA DE S. obliquus

A exploracdo e comercializacdo de suplementos alimentares de carater nutracéutico e
produtos associados configuram segmentos de rapida ascensdo nos ultimos anos,
principalmente pelo fato de que além do valor nutricional agregado desempenham papéis
fisiologicos benéficos a satde humana (KALRA, 2003; NICOLETTI, 2012).

Sob esta perspectiva, a aplicacdo das microalgas tem sido cada vez mais diversificada,
onde representantes como as clorofitas Chlorella sp., Haematococcus sp., Dunaliella sp. e
cianobactérias tais como a Arthrospira platensis, detém a capacidade de producdo de multiplos
metabdlitos aplicaveis a setores farmacéuticos, cosméticos além da industria alimenticia
(ARAUJO et al., 2021). Embora investigacdes biotecnoldgicas concentrem-se especificamente
nestas principais representantes, a microalga Scenedesmus obliquus é também uma fonte
promissora devido suas caracteristicas fisiologicas intrinsecas que lhe permitem sintetizar
compostos de ampla demanda comercial (AMORIM et al., 2021; CHAN et al., 2013,
HEMANTKUMAR e RAHIMBHAL, 2019; NADZIR et al., 2019).

Nas ultimas duas décadas, a espécie S. obliquus tornou-se alvo de crescentes
investigacbes com tendéncias multidisciplinares (Figura 1) e estudos engajados
predominantemente nos campos de pesquisa de Bioquimica e Ciéncias Farmacéuticas
(21,98%), Energia e Biocombustiveis (14,42%) e nos ultimos dez anos, na area de Ciéncia e
Tecnologia de alimentos e Sustentabilidade (5,19%) cuja observacdo remete ao maior interesse
na exploracdo e desenvolvimento de produtos nutracéuticos (ABIMBOLA et al., 2021,
FERNANDES et al., 2021; PIOTROWSKA-NICZYPORUK et al., 2015; SUPRAJA et al. ,
2020).

Figura 1: Frequéncia das principais areas de interesse associada as publicacdes cientificas envolvendo a

clordfita Scenedesmus obliquus ao longo dos ultimos 20 anos. Os dados foram encontrados na base Web

of Science, incluindo em seu titulo, resumo e palavra-chave o termo “Scenedesmus + obliquus”.
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Atualmente, a Scenedesmus obliquus (Turpin) Kutzing, 1833, pertencente e familia
Scenedesmaceae, é considerada sindbnima de Tetradesmus obliquus (Turpin) MJ Winne, 2016
(GUIRY E GUIRY, 2021). Porém, considerando a literatura acerca da espécie e a relevancia
cientifica do seu sinbnimo, o presente estudo adotou a homenclatura Scenedesmus obliquus

para tratar da espécie em questao.

4 MICROALGAS COMO POTENCIAIS SUPLEMENTOS ALIMENTARES
4.1 COMPOSTOS BIOATIVOS
4.1.1 Proteinas

Em 2017, a populagdo mundial era estimada em 7,3 bilhGes de habitantes, com um de
consumo de proteinas global em torno de 202 milhdes de toneladas (HENCHION et al., 2017),
apresentando um crescimento progressivo na demanda de fontes proteicas associada as
estimativas no incremento populacional (ONU, 2019). Nesse cenario, fontes alternativas de
proteinas como as microalgas destacam-se pela sintese de compostos de interesse (e.g.
peptideos e aminoacidos essenciais) que visam promover um equilibrio nutricional adequado,
em especial aquelas com uma quantidade de proteinas acima de 30% em sua biomassa seca
(RITALA et al., 2017; FU et al., 2021). A cianobactéria Arthropira platensis, por exemplo, é
extensivamente cultivada para fins alimenticios na forma em p0, tabletes, capsulas, sendo uma
das primeiras espécies reconhecidas como suplemento alimenticio devido seu alto teor proteico
(47-70%) e compostos de alto valor nutracéutico (BERNAERTS et al., 2019; RAMIREZ-
RODRIGUES et al., 2021).

Proteinas sdo formadas por monémeros chamados aminoécidos, e sua composicao e
diversidade séo fatores preliminares para a avaliacdo da qualidade de uma fonte proteica.
Considerando que fontes vegetais de proteinas geralmente sdo carentes de aminoacidos
essenciais, ou seja, aqueles que o ser humano nao sintetiza naturalmente, microalgas por outro
lado, podem apresentar esses aminoacidos em altas quantidade o que valoriza o seu valor
nutracéutico (KOYANDE et al., 2019). Algumas microalgas destacam-se pela sua alta sintese
proteica e potencial uso na industria alimenticia, como por exemplo a Haematococcus pluvialis,
espécies do género Nannochlopsis, a rodéfita Porphyridium cruentum e a clordfita
Scenedesmus obliquus (GEADA et al., 2021)

A partir do teor de proteina e grau de concentracdo, produtos provenientes da fracéo
proteica das microalgas podem ser classificados como proteinas de célula inteira (40-50%),

quando a celula mantém sua estrutura intacta, sendo consumida integralmente, e a partir da
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extracdo e purificagdo dessas macromoléculas, séo obtidos os concentrados de proteinas (60-

89%), isolados proteicos (90-95%), hidrolisados (70-95%) ou ainda peptideos bioativos

(>95%), nos dois ultimos casos, envolvendo hidrolise enzimatica. (SOTO-SIERRA, et al.

2018). As proteinas purificadas, em especial sdo mais requeridas para aplicacGes em ragdes e

produtos nutracéuticos pela sua alta digestibilidade geral (HLAING et al., 2020). A Tabela 1

demonstra exemplos do teor de proteinas da microalga S. obliquus em diferentes condicdes de

crescimento.

Tabela 1: Variacdo do teor de proteinas da microalga Scenedesmus obliquus e principais condi¢oes de

cultivo adotadas. sr = sem registro.

Teor de L ] o
Cepa ] Condigdes de cultivo Referéncia
proteinas
Meio Johnson com diferentes
S.obliquus (s.r) 5,1-32,3%  concentracbes de fosfato e (CELEKLI e BALCI,
nitrato 2009)
_ 14,87- Meio Kuhl com diferentes (HAMOUDA et al.,
S. obliquus (s.r) N
26,62% concentracdo de KNOs 2018)
Scenedesmus Meio BG-11, regimes de luz
35,6% o ) (FAN et al., 2020)
obliquus otimizados e uso de &gua
(FACHB-417) residual doméstica
) ) . (VENDRUSCOLO et
S. obliquus 41,1-47,3% BG-11 sob influéncia de do
al., 2019)
(cpPccos) fotoperiodo
S. obliquus (s.r)  24,97% Meio LC Oligo SSSNE'RO etal,
S. obliquus (s.r)  42,8% Meio L4-m (AMORIM et al., 2021)
S. obliquus )
42% Meio BG-11 (SINGH et al., 2020)
(SGM19)

A S. obliguus pode apresentar altos indices de aminoacidos, em especial, 0s essenciais

como leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, lisina e treonina, como demonstrado no
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estudo de OSMAN et al. (2004) com a cepa submetida a otimizagcbes com diferentes
quantidades de metais traco. No caso dos peptideos da espécie, estes apresentam inlimeras
atividades bioldgicas, como relatado por (MONTONE et al.,, 2018), onde 25 amostras
demonstraram atividades antioxidante, anti-hipertensiva, capacidade de inibicdo de
acetilcolinesterase e da enzima conversora de angiotensina, o que sugere a possivel aplicacdo
farmacoldgica dessas moléculas para o tratamento de inimeras doengas neurologicas.

Uma classe de moléculas com grandes aplicagcdes biotecnoldgicas sdo as lectinas,
proteinas/glicoproteinas que se ligam a carboidratos e sdo bastante efetivas por exemplo, no
diagndstico relacionados a alteracOes relacionadas a sintese de glicanos e como marcadores
celulares de certos microrganismos (MARTINEZ-FRANCES; ESCUDERO-ONATE, 2016).
Recentemente, Carneiro et al. (2019) mostraram que a S. obliquus além de um alto teor proteico,
também produz lectinas em quantidades razoaveis, necessitando de abordagens mais profundas
a respeito da bioquimica da espécie e producdo de tais moléculas. Silva et al. (2020)
caracterizaram uma lectina extraida e purificada da S. obliquus, exibindo alto peso molecular,
inibicdo por varios ions e nao aglutinacdo quando submetida a eritrécitos de diferentes origens,
abrindo as portas para estudos nesse ambito em diferentes cepas e avaliacdo de suas
bioatividades.

No estudo de SUWAL et al. (2019), foi demonstrado a capacidade da espécie de
produzir enzimas de interesse industrial como a -galactosidase, enzima envolvida na hidrolise
de lactose e producdo de galacto-oligossacarideos (GOS), sendo possivel observar um
decréscimo dos niveis de lactose no meio de cultura (21%), com o aumento nos niveis de GOS
com um rendimento de 4,4 g/L. Essas moléculas sdo amplamente estudadas pelo sua atividade
pré-bidtica, e sdo assim reconhecidos por se enquadrarem em trés critérios principais: sdo
resistentes a acidez estomacal, a hidrolise de enzimas digestivas e ndo sdo absorvidos pela
parede intestinal; podem ser fermentados pela microflora intestinal e terceiro, estimulam o
crescimento ou atividade das bactérias presentes no trato gastrointestinal diretamente
associadas a saude do organismo (GIBSON et al., 2004).

A producéo de enzimas industriais por microalgas apresenta algumas vantagens como
0s requisitos nutricionais simples (luz natural ou artificial, CO2, 4gua, fontes de nitrogénio e
outros compostos em menor quantidade) o que pode diminuir os custos em grande escala
(BRASIL et al., 2017). Anteriormente, a produtividade de f-galactosidases de S. obliquus foi
investigada sob diferentes sistemas troficos de cultivo, algando um valor méximo de 12,35
U/L/dia, sendo um rendimento considerdvel para a producdo enzimética em larga escala
(BENTAHAR et al., 2018).
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4.1.2 Carboidratos

Nas microalgas, os carboidratos podem ser estruturais quando presentes na parede
celular, por exemplo, além de serem intermediarios do ciclo fotossintético no ciclo de oxidacéo
do carbono fotorrespiratério, constituindo também, importantes compostos de armazenamento
de energia, permitindo a manutencdo das células no ciclo escuro, e frequentemente, em
condicdes estressantes (RAVEN et al., 2003).

Estudos recentes demonstram a capacidade do género Scenedesmus em sintetizar e
acumular altos teores de amido como fonte de armazenamento, alcancando rendimentos de até
37,10% do peso seco (PANDEY et al., 2020). Semelhante ao amido encontrado nas plantas
superiores, nas microalgas é formado por polimeros de glicose unidos por ligacGes glicosidicas
a-1,4, contendo ramificagdes na posigdo a-1,6, sendo um composto bastante investigado
visando a producéo de bioetanol por processos fermentativos (BULEON et al., 1998; MAIA et
al., 2020). O amido tem um papel fundamental no armazenamento de energia transitoria e no
maior aproveitamento da energia luminosa nos ciclos dia/noite, 0 que estd diretamente
relacionado com a produtividade da microalga, como demonstrado em um estudo recente com
a S. obliquus. (LEON-SAIKI et al. (2017).

Em relacdo a composicao de carboidratos da S. obliquus, em condi¢fes otimizadas, o
teor de acucares pode chegar em torno de 45-50% da biomassa, sendo a glicose, 0 monémero
predominante ao constituir 80% do contetdo total de carboidratos, como demonstrado por HO
et al., (2017). Um comparativo entre analises semi-quatitativas e quantitativas revelou que os
principais monossacarideos presentes na espécie sdo predominantemente glicose, galactose,
manose e em menores quantidades xilose e ramnose (SCHULZE et al., 2017). Além disso,
SCHULZE et al., (2016) investigou numerosas cepas de clorofitas, observando que Vvérias
espécies do género Scenedesmus sdo capazes de sintetizar carboidratos com diversas atividades
bioldgicas e aplicagdes terapéuticas, como o f-glucano, um polimero raramente encontrado em
microalgas sendo geralmente isolado de fungos e bactérias. Tal composto € amplamente
estudado pelas suas notaveis caracteristicas de biossegurancga, exibindo principalmente
atividades antivirais, antioxidantes, antitumorais e imunomoduladora (YANG; HUANG,
2021).

Polissacarideos de microrganismos desempenham variadas fungdes fisiologicas
dependendo da sua estrutura, desde a participacdo na construcdo de biofilmes, acimulo de

energia como reservas de carbono e sdo frequentemente secretados para o meio adjacente, sendo
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chamados de exopolissacarideos (EPS), e liberados tanto por mecanismos fisioldgicos da
célula, tanto pelos estimulos gerados por condi¢des estressantes (DELATTRE et al., 2016). O
género em questdo, possui espécies reconhecidas pela producéo e atividades bioldgicas das
fracdes de EPS, como demonstrado por PATWAL et al. (2021) onde realizaram uma otimizacao
da producdo de EPS de S. acutus demonstrando a notavel atividade imunomoduladora em testes
in vitro utilizando células mononucleares do sangue periférico. Além disso a atividades
antioxidantes e antitumorais foram obtidas por EPS de Scenedesmus sp., chegando a uma
porcentagem méaxima de eliminacdo de radicais (DPPH e hidroxila) de 68,2% e 77,5% e
diminuindo de forma significativa as células de duas linhagens de cancer de colon humano
(HCT116 e HCT8) em ensaios in vitro (ZHANG et al., 2019). Os estudos em relacdo aos EPS
de S. obliquus ainda sdo incipientes necessitando, portanto, de investigacbes sobre a
caracterizacdo, parametros de otimizacdo e suas atividades bioldgicas, tendo em vista o
potencial demonstrado pelo género e as indmeras aplicacbes terapéuticas dos

exopolissacarideos.
4.1.3. Lipideos

Em condigdes otimizadas, microalgas podem acumular entre 20-50% de lipideos em
sua biomassa seca (KATIYAR et al.,, 2020). Com base no tamanho das estruturas de
hidrocarbonetos, os lipideos podem ser divididos em cadeia média (C10-C14), cadeia longa
(C15-C18) e cadeias muito longas (>C20), e dentre esses Ultimos, destacam-se 0s &cidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), que possuem cadeias longas e incluem acido araquidonico, acido a e
y-linolénico e &acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenodico (DHA) que apresentam
inimeras atividades bioldgicas (SINGH et al., 2011).

O EPA, DHA e o 4cido a-linolénico sdo conhecidos como &cidos graxos do tipo
O0mega-3, compostos altamente valorizados devido suas propriedades nutracéuticas, atuando na
reducdo da presséo arterial e prevengéo de doengas cardiovasculares, atividades antitumorais,
além de exercerem um impacto positivo na manutencao da funcionalidade neuronal, podendo
diminuir as chances de desenvolver problemas como o mal de Alzheimer (COLUSSI et al.,
2017; MOHAJERI et al., 2015; REMIZE et al., 2021). Cépsulas alimenticias de DHA e EPA
geralmente sdo produzidas a partir de 6leo de peixe, porém, tendo em vista 0 constante
crescimento do mercado de dmegas-3 e a necessidade de novas fontes alternativas de alto
rendimento, o 6leo de microalgas tem demonstrado um grande potencial de comercializacéo
voltado a saude humana e animal (BHATTACHARYA E GOSWAMI, 2020; SANTIGOSA et
al., 2021).
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O género Scenedesmus é amplamente investigado por produzir altos rendimentos de
triglicerideos e PUFAs, com destaque para a espécies S. dimorphus, S. acutus e S. obliquus
(DAMIANI et al., 2014; SHEN et al., 2020; VIDYASHANKAR et al., 2015). A S. obliquus,
em especial, pode produzir um contetdo lipidico em torno de 47% do peso seco, variando 0s
teores e a composi¢cdo dos acidos graxos a depender das condi¢fes de estresse e parametros
fisico-quimicos adotados (ESAKKIMUTHU et al.,, 2019). Sob diferentes regimes de
fotoperiodo, a S. obliquus foi capaz de produzir um teor de PUFAs que comp6s 64% do
conteudo lipidico total da cepa, demonstrando a possibilidade de sua exploracdo da espécie
como fonte de compostos com grande demanda industrial. (VENDRUSCOLO et al., 2019).

Anadlises do perfil lipidico da espécie revelaram a producéo de &cidos graxos de grande
valor agregado, entre eles: acido palmitico (C16:0), &cido linoleico (C18:2 n-6), acido a-
linolénico (C18:3 n-3) e em menores quantidades: acido eicosapentaenoico (C20:5 n-3) e
docosahexaenoico (C22:6 n-3) (BANSKOTA et al., 2018; SHAO et al., 2017). Apesar dos
teores varidveis entre diferentes tratamentos, alguns fatores podem ser adotados a fim de
aumentar a produtividade destes acidos graxos, como por exemplo a adi¢do de acetato como
fonte de carbono exdgeno em cultivo mixotrofico, de acordo com o proposto por Mansouri et
al. (2020) cuja suplementacdo dos cultivos de S.obliquus aumentou o teor de EPA para 51,2%
do conteldo de lipideos total. Em comparacdo com a Chlorella vulgaris, foi demonstrado que
a S. obliquus produz um maior teor de acido a-linolénico, que em condicdes otimizacdo de
privacao de nitrogénio, alcancou valores de 38,0% + 13,5 do total de &cidos graxos produzidos
(OTHMAN et al., 2019). Além disso, acidos graxos tipo 6mega-3 da espécie possuem atividade
antioxidante, o que aumenta sua valorizacdo como suplementos alimentares (CONDE et al.,
2021).

Atualmente, um dos principais problemas da producdo em larga escala de lipideos
microalgais € a selecdo da cepa adequada que permita uma alta produtividade de biomassa com
grande acumulo de lipideos, onde na pratica, observa-se uma relacdo inversa entre esses dois
fatores, prejudicando o processo de extracéo de metabolitos (TANG et al., 2020). Nesse sentido,
ferramentas de engenharia genética sdo promissoras uma vez que permitem entender 0s
processos genéticos que ocorrem durante a privacdo de nutrientes, identificar alvos genéticos
para a identificacdo de linhagens com alta sintese lipidica, permitindo a utilizacdo de espécies
de microalgas para producio industrial (SOOS et al., 2021).

4.1.4. Pigmentos
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De forma geral, pigmentos possuem um papel fundamental na fotossintese, captando
a luz e transferindo éxcitrons para os centros de reacéo dos dois fotossistemas, atuando também
no sistema de defesa antioxidante do organismo (VENKATA SUBHASH et al., 2017). As
clorofilas sdo moléculas formadas essencialmente por um anel de porfirina ligado a um grupo
fitol, sendo os pigmentos mais abundantes entre 0s organismos fotossintetizantes, as quais
podem ser atribuidas trés funcdes principais: primeiro, formam sistemas eficientes de captacdo
de luz decorrente de sua alta fotossensibilidade; segundo, transferem a energia para 0s centros
de reacdo e terceiro atuam na separacdo de cargas na membrana fotossintética, o que
posteriormente resultard na formacgdo de ATP (SCHEER, 2006; FERRUZZI E BLAKESLEE,
2007).

Além das clorofilas, outra classe de pigmentos abundantes sdo os carotendides, sendo
esses acessorios e essenciais na coleta e dissipacdo da luz, atuando como fotoprotetores em
todos os organismos fotossintéticos, nos quais sua presenca pode conferir coloracéo vermelha,
amarela e laranja (ZHANG et al., 2014). Estruturalmente, sdo isoprendides lipofilicos
biossintetizados a partir da ligacao de duas moléculas de 20 carbonos cada, chamada pirofosfato
de geranilgeranil, que geram um esqueleto de 40 carbonos o qual deriva todas as variacdes de
carotendides (Britton, 1995). De acordo com a presenca de grupos funcionais, os carotenodides
podem ser classificados em duas categorias: 0s carotenos, quando o esqueleto principal é
formado apenas por hidrocarbonetos, tendo como exemplos de estruturas mais simples o -
caroteno (Figura 2A) e o licopeno; e as xantofilas, cujas estruturas apresentam oxigénio na

composicdo, como a luteina, zeaxantina (figura 2B e 2C) e astaxantina (SAINI et al., 2015).

Figura 2: Exemplos das estruturas de carotenoides. A- B-caroteno, a estrutura mais simples entre 0s

carotedides; B- luteina e C- zeaxantina, um estereoisdmetro na luteina (MANAYI et al., 2015).

Zeaxanthine, 3.3'-dihydroxy-B.B-carotene
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Estudos recentes abordam as inUmeras atividades biologicas associadas aos
carotendides e os possiveis beneficios a saide humana a partir do seu consumo, destacando-se
a atividade pro-vitamina A do B-caroteno, anticancer, antioxidante e neuroprotetoras (GEOCZE
et al., 2021; MITRA et al., 2021; SAINI et al., 2020), e com isso, 0 crescente interesse
nutracéutico elevou a demanda industrial e a busca de fontes economicamente viaveis (SAINI;
KEUM, 2019). A atividade antioxidante de extratos ricos em carotenoides de S. obliquus foi
demonstrada por Patias et al. (2017), onde os valores de eliminacdo do radical peroxil foi 14
vezes superior aos obtidos pelo a-tocoferol. Alem disso, carotendides da espécie apresentaram
80% de sequestro do radical DPPH+, além de atividade de inibi¢do de acetilcolinesterase e a
capacidade de inibicdo de células das linhagens tumorais como HCT116 (cancer de colorretal),
HepG2 (carcinoma hepatocelular) e MCF7 (cancer de mama) (IBRAHIM et al., 2021).

A luteina e a zeaxantina, por exemplo, sdo pigmentos presentes na retina em uma
regido amarelada chamada macula e as principais fungdes sdo de filtrar parte da luz azul e
eliminar as espécies reativas de oxigénio que sdo constantemente produzidas pelo metabolismo,
sendo assim, indices adequados de xantofilas podem prevenir distdrbios oculares como a
Degeneracdo Macular relacionada a Idade (DMRI) (BLACK et al., 2020). Atualmente, a luteina
é extraida a partir das pétalas de caléndula, que apesar dos altos niveis da xantofila, seus indices
podem ser alterados sazonalmente e exige um maior processamento. Fontes alternativas como
as microalgas estdo sendo cada vez mais exploradas gracas ao alto teor de pigmentos, a
facilidade de manutencdo das culturas sob parametros constantes, o que gera uma biomassa
mais homogénea, somada a rapida taxa de crescimento com menor processamento, 0 que as
tornam candidatas aptas para a producdo em larga escala, além da possiblidade de
aproveitamento de inGmeros residuos de alto valor agregado. (FERNANDEZ-SEVILLA et al.,
2010). Nesse sentido, o género Scenedesmus vem ganhando destaque gracas a notavel
capacidade de certas espécies produzirem e acumularem carotenoides de alto valor comercial
como astaxantina, cantaxantina, zeaxantina, -caroteno e especialmente, luteina (ABURAI et
al., 2013; GONG; HUANG E HUANG 2020; PRIBYL et al., 2016).

Como a alta produtividade de luteina e da biomassa sdo 6timos indicativos da
viabilidade industrial, HO et al. (2015) otimizaram a producdo de luteina de S. obliquus FSP-3
alcancando um rendimento de 4,61 mg/g e uma produtividade de 4,35 mg/L/dia a partir de
diferentes estratégias de luz e fontes de nitrogénio. Tal espécie ja é reconhecida pela sua alta
sintese de luteina, representando uma fonte promissora para cultivo industrial (CHEN et al.,
2019; SALLEHUDIN et al., 2018). Além disso, CHEN et al. (2017) demonstrou como a
engenharia genética € uma ferramenta que pode ser aplicada no aumento da producdo de
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carotendides, ao manipular por exemplo, a expressdo da fitoeno sintase (PSY), enzima
envolvida na biossintese de 3-caroteno para a Scenedesmus sp. CPC2, alcangando rendimentos
de 31,8 mg/ g de peso seco, abrindo um leque de possibilidades de estudos com o género
visando a melhor viabilidade comercial.

Atualmente, existem poucos estudos in vitro e in vivo envolvendo pigmentos como cis
e trans-carotenoides, luteina, ésteres de astaxantina e fucoxantina, e diante da versatilidade e o
crescente interesse na producao desses compostos, evidencia-se a necessidade de estudos nesse
ambito, demandando maiores investigacdes sobre a bioquimica, fisiologia e genética molecular
de microalgas, esse ultimo em especial, € fundamental considerando que diferentes enzimas

estdo diretamente ligadas a sintese de pigmentos (MISHRA et al., 2019).

5 FATORES ASSOCIADOS A SINTESE DE MOLECULAS BIOATIVAS EM S.

obliquus

Microalgas possuem uma alta capacidade de adaptacdo a fatores bioticos e abioticos,
quando submetidos aos diferentes tipos de cultivo, influenciam diretamente a producao
compostos especificos para cada espécie, resultando em uma excelente estratégia para a sintese
de metabdlitos de interesse biotecnologico (PALIWAL et al., 2017).

Os cultivos de microalgas sdo comumente classificados em quatro tipos principais:
fotoautotroéfico, heterotrofico, mixotréfico e fotoheterotréfico (CHEN et al., 2011). O modo
fotoautotrofico é o mais implementado a nivel industrial, considerando que podem ser adotados
para 0 uso em sistemas abertos de baixo custo do tipo raceway, e é caracterizado pela utilizacdo
do CO2 atmosférico como fonte de carbono inorgénico e necessidade de energia luminosa para
a conversao em energia quimica por meio da fotossintese (HUANG et al., 2010).

Os demais sistemas requerem um componente que ndo esta presente no cultivo
fotoautotrofico, o carbono orgénico, geralmente na forma de glicose, mas que pode ser obtido
por fontes alternativas como agua residuais, necessitando de sistemas fechados de crescimento
como fotobiorreatores ou fermentadores, que pelo alto custo s&o menos utilizados em larga
escala (LOWREY et al., 2014). No modo heterotréfico, algumas espécies sdo capazes de
crescer em condigdes de escuro, produzindo energia apenas por meio dos compostos organicos
presentes no meio, diferindo do modo mixotrofico pelo fato do ultimo utilizar carbono da forma
organica e inorganica na presenca de luz, utilizando, portanto, o aparato fotossintético
(JAREONSIN; PUMAS, 2021). O modo fotoheterotréfico € o sistema no qual as microalgas

produzem energia por meio de compostos organicos, ja que o suprimento de luz é insuficiente
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para a fixacdo do CO, atmosférico, sendo raramente usado em comparacGes aos demais
métodos (CHEN et al., 2011). Dessa forma, diferentes condi¢des de cultura podem ser adotadas
a fim de obter compostos e interesse industrial como acidos graxos 6mega-3 e 6 na S. obliquus
(PIASECKA et al., 2020) e nas secGes seguintes, serdo abordados diferentes parametros que
podem ser modulados a fim de otimizar da producdo de metabolitos de grande valor
biotecnoldgico em S. obliquus, sob diferentes sistemas de cultivo.

5.1 PARAMETROS DE LUZ, TEMPERATURA E PH

Devido sua natureza fotossintetizante, a produtividade das microalgas esta intimamente
relacionada ao suprimento adequado de luz, de modo que o excesso de iluminacdo pode
desencadear processos de estresse oxidativo e consequentemente prejudicar o seu crescimento
(GRIS et al., 2014). Nesse sentido, estudos sobre intensidade e tipo de luz sdo essenciais no
desenvolvimento dos parametros especificos de cada espécie, promovendo a maxima producao
de compostos de alto valor agregado, em especial carotendides como a luteina, um dos
pigmentos mais exploradas no género Scenedesmus (PRIBYL et al., 2016).

Visando melhorar a viabilidade econémica da luteina e sua produtividade diaria, Ho et
al., (2014) avaliaram a producdo do composto em seis cepas de S. obliquus sob diferentes
estratégias relacionadas a luz, concluindo que a cepa S. obliquus FSP-3 quando submetida a
lampada TL5 de luz branca na intensidade de 300 umol/m2/s apresentou os maiores teores de
luteina e produtividade, sendo 4,52 mg/g e 4,15 mg/L/dia, respectivamente.

Fontes de carbono exdgenas associadas a estresse luminoso e salino como o acetato, tém
demonstrado resultados promissores quanto a producdo de carotendides, como a astaxantina e
luteina, influenciando diretamente a produtividade da biomassa da S. obliquus (MANSOURI e
HAJIZADEH, 2017). A eficiéncia da adicdo de compostos organicos também foi avaliada por
Chen et al., (2019) ao associar a condi¢do mixotréfica a diferentes regimes de luz azul e
vermelha, alcangando o teor maximo de 1,78 mg/g de luteina da S. obliquus.

Maroneze et al., (2019) analisaram o metabolismo das clorofilas a, b e carotendides de
S. obliquus sob estresse luminoso, demonstrando dados importantes sobre a aclimatacdo da
espécie em cultivos heterotroficos e fotoautotrofico cujo dados auxiliardo a modular parametros
de otimizacdo de cultivos e aumento de produtividade da espécie. Além de pigmentos, um
estudo pioneiro demonstrou que o estresse luminoso utilizando LEDs de diferentes espectros e
intensidades podem estimular o crescimento da S. obliquus com o aumento concomitante do

teor de acidos graxos até 42% do peso seco da microalga, sendo resultados promissores
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considerando que a sintese destes compostos normalmente ocorre em diferentes fases de
crescimento (CHOI et al., 2015).

Como demonstrado por Silva et al. (2018), fotoperiodo € um fator essencial no acimulo
de carboidratos, afetando a assimilacdo de nutrientes como o nitrogénio, o que resulta na
diminuicdo da produtividade de S. obliquus. No estudo de Vendruscolo et al. (2019), foi
demonstrado que a iluminagdo constante é um parametro que pode ser adotado para elevar a
produtividade e o teor proteico da espécie, enquanto o fotoperiodo de 12:12h, estimula a sintese
de compostos de reserva energética como carboidratos e lipideos. Recentemente, foi realizada
uma otimizacdo da cultura de S. obliquus quanto a concentracdo de nitrogénio (NOs), pH,
temperatura e intensidade luminosa com o objetivo de elevar a produtividade da espécie em
conjunto com a alta producao lipidica (33£1,2 mg/L/dia) e de carboidratos (51 + 1,5 mg/L/dia),
representando resultados promissores para futuras aplicacfes industriais, tendo em vista o
desafio atual de estimular o acimulo e substdncias de reserva energética com a alta
produtividade de biomassa (NADZIR et al., 2019).

Outros parametros como temperatura e pH podem ser associados a fim de promover o
acumulo de macromoléculas de S. obliquus, em que parametros 6timos de temperatura de
27,5°C, pH neutro e intensidade luminosa de 200 pmol/m/s, resultaram em um rendimento de
triacilglicerdis de 0,122 g/mol de fétons, tendo como base de célculo a quantidade de luz
fornecida ao sistema (BREUER et al., 2013). O crescimento da cultura também € dependente
do pH do meio, onde valores entre 5-6 inibem o crescimento da espécie e sua produtividade
aumenta a medida que os valores de pH se elevam (LACROUX et al., 2020). Uma otimizacao
realizada por Helamieh et al. (2021) demonstrou que o tratamento usando luz verde e
temperatura de cultivo de 20°C é eficaz para o0 acimulo de &cidos graxos poliinsaturados de S.
obliquus (32,9% do teor de lipideos), promovendo também a maior produtividade de biomassa
(2,42 g/L), resultados que segundo os autores, podem promover inimeras aplicacdes no campo

de biotecnologia de microalgas.
5.3 NUTRIENTES NOS CULTIVOS

A composicdo do meio de cultura é outro fator que influencia a sintese de metabdlitos,
e de forma geral, os nutrientes sdo classificados em duas categorias: materiais de alto teor
(macronutrientes), como fontes de nitrogénio, carbono, fosforo e enxofre, presentes em grandes
quantidades nos cultivos; e materiais de baixo teor (micronutrientes), como metais trago,
principalmente magnésio, cobre, potassio, e outros compostos como silicio e vitaminas. nas

solucBes (POURKARIMI et al., 2020). Apesar das baixas concentra¢Ges, a importancia dos
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metais foi demonstrada no estudo de Gorain et al. (2013), onde a diminui¢do dos niveis de
calcio e aumento de magnésio foram condi¢des que favoreceram a maxima producéo lipidica
de S. obligquus. A presenca de metais como o ferro também é capaz de estimular a maior
produtividade da espécie (459,20 £ 2.37 mg/L/dia) com aumento do conteudo lipidico (34,19
+1.93%) (RAJABI ISLAMI; ASSAREH, 2019).

A produtividade de carboidratos pela S. obliquus, por exemplo, varia de acordo com o
tipo de cultivo e os parametros fisico-quimicos, especialmente quantidade de nitrogénio,
intensidade luminosa, pH e fontes de carbono (SINGH et al., 2020; BASU et al., 2013). Devido
ao consumo e consequente privacdo de nutrientes, como nitrogénio, na fase estacionaria dos
cultivos, o teor de carboidratos e lipideos aumentam significativamente em comparacao a fase
exponencial (HUSSAIN et al., 2020), sendo essa deplecdo de nutrientes, uma das estratégias
adotadas para uma producdode compostos de reserva energética.

Os baixos niveis de compostos nitrogenados, como o nitrato, foram demonstrados por
Wu e Miao (2014), onde o estudo alcangou rendimentos de lipideos méximos de 54,5% para
Chlorella pyredoinosa e 47,7% para S. obliquus, respectivamente. A deplecao de nitrato pode
ser associada a ciclos de luz/escuro é capaz de elevar o teor de carboidratos, em S. obliquus,
principalmente na forma de amido como fonte de energia primaria (MIRANDA et al. 2012).

Por outro lado, dados experimentais obtidos por RANADHEER et al. (2019) para
Scenedesmus sp. demonstram que altos niveis de nitratos em condicdes toleraveis pode
aumentar a eficiéncia do fotossistema Il em até trés vezes, elevando a sintese proteica, refletindo
em um aumento significativo da biomassa. Além do nitrato, diferentes niveis de fosfato podem
aumentar a produtividade e consequentemente, os niveis de clorofila a e proteinas e S. obliquus
(CELEKLI; BALCI, 2009) o que evidencia o papel essencial de tais compostos no crescimento

e producdo de metabdlitos da clordfita.

5.4 SALINIDADE

O estresse osmdatico/salino afeta 0 metabolismo microalgal por inUmeros mecanismos
fisiologicos, como por exemplo na diminuicdo da atividade das proteinas antiportadoras
Na+/H+, influenciando diretamente a eficiéncia do maquinario fotossintético e a produtividade
das culturas (ANAND et al., 2019). Alem da taxa fotossintética, esta condi¢do é marcada pelo
o decréscimo dos niveis de clorofilas a, b e carotendides de S. obliquus, induzindo por outro
lado, a producdo de lipideos na microalga, alcangando valores em torno de 32,26% na presenca
de 0,20M de NaCl (JI et al. 2018).
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No estudo de Pandit et al. (2017), a variacdo de salinidade entre 0,06-0,4M induziu o
acumulo méximo de 43% de lipideos na biomassa seca de S. obliquus, e assim como a C.
vulgaris, os biomarcadores de estresse como as enzimas antioxidantes apresentaram os menores
niveis na concentracdo de 0,06M de NaCl, sugerindo uma aclimatacéo das clordéfitas a condicéo
salina que resultou na maior produtividade entre os tratamentos. Apesar dos impactos na
produtividade de biomassa, a S. obliquus apresenta capacidade de cultivo em agua salobras e
salinas, estando atrelada a sua distribuicdo em ambientes extremofilos como regides semiaridas
(OLIVEIRA etal., 2019). Essas condi¢es estdo voltadas a sintese de lipideos neutros e polares,
fato que demonstra a versatilidade e nivel de aclimatagdo da espécie para o aproveitamento de
aguas que ndo sdo usadas em sistemas agricolas (ROCHA et al., 2019). Em baixas
concentracdes de NaCl, a espécie produziu acidos graxos bioativos como o acido oleico e o
acido a-linolénico, compondo 41% e 21% do teor lipidico total, respectivamente (SALAMA et
al., 2013).

5.5 FITOHORMONIOS EXOGENOS

Na agricultura, os fitohorménios sdo aplicados a sistemas visando a otimizacdo do
crescimento vegetal com melhores respostas aos estresses ambientais. Da mesma forma, tais
compostos podem ser associados a cultivos de microalgas, promovendo uma maior
produtividade, melhor resposta a condic@es estressantes e maiores rendimentos de metabolitos
primarios e secundarios (STIRK; VAN STADEN, 2020). Nesse sentido, RENUKA et al. (2017)
adicionaram citocininas em meio sob condi¢fes de estresse de nitrogénio, onde naturalmente
h& um decaimento do crescimento da biomassa em fun¢édo da maior sintese lipidica, observando
um aumento da produtividade de até 60,7% em relacdo ao controle, somado a uma
produtividade lipidica de 64,95% e 63,06% para os tratamentos com cinetina (1 mg.L-1) e
zeatina (0,1 mg.L-1), respectivamente. Os mesmos autores, em um estudo mais recente,
demonstraram a eficiéncia do uso de fitohormonios na producéo lipidica de S. obliquus, onde
através da combinacdo de zeatina, &cido indolacético e acido giberélico, rendimentos lipidicos
de 77,2% foram observados também sob estresse de nitrogénio (RENUKA et al., 2018).

A adicdo de Dietil Aminoetil hexanoato (DAH) e acido indolacético em cultivos de S.
obliquus também promoveu a sintese conjunto de metabdlitos com alto rendimento como
carboidratos (34% e 33% respectivamente), proteinas (35% e 34%) em especial acidos graxos,
alcancando valores de 56% e 59%, para ambos os tratamentos com fitohorménios (SALAMA
etal., 2014).
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6 METODOS DE PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA PARA EXTRAC;AO DE
PRODUTOS DE S. obliquus

Diante da variada composicdo bioquimica das microalgas, a extracdo e posterior
aplicacdo de seus metabdlitos necessita de uma etapa de fracionamento que deve ser especifica
para cada molécula alvo, buscando maximizar o rendimento e minimizar possiveis efeitos de
inibicdo e sintese de produtos indesejaveis (NITSOS et al.,, 2020). Dessa forma, o0s
procedimentos de pré-tratamento da biomassa tém como objetivo romper ou degradar a parede
celular para a obtencdo dos compostos intracelulares, tornando-os mais acessiveis para a
extracdo com solventes (DONG et al., 2016). Como demonstrado na Figura 3, os métodos de
ruptura podem ser classificados em mecanicos e ndo mecanicos. No primeiro caso, 0s principais
exemplos sdo: o ultrassom, microondas, eletroporacdo, e homogeneizacao de alta pressdao. Com
relacdo aos métodos ndo mecanicos podem ser citados:métodos quimicos onde se explora
reagente acidos e alcalis, além dos surfactantes e choque osmético; e biol6gicos com o uso de

enzimas gque degradam proteinas e polissacarideos da parede celular (KIM et al., 2013).

Figura 3: Tipos de métodos de ruptura celular para microalgas. Baseado em Lee et al., (2017).
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6.1 METODOS MECANICOS

A ruptura mecanica da parede celular varia de acordo com o método utilizado, ocorrendo
por forcas de cisalhamento, ondas, calor ou pulso elétrico, cujas vantagens incluem maiores
rendimentos de compostos somado a facilidade de controle e escalabilidade a nivel industrial
(LEE et al., 2017). Para fins alimenticios, altos teores de proteinas podem ser obtidos por
tratamentos mecanicos, como demonstrado por WANG et al., (2020), na qual a biomassa seca
de S. obliquus foi submetida a ciclos de homogeneizacdo de alta presséo, recuperando altos
indices de proteinas da microalga (40,34%). O mesmo estudo ainda mostrou a melhoria da
digestibilidade das proteinas em modelos in vitro, sugerindo potenciais aplicacbes como
aditivos seguros de racOes e para a alimentacdo humana.

Métodos mecanicos mais utilizados como a digestdo por microondas, sonicacao,
autoclavagem e choque osmotico foram avaliados por Ansari et al. (2018) quanto a sua
eficiéncia na extracdo de lipideos e moléculas bioativas da S. obliquus. Os maiores rendimentos
lipidicos foram obtidos pela extracdo assistida por microondas (25,39%), com recuperacdo de
proteinas e carboidratos de 31,26% e 19,80% respectivamente, revelando a eficiéncia na
extracdo sequencial de produtos da espécie. Segundo Zhou et al. (2019) a otimizacdo de
métodos como o microondas pode elevar a eficiéncia de extracdo de &cidos graxos em até
95,58%, sendo uma alternativa para producédo em larga escala de lipideos microalgais.

No caso de pigmentos antioxidantes de S. obliquus como a luteina, um estudo de
otimizac&o foi realizado por Chan et al., (2013), onde métodos como autoclave, ultrassonicador
e bead beater foram testados e somados a diferentes solventes extratores, concluindo que o éter
dietilico associado ao bead beater configuram um processo de extracdo mais eficiente com taxa
de recuperacdo cinco vezes maior em comparacdo ao demais tratamentos. O bead beater
(moinho de esferas) tem sido utilizado ha anos para ruptura de certas cianobactérias e é bastante
eficiente no pré-tratamento de microalgas com a parede celular rigida (Molina et al., 2013).

6.2 METODOS NAO MECANICOS: QUIMICOS E BIOLOGICOS

Métodos quimicos, no geral, possuem alta escalabilidade, baixo consumo de energia
elétrica e eficiéncia na extracdo de varias classes de compostos, apesar dos cuidados necessarios
na selecdo dos solventes quanto a sua biotoxicidade (KIM et al., 2016). A otimizacdo da
extracdo de compostos de S. obliquus por meio da hidrolise acida foi realizada por Vieira et al.
(2021), onde a temperatura foi um fator determinante durante a hidrolise, alcangando um
rendimento lipidico maximo de 210,1 + 10 mg/g. O uso de surfactantes tem demonstrado grande

eficiéncia na extracdo de lipideos do género Scenedesmus (LAl et al., 2016), aumentando a
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recuperacdo de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME) em até 16 vezes em comparagao ao
controle, sem a utilizacdo de solventes toxicos.

Abordagens de pré-tratamento por meio de degradacdo enzimatica demonstram
eficiéncia na extracdo de lipideos, podendo facilitar a entrada de solventes pela digestdo de
polimeros da parede celular microalgal, também permitindo o acesso de microrganismos a tais
compostos para fins energéticos, como na producdo de bioetanol (GUARNIERI et al. 2012).
Neste tipo de hidrolise, enzimas como proteases e celulases apresentam alto nivel de extracdo
de carboidratos, proteinas e lipideos de S. obliquus (ROJO et al., 2021).

Técnicas de pré-tratamento combinadas demonstram-se efetivas no rompimento de
células e extracdo de compostos, especialmente lipideos (ONUMAEGBU et al., 2018). A
extracdo conjunta de acucares redutores e proteinas de S. obliquus foi proposta por
ELDALATONY et al. (2016), onde por meio da combinagdo da sonicacdo com a hidrolise
enzimatica, foi obtido um rendimento de polissacarideos quatro vezes superior em comparagao
ao método mecénico e um rendimento proteico de 56%. Um outro estudo comparativo entre
tratamentos enzimaticos e surfactantes (TRIVEDI et al., 2020) apresentou conclusdes
interessantes sobre a extracdo de lipideos, com a protease neutra resultando em 75% de
rendimento a partir da biomassa Umida de S. obliquus. A unido hidrdlise acida e enzimatica de
forma consecutiva, apresentou grande capacidade de extracdo de proteinas, como proposto por
Callejo-16pez et al. (2020), obtendo 81% de rendimento, abrindo um leque de possibilidades de

aplicacdes conjuntas a fim de otimizar a obtencdo de compostos.

7 TECNICAS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS

A extracdo € 0 processo posterior ao pré-tratamento, onde um ou mais componentes
(s6lido/liquido) sdo transferidos para uma fase liquida através de diferentes gradientes de
solubilidade (MORAIS JUNIOR et al., 2020). Sistemas de solventes podem ser bastante
eficientes na extracdo sequencial de compostos da S. obliquus o que pode refletir positivamente
na diminuicdo do custo da produgdo, como mostrado por Ansari et al., (2017).

Uma das principais preocupacdes da extracao por solventes, € o seu nivel de toxicidade
e o residuo que pode estar no produto, e diante disso, alteragdes nos protocolos estdo sendo
realizadas como no estudo de Low et al. (2020), onde um novo método de extragdo de luteina
de Scenedesmus sp. é proposto utilizando um sistema de solvente de fase binaria assistido por
microondas, obtendo rendimentos de até 11,92 mg/g do carotendide. Como este, outros

aprimoramentos podem ser aplicados para o género, como por exemplo, diminui¢do da mistura
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dos solventes organicos metanol/cloroférmio, promovendo a extracdo eficiente de lipideos,
aminoacidos e acidos organicos da S. obliquus, tornando também o processo mais sustentavel
(VENDRUSCOLO et al. 2018). Seguindo o mesmo principio, foi possivel extrair altos teores
de clorofilas e carotenoides de Arthropira platesis e S. obliquus utilizando uma extracédo
exaustiva de cloroférmio seguido de etanol, demonstrando economia de solventes e tempo de
extracdo. (VENDRUSCOLDO et al., 2021).

A extracdo por fluidos supercriticos foi demonstrada de forma eficiente por
Chronopoulou et al. (2019), resultando em altos rendimentos de vitaminas lipossoluveis e
carotendides de S. obliquus em comparacdo com métodos de extracdo soélido-liquido
convencionais. Como apontam o0s autores, esse tipo de extracdo é considerado uma alternativa
verde de alta eficiéncia ja que se utiliza das propriedades Unicas dos fluidos supercriticos como
intermediarios entre o estado liquido e sélido, possuindo caracteristicas de ambos como a alta
compressibilidade dos gases e a densidade de liquido, o que permite uma maior dissolucao de
compostos. Uma otimizacgdo da técnica para a S. obliquus consistiu no aumento da pressao, sob
temperaturas de 40 e 60°C, o que favoreceu a extracdo de clorofilas e carotendides, quando o
sistema foi combinado com etanol 7,7% como co-solvente (GUEDES et al., 2013). Para fracGes
lipidicas, a técnica foi bastante efetiva na extracdo de &cidos graxos como 6mega-3 ¢ o-
linolénico, cujos rendimentos para S. obliquus superaram outras espécies como
Nannochloropsis salina e a cloroficea Chlorella protothecoides (SOLANA et al., 2014).

Uma metodologia proposta por GILBERT-LOPEZ et al. (2017) visou a extracdo e
fracionamento de metabdlitos de S. obliquus por meio de um processo sequencial utilizando
solventes ndo toxicos. No estudo, trés etapas consecutivas, sendo elas: uma extracao por fluido
supercritico usando CO; supercritico (scCOz), extracdo por liquidos expandidos a Gas (GLX-
gas expanded liquid) e por fim, extracdo por liquido pressurizado (PLE- pressurized liquid
extraction) resultaram em altos rendimentos de triglicerideos na primeira etapa de extracédo,
seguida de uma fragdo proveniente da GLX, onde a luteina o -caroteno eram os metabolitos
prevalecentes e na fracdo obtida pela PLE e no residuo das extracdo, foram encontrados os
maiores teores de proteinas e compostos polares como acucares. Solventes verdes podem ser
uma alternativa aos métodos convencionais, sendo ecologicamente mais viaveis, apresentando
economia de tempo e energia, ja que geralmente funcionam como um unico sistema solvente
para obtencdo de compostos (JEEVAN KUMAR et al., 2017).

Uma técnica promissora que esta sendo aperfei¢coada € a extracdo de ponto de nuvem,
que se baseia em um sistema de separagéo de fases em solugdes aquosas a partir de micelas

formadas por surfactantes (YAZDI, 2011). Tais surfactantes sdo moléculas anfifilicas, com uma
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cabeca polar e uma cauda apolar que em solugbes aquosas tendem a formar agregados
chamados micelas. Nesse tipo de extracdo, 0 composto de interesse € extraido para a fase rica
em surfactantes, devendo posteriormente ser separada da fase aquosa e se necessario, diluida
em um solvente ndo viscoso como acetronitrila para permitir uma maior eficiéncia na
quantificacdo do metabdlito por técnicas analiticas (YAZDI, 2011). No estudo de GLEMBIN
et al. (2014) foi investigada a extragdo in situ de compostos hidrofébicos da S. obliquus a partir
do método de ponto de nuvem, obtendo rendimentos elevados de &cidos graxos em escala
laboratorial e piloto, mostrando-se uma alternativa rapida e eficiente para extracdo por um
processo Unico, ja que se utiliza o préprio meio de cultura sem a necessidade de colheita e pré-
tratamento da biomassa, um processo chamado extracéo in situ. (KLEINEGRIS et al., 2011).

Recentemente, RACHEVA et al. (2018) otimizaram o método de ponto de nuvem
propondo uma extracdo continua de compostos a partir do cultivo de S. obliquus, permitindo a
reutilizagdo da biomassa para a manutengdo dos cultivos. Essa pesquisa foi pioneira na
aplicacdo continua da metodologia, mantendo a viabilidade das células e uma maior
sustentabilidade do processo. Pesquisas sdo necessarias a fim de otimizar a extracdo e
recuperacdo de metabdlitos da S. obliquus, visando a unido de caracteristicas como a eficiéncia,
sustentabilidade e escalabilidade, permitindo a producdo industrial de moléculas de grande
valor agregado.

8 TENDENCIAS NUTRACEUTICAS DE Scenedesmus obliquus

Ao longo dos anos, as aplicacdes biotecnoldgicas das microalgas tém sido cada vez mais
diversificadas, desde uso na medicina tradicional, extracdo de &cidos graxos para a producao
de energia, extracdo compostos bioativos com aplicagcdes nos variados setores industriais e
principalmente, a producéo de suplementos alimentares. Este Gltimo, destaca-se em especial
gracas ao alto teor proteico e presenca de compostos que lhes conferem um carécter
nutracéutico (NAGARAJAN et al., 2021).

Um estudo recente de Fuentes-Griinewald et al. (2021) propés uma nova metodologia
de duas fases (autotréfica e mixotrofica) baseada na economia circular, onde as espécies C.
vulgaris e S. obliquus tiveram sua produtividade e parametros bioquimicos avaliados ao
crescerem em um residuo digerido anaerobicamente, analisando por fim, o potencial uso da
biomassa na racdo animal. Como resultados, a S. obliquus foi considerada um modelo para uso

em escala industrial, podendo tratar aproximadamente 50 toneladas de digestado com uma
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producdo de biomassa de 60 ton/ano, com qualidade nutricional considerada adequada para a
aplicacdo em ragoes.

Na aquicultura, as microalgas possuem um papel chave na alimentacdo dos primeiros
estagios de vida de crustaceos e peixes em viveiros, podendo também ser aplicada a animais
terrestres como suplemento da ragéo de bovinos (STILES et al., 2018). Devido ao seu alto teor
proteico, o género Scenedesmus vem sendo cada vez mais utilizado na piscicultura, como por
exemplo a S. almeriensis que ndo apresentou indices de toxicidade ou declinio anormal no
padrdo de crescimento de peixes como a truta arco-iris (Onchorynchus mykiss) (TOMAS-
ALMENAR et al., 2018). No estudo de Patnaik et al., (2019) foi avaliado o crescimento de
peixes quando submetidos a racdo suplementada com S. obliquus provenientes de uma
abordagem de biorrefinaria. Os resultados mostraram que a partir de 1 kg de biomassa Umida
(pbs extracdo de biocombustiveis) foram obtidos metabdlitos de alto interesse alimenticio como
0 B-caroteno (0,06g), proteinas (10g) e dmega-3 (2 g). Ja a integracdo da biomassa e da fracdo
proteica da microalga na ragdo animal, promoveu 0 maior crescimento dos animais,
demonstrando a capacidade de aproveitamento integral da espécie para diferentes setores
industriais.

Pigmentos como os carotendides tém despertado um crescente interesse quanto a sua
alta bioacessibilidade, ou seja, as sequéncias de processos digestivos que transforma o alimento
(matriz) em produtos assimilaveis, tendo em vista 0s seus possiveis efeitos bioativos, beneficios
fisiologicos e o interesse industrial como aditivos de alimentos (FERNANDEZ-GARCIA et al.,
2009). Nesse sentido, Nascimento et al. (2021) foram os pioneiros na avaliacdo da
bioacessibilidade da luteina e zeaxantina baseada um modelo in vitro utilizando células CaCO-
2. Os resultados mostraram que a bioacessibilidade esta intimamente ligada a natureza quimica
do carotenoide, sendo a trans-cantaxantina (99,07%), a trans-a-caroteno (48,94%) e a trans-p-
criptoxantina (31,08%) as formas mais bioacessiveis apesar das significativas variacGes entre
compostos, tais estudos portanto, dao subsidio para futuras pesquisas na adicdo de tais
pigmentos em alimentos funcionais.

Visando o aumento da bioacessibilidade, carotenoides livres de microalgas ou em
extratos concentrados podem ser aplicados a uma matriz lipidica, demonstrado pelo estudo de
Granado-Lorencio et al. (2009) onde uma cepa de S. almeriensis superprodutora de luteinas
atingiu alto nivel de micelarizagéo no tratamento com o azeite de oliva, sendo resultados muito
promissores para o desenvolvimento de alimentos funcionais. Estudos neste ambito também
foram realizados com clorofilas extraidas de S. obliquus (FERNANDES et al., 2021), no qual

extratos de clorofilas apresentaram altos niveis de bioacessibilidade na digestéo in vitro, com
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cinco tipos de clorofilas bioacessiveis, sendo uma escolha prudente para o desenvolvimento
produtos de base biotecnoldgica.

Um alimento funcional suplementado com microcdpsulas de S. obliquus foi
desenvolvido HLAING et al. (2020), onde a biomassa utilizada foi submetida a um
planejamento experimental a fim de elevar o teor de proteinas, carboidratos, acidos graxos e
produtividade de forma conjunta. O alimento teve uma boa aceitabilidade na anélise sensorial,
e gracas ao alto teor de acidos graxos poliinsaturados da cepa (63,43% p/p) e aminoacidos
essenciais, 0 estudo obteve éxito na aplicacdo nutracéutica da microalga, exemplificando o
potencial uso da S. obliquus na fortificagdo de alimentos.

Diante do potencial nutracéutico da microalga, Silva et al. (2020) realizaram um estudo
importante quanto a eficacia e seguranca na ingestao da biomassa de S. obliquus em um modelo
in vivo. Na pesquisa, ratos foram submetidos a racdes suplementadas com biomassa rica em
proteinas em diferentes quantidades, apresentando uma alta atividade hipolipidémica
demonstrada pela diminuicdo dos niveis de triglicerideos nos animais em até 70%, indice
aterogénico em 80% e taxas de glicose sérica em 42% menores em comparagdo ao controle,
resultando em uma significativa atividade hipoglicémica. Em adicdo, vale ressaltar que os
animais ndo apresentaram mudangas histologicas além dos padrbes esperados, somado a boa
digestéo proteica observada no estudo. Por fim, os autores reforcam o enorme potencial da S.
obliquus como um alimento funcional, dotada de compostos bioativos que podem ser aplicados

no tratamento de disfuncGes metabdlicas associadas a altos indices lipidémicos e a diabetes.

9 POTENCIAL MERCADOLOGICO MICROALGAL E PRINCIPAIS DESAFIOS
COMERCIAIS

Atualmente, a exploracdo industrial das microalgas é representada principalmente pelas
cloréfitas Chlorella sp., Haematococcus sp., Dunaliella sp. e pela cianobactéria Arthrospira
platensis, visando a produgdo de maltiplos metabodlitos com aplicacdes no setor alimenticio,
cosmético e farmacéutico (ARAUJO et al., 2021). Porém, espécies como a S. obliquus s&o
consideradas promissoras para a producdo em larga escala devido suas caracteristicas
fisioldgicas que Ihe confere grande capacidade de adaptacéo e principalmente pela producéo de
compostos de amplo interesse industrial como pigmentos carotendides, acidos graxos
poliinsaturados, proteinas e polissacarideos (AMORIM et al., 2021; CHAN et al., 2013;
NADZIR et al., 2019).
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Carotenoides como a luteina e o -caroteno sao produzidos em grandes quantidades pela
S. obliquus, e possuem uma grande demanda comercial por serem compostos antioxidantes
usados como aditivos de alimentos e na industria farmacéutica (PATIAS et al., 2017). Além
das propriedades nutracéuticas, o B-caroteno € amplamente aplicado em diversos setores
industriais; na alimentacdo por exemplo, pode conferir a coloragdo vermelho-alaranjada a
bebidas ndo alcdolicas, queijos e certos tipos de gorduras; na indutria farmacéutica, séo
utilizados como corantes de capsulas de medicamentos, e possuem aplicagdes em cosméticos,
apresentando grande potencial de protecdo contra danos oxidativos ligados a exposicdo a luz
UV (BOGACZ-RADOMSKA et al. 2018). Diante de uma demanda crescente, até 2024 estima-
se que o mercado global de corantes alimenticios alcance 4,7 bilhdes de délares (AHUJA E
RAWAT, 2018).

A espécie também é produtora de PUFAs do tipo dmega-3 e 6, que sdo reconhecidos
pelas suas inumeras atividades bioldgicas, desde controle da pressdo arterial a prevencdo de
varias doencas neuroldgicas (PIASECKA et al., 2020a). Na industria de alimentos, dmegas-3
podem ser adicionados em formulacdes infantis, um setor que fatura anualmente 10 bilhdes de
ddlares, estando associados ao melhor desenvolvimento pos-natal, desenvolvimento neuronal e
acdo imunomoduladora (ADARME-VEGA et al., 2012; RIVERA-PASQUEL et al., 2020).
Além disso, o teor proteico da S. obliquus é de grande interesse para a industria de racdao animal
e alimentacdo humana, seja na forma de biomassa seca ou hidrolisados proteicos ricos em
aminoéacidos essenciais (HLAING et al. 2020).

Os principais desafios que envolvem a aplicacdo comercial das microalgas sdo o alto
custo de producédo em larga escala, bem como aspectos ligados aos cultivos, como a eficiéncia
energética adequada, alto custo do processamento para a obtencdo de moléculas de interesse
comercial e fatores relacionados a regulamentacdo dos produtos derivados de microalgas (FU
etal., 2021).

Em relagdo a producdo, uma alternativa de baixo custo e cada vez mais difundida é a
utilizacdo de aguas residuais de empresas de alimentos, sendo uma op¢do promissora para o
desenvolvimento de microalgas em condi¢des mixotroficas, favorecendo a diminuigéo do custo
final da biomassa (KEDDAR et al., 2020). O estudo de Gouveia et al., (2016) demonstrou a
eficiéncia do cultivo de S. obliquus em &guas residuais urbanas, com um custo de producéo
estimado em 2,4 € / kg, resultados que apesar promissores, demandam estudos a fim de otimizar
a produtividade e diminuir os custos a fim de alcancar o valor ideal para tratamento de &guas
residuais de 0,5 € / kg. Ja para o processamento da biomassa, alguns métodos de pré-tratamento

demonstram facil escalabilidade como o micro-ondas e a hidrolise acida (FERREIRA et al.,
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2016; ROJO et al., 2021) permitindo um processamento com custos reduzidos, sendo
necessarios estudos acerca dos métodos de extracao e o uso de solventes de baixa toxicidade, a
fim de tornar o processo sustentavel, mais eficiente e economicamente viavel (AMARO et al.,
2015).

A biotecnologia de microalgas estd em constante evolucdo visando o desenvolvimento
de processos otimizados de producdo de compostos de interesse industrial, como PUFAs e
proteinas por meio de técnicas como o melhoramento genético das cepas, modificacfes de
cultivo com diferentes condicdes de estresse, desenvolvimento de novos sistemas de cultivo,
melhor utilizagdo do fluxo de carbono e outras modificagdes que podem permitir a maior
viabilidade da producdo microalgal, aumentando a competitividade de seus produtos
principalmente no mercado nutracéutico (KUSMAYADI et al., 2021).

A seguranca alimentar € uma das maiores preocupacdes em relacdo ao consumo de
microalgas, j& que aspectos como a presencga de metais pesados e contaminacgdes por espécies
produtoras de toxinas podem culminar em problemas de salde, e consequentemente, a
comercializa¢do dos produtos, cabendo a agéncias de seguranca, estabeler limites aceitaveis e
as formas adequadas para o consumo de microalgas (MEHARIYA et al.,, 2021). A
regulamentacdo do uso de alimentos varia entre os paises, sendo essencial identificar os
produtos aplicaveis em cada mercado, o que influencia diretamente a producdo e o alvo
comercial (LAAMANEN et al., 2021). Além disso, a maioria das legislacdes a respeito do
consumo de microalgas envolve principalmente a Spirulina (Arthrospira platensis) e a
Chlorella vulgaris, com pouca ou nenhuma informacdo a respeito de outras espécies como
Scenedesmus spp. (MATOS, 2017). Nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug
Administration) é o érgdo responsavel pela seguranca dos alimentos e considera as espécies
Arthropira spp., Chlorella spp., Haematococcus spp., Dunaliella spp., Schizochytrium spp.,
Crypthecodinium cohnii e Porphyridium cruentum incluidas na categoria GRAS (Generally
Recognized as Safe), a qual as reconhece como fontes dietéticas seguras para 0 consumo
humano e animal (GARCIA et al., 2017). Ja no Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) juntamente como o Ministério da Salde publicou a Instrugdo
Normativan©28, de junho/2018 que autoriza o consumo seguro da Arthrospira platensis, sendo
um marco do uso de microalgas para fim alimenticio no pais, ja que além de viabilizar a
comercializagdo, pode estimular a utilizacdo de outras espécies de interesse industrial
(ANVISA, 2018). Considerando os resultados de testes in vitro e in vivo envolvendo a S.
obliquus, observa-se dados promissores a respeito de sua segurancga alimentar, e somada a sua

notavel qualidade nutricional, efeitos hipolipolipidémicos e hipoglicémicos observados
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sugerem sua possivel utilizagdo como alimento funcional (MARREZ et al., 2019; SILVA et al.,
2020).

10 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O mercado alimenticio de microalgas € um setor rentavel e que apresenta uma crescente
demanda comercial tendo em vista os beneficios & saide relacionados ao seu consumo. O estudo
demonstrou a notavel capacidade de acumulo de moléculas bioativas de grande interesse
industrial da S. obliquus, apesar de ndo obter a mesma representatividade comercial quando
comparada a cloréfitas como a Haematococcus pluvialis e a Dunaliella salina. De modo geral,
cultivos de microalgas enfrentam desafios relacionados a producao em larga escala, envolvendo
altos custos de producdo em condi¢Ges controladas, um processamento ainda ineficiente, e no
caso da S. obliquus, a legislacdo para cada pais tem sido um fator limitante para sua ampla
exploracdo. Como perspectivas, estudos com modos de cultivo alternativos e economicamente
viaveis tém demonstrado resultados promissores para a espécie, demandando melhores
investigacOes sobre o processamento da biomassa, de modo a maximizar a extragdo de
compostos com o menor tempo e custo possivel. Além disso, anélises adicionais sobre sua
toxicidade e seguranca alimentar, sdo de vital importancia para o desenvolvimento de

legislacBes a respeito do uso comercial da microalga.
AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco (FACEPE), pelo financiamento da pesquisa, ao Laboratério de Enzimologia
(LABENZ/UFPE) e ao Laboratério de Producdo de Alimento Vivo (LAPAVI/UFRPE) pelos

subsidios que permitiram a realizacéo do presente estudo.
REFERENCIAS

ABIMBOLA, T.; CHRISTODOULATOQOS, C.; LAWAL, A. Performance and optimization
studies of oil extraction from Nannochloropsis spp. and Scenedesmus obliquus. Journal of
Cleaner Production, [s. I.], v. 311, p. 127295, 2021.

ABURAI, N.; OHKUBO, S.; MIYASHITA, H.; ABE, K. Composition of carotenoids and
identification of aerial microalgae isolated from the surface of rocks in mountainous districts
of Japan. Algal Research, [s. |.], v. 2, n. 3, p. 237-243, 2013.

ADARME-VEGA, T. C.; LIM, D. K. Y.; TIMMINS, M.; VERNEN, F.; LI, Y.; SCHENK, P.
M. Microalgal biofactories: a promising approach towards sustainable omega-3 fatty acid
production. Microbial Cell Factories, [s. I.], v. 11, n. 1, p. 1-10, 2012.



58

AMARO, H. M.; FERNANDES, F.;: VALENTAO, P.; ANDRADE, P. B.;: SOUSA-PINTO,
I.; MALCATA, F. X.; GUEDES, A. C. Effect of solvent system on extractability of lipidic
components of Scenedesmus obliquus (M2-1) and Gloeothece sp. on antioxidant scavenging
capacity thereof. Marine Drugs, [s. |.], v. 13, n. 10, p. 6453-6471, 2015.

AMORIM, M. L.; SOARES, J.; VIEIRA, B. B.; LEITE, M. de O.; ROCHA, D. N.; ALEIXO,
P. E.; FALCONI, J. H. H.; XAVIER JUNIOR, M. de L.; ALBINO, L. F. T.; MARTINS, M.
A. Pilot-scale biorefining of Scenedesmus obliquus for the production of lipids and proteins.
Separation and Purification Technology, [s. I.], v. 270, p. 118775, 2021. a.

AMORIM, M. L.; SOARES, J.; VIEIRA, B. B.; LEITE, M. de O.; ROCHA, D. N.; ALEIXO,
P. E.; FALCONI, J. H. H.; XAVIER JUNIOR, M. de L.; ALBINO, L. F. T.; MARTINS, M.
A. Pilot-scale biorefining of Scenedesmus obliquus for the production of lipids and proteins.
Separation and Purification Technology, [s. I.], v. 270, p. 118775, 2021. b.

ANAND, V.; KASHYAP, M.; SAMADHIYA, K.; GHOSH, A.; KIRAN, B. Salinity driven
stress to enhance lipid production in Scenedesmus vacuolatus: A biodiesel trigger? Biomass
and Bioenergy, [s. I.], v. 127, p. 105252, 2019.

ANSARI, F. A.; GUPTA, S. K.; NASR, M.; RAWAT, |.; BUX, F. Evaluation of various cell
drying and disruption techniques for sustainable metabolite extractions from microalgae
grown in wastewater: A multivariate approach. Journal of Cleaner Production, [s. 1], v.
182, p. 634-643, 2018.

ANSARI, F. A.; GUPTA, S. K.; SHRIWASTAYV, A.; GULDHE, A.; RAWAT, |.; BUX, F.
Evaluation of various solvent systems for lipid extraction from wet microalgal biomass and its
effects on primary metabolites of lipid-extracted biomass. Environmental Science and
Pollution Research, [s. I.], v. 24, n. 18, p. 15299-15307, 2017.

ARAUJO, R.; VAZQUEZ CALDERON, F.; SANCHEZ LOPEZ, J.; AZEVEDO, I. C;
BRUHN, A.; FLUCH, S.; GARCIA TASENDE, M.; GHADERIARDAKANI, F.; ILMJARV,
T.; LAURANS, M.; MAC MONAGAIL, M.; MANGINI, S.; PETEIRO, C.; REBOURS, C.;
STEFANSSON, T.; ULLMANN, J. Current Status of the Algae Production Industry in
Europe: An Emerging Sector of the Blue Bioeconomy. Frontiers in Marine Science, [s. |.],
V. 7, n. January, p. 1-24, 2021.

ANVISA. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolugéo da diretoria
Colegiada — IN N° 28, DE 26 DE JULHO DE 2018. Disponivel em:
https://www.in.gov.br/materia//asset_publisher/kujrwOtzc2mb/content/id/34380639/do1-
2018-07-27-instrucao-normativa-in-n-28-de-26-de-julho-de-2018-34380550. Acessado em:
28/11/2021

BANSKOTA, A. H.; SPERKER, S.; STEFANOVA, R.; MCGINN, P. J.; O’LEARY, S. J. B.
Antioxidant properties and lipid composition of selected microalgae. Journal of Applied
Phycology 2018 31:1, [s. I.], v. 31, n. 1, p. 309-318, 2018.

BARSANTI, L.; GUALTIERI, P. Is exploitation of microalgae economically and
energetically sustainable? Algal Research, [s. I.], v. 31, p. 107-115, 2018.



59

BASU, S.; ROY, A. S.; MOHANTY, K.; GHOSHAL, A. K. Enhanced CO2 sequestration by
a novel microalga: Scenedesmus obliquus SA1 isolated from bio-diversity hotspot region of
Assam, India. Bioresource Technology, [s. I.], v. 143, p. 369-377, 2013.

BENTAHAR, J.; DOYEN, A.; BEAULIEU, L.; DESCHENES, J.-S. Investigation of -
galactosidase production by microalga Tetradesmus obliquus in determined growth
conditions. Journal of Applied Phycology, [s. I.], v. 31, n. 1, p. 301-308, 2018.

BERNAERTS, T. M. M.; GHEYSEN, L.; FOUBERT, I.; HENDRICKX, M. E.; VAN LOEY,
A. M. The potential of microalgae and their biopolymers as structuring ingredients in food: A
review. Biotechnology Advances, [s. I.], v. 37, n. 8, p. 107419, 2019.

BHATTACHARYA, M.; GOSWAMI, S. Microalgae — A green multi-product biorefinery for
future industrial prospects. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, [s. I.], v. 25, p.
101580, 2020.

BLACK, H. S.; BOEHM, F.; EDGE, R.; TRUSCOTT, T. G. The Benefits and Risks of
Certain Dietary Carotenoids that Exhibit both Anti- and Pro-Oxidative Mechanisms—A
Comprehensive Review. Antioxidants, [s. 1], v. 9, n. 3, 2020.

BOGACZ-RADOMSKA, L.; HARASYM, J. B-Carotene-properties and production methods.
Food Quality and Safety, [s. I.], v. 2, n. 2, p. 69-74, 2018.

BRASIL, B. dos S. A. F.; DE SIQUEIRA, F. G.; SALUM, T. F. C.; ZANETTE, C. M,;
SPIER, M. R. Microalgae and cyanobacteria as enzyme biofactories. Algal Research, [s. 1],
v. 25, p. 76-89, 2017.

BREUER, G.; LAMERS, P. P.; MARTENS, D. E.; DRAAISMA, R. B.; WIJFFELS, R. H.
Effect of light intensity, pH, and temperature on triacylglycerol (TAG) accumulation induced
by nitrogen starvation in Scenedesmus obliquus. Bioresource Technology, [s. I.], v. 143, p.
1-9, 2013.

BULEON, A.; COLONNA, P.; PLANCHOT, V.; BALL, S. Starch granules: structure and
biosynthesis. International Journal of Biological Macromolecules, [s. I.], v. 23, n. 2, p. 85—
112, 1998.

CALLEJO-LOPEZ, J. A;; RAMIREZ, M.; CANTERO, D.; BOLIVAR, J. Versatile method to
obtain protein- and/or amino acid-enriched extracts from fresh biomass of recalcitrant
microalgae without mechanical pretreatment. Algal Research, [s. I.], v. 50, p. 102010, 2020.

CAMACHO, F.; MACEDO, A.; MALCATA, F. Potential industrial applications and
commercialization of microalgae in the functional food and feed industries: A short review.
Marine Drugs, [s. 1], v. 17, n. 6, 20109.

CAPORGNO, M. P.; MATHYS, A. Trends in Microalgae Incorporation Into Innovative Food
Products With Potential Health Benefits. Frontiers in Nutrition, [s. |.], v. 5, p. 58, 2018.

CELEKLI, A.; BALCI, M. The influence of different phosphate and nitrate concentrations on
growth, protein and chlorophyll a content of Scenedesmus obliquus. Fresenius
Environmental Bulletin, [s. ], v. 18, p. 1363-1366, 2009.



60

CHAN, M. C,; HO, S. H,; LEE, D. J.; CHEN, C. Y.; HUANG, C. C.; CHANG, J. S.
Characterization, extraction and purification of lutein produced by an indigenous microalga
Scenedesmus obliquus CNW-N. Biochemical Engineering Journal, [s. |.], v. 78, p. 24-31,
2013.

CHEN, C.-Y.; KAO, A.-L.; TSAI, Z.-C.; SHEN, Y.-M.; KAO, P.-H.; NG, I.-S.; CHANG, J.-
S. Expression of synthetic phytoene synthase gene to enhance -carotene production in
Scenedesmus sp. CPC2. Biotechnology Journal, 2017.

CHEN, C.Y.; YEH, K. L.; AISYAH, R.; LEE, D. J.; CHANG, J. S. Cultivation,
photobioreactor design and harvesting of microalgae for biodiesel production: A critical
review. Bioresource Technology, , v. 102, n. 1, p. 71-81, 2011.

CHEN, W. C.; HSU, Y. C.; CHANG, J. S.; HO, S. H.; WANG, L. F.; WEI, Y. H. Enhancing
production of lutein by a mixotrophic cultivation system using microalga Scenedesmus
obliguus CWL-1. Bioresource Technology, [s. I.], v. 291, p. 121891, 2019.

CHOI, Y. K.; KUMARAN, R. S.; JEON, H. J.; SONG, H. J.; YANG, Y. H.; LEE, S. H,;
SONG, K. G.; KIM, K. J.; SINGH, V.; KIM, H. J. LED light stress induced biomass and fatty
acid production in microalgal biosystem, Acutodesmus obliquus. Spectrochimica Acta Part
A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, [s. I.], v. 145, p. 245-253, 2015.

CHRONOPOULOU, L.; DAL BOSCO, C.; DI CAPRIO, F.; PROSINI, L.; GENTILI, A,
PAGNANELLLI, F.; PALOCCI, C. Extraction of carotenoids and fat-soluble vitamins from
Tetradesmus obliquus microalgae: An optimized approach by using supercritical COa.
Molecules, [s. I.], v. 24, n. 14, 2019.

COLUSSI, G.; CATENA, C.; NOVELLO, M.; BERTIN, N.; SECHI, L. A. Impact of omega-
3 polyunsaturated fatty acids on vascular function and blood pressure: Relevance for
cardiovascular outcomes. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases, [s. I.], v.
27,n. 3, p. 191-200, 2017.

DAMIANI, M. C.; POPOVICH, C. A.; CONSTENLA, D.; MARTINEZ, A. M.; DORIA, E.;
LONGONI, P.; CELLA, R.; NIELSEN, E.; LEONARDI, P. I. Triacylglycerol content,
productivity and fatty acid profile in Scenedesmus acutus PVUW?12. Journal of Applied
Phycology, [s. I.], v. 26, n. 3, p. 1423-1430, 2014.

DE CARVALHO CARNEIRO, D.; MASCARENHAS OLIVEIRA, M.; DA CUNHA LIMA,
S. T. Estimating protein quantities from microalgae: protein per biomass percentage,
spectroscopic concentration, and lectin content. Chemical Papers, [s. I.], v. 73, n. 10, p.
2535-2540, 2019.

DE FARIAS SILVA, C. E.; SFORZA, E.; BERTUCCO, A. Stability of carbohydrate
production in continuous microalgal cultivation under nitrogen limitation: effect of irradiation
regime and intensity on Tetradesmus obliquus. Journal of Applied Phycology, [s. 1.], v. 30,
n. 1, p. 261-270, 2018.

DELATTRE, C.; PIERRE, G.; LAROCHE, C.; MICHAUD, P. Production, extraction and
characterization of microalgal and cyanobacterial exopolysaccharides. Biotechnology
Advances, [s. I.], v. 34, n. 7, p. 1159-1179, 2016.



61

DO NASCIMENTO, T. C.; PINHEIRO, P. N.; FERNANDES, A. S.; MURADOR, D. C,;
NEVES, B. V.; DE MENEZES, C. R.; DE ROSSO, V. V.; JACOB-LOPES, E.; ZEPKA, L.
Q. Bioaccessibility and intestinal uptake of carotenoids from microalgae Scenedesmus
obliquus. Food Research International, [s. I.], v. 140, 2021.

DONG, T.; KNOSHAUG, E. P.; PIENKOS, P. T.; LAURENS, L. M. L. Lipid recovery from
wet oleaginous microbial biomass for biofuel production: A critical review. Applied Energy,
[s. I.], v. 177, p. 879-895, 2016.

ELDALATONY, M. M.; KABRA, A. N.; HWANG, J. H.; GOVINDWAR, S. P.; KIM, K.
H.; KIM, H.; JEON, B. H. Pretreatment of microalgal biomass for enhanced
recovery/extraction of reducing sugars and proteins. Bioprocess and Biosystems
Engineering, [s. 1], v. 39, n. 1, p. 95-103, 2016.

ESAKKIMUTHU, S.; KRISHNAMURTHY, V.; WANG, S.; EL-FATAH ABOMOHRA, A.;
SHANMUGAM, S.; RAMAKRISHNAN, S. G.; SUBRMANIAM, S.; K, S. Simultaneous
induction of biomass and lipid production in Tetradesmus obliquus BPL16 through
polysorbate supplementation. Renewable Energy, [s. I.], v. 140, p. 807-815, 2019.

FAN, H.; WANG, K.; WANG, C.; YU, F.; HE, X.; MA, J.; LI, X. A comparative study on
growth characters and nutrients removal from wastewater by two microalgae under optimized
light regimes. Environmental Technology and Innovation, [s. 1], v. 19, 2020.

FERNANDES, A. S.; NASCIMENTO, T. C.; PINHEIRO, P. N.; DE ROSSO, V. V.; DE
MENEZES, C. R.; JACOB-LOPES, E.; ZEPKA, L. Q. Insights on the intestinal absorption of
chlorophyll series from microalgae. Food Research International, [s. I.], v. 140, p. 110031,
2021.

FERNANDEZ-GARCIA, E.;: CARVAJAL-LERIDA, |.; PEREZ-GALVEZ, A. In vitro
bioaccessibility assessment as a prediction tool of nutritional efficiency. Nutrition Research,
[s. 1], v. 29, n. 11, p. 751-760, 2009.

FERNANDEZ-SEVILLA, J. M.; ACIEN FERNANDEZ, F. G.; MOLINA GRIMA, E.
Biotechnological production of lutein and its applications. Applied Microbiology and
Biotechnology, [s. I.], v. 86, n. 1, p. 27-40, 2010.

FERREIRA, A. F.; DIAS, A. P. S.; SILVA, C. M.; COSTA, M. Effect of low frequency
ultrasound on microalgae solvent extraction: Analysis of products, energy consumption and
emissions. Algal Research, [s. I.], v. 14, p. 9-16, 2016.

FERRIGO, D.; GALLA, G.; SFORZA, E.; MOROSINOTTO, T.; BARCACCIA, G.;
CESCHI BERRINI, C. Biochemical characterization and genetic identity of an oil-rich
Acutodesmus obliquus isolate. Journal of Applied Phycology, [s. I.], v. 27, n. 1, p. 149-161,
2015.

FERRUZZI, M. G.; BLAKESLEE, J. Digestion, absorption, and cancer preventative activity
of dietary chlorophyll derivatives. Nutrition Research, [s. |.], v. 27, n. 1, p. 1-12, 2007.



62

FU, Y.; CHEN, T.; CHEN, S. H. Y.; LIU, B.; SUN, P.; SUN, H.; CHEN, F. The potentials
and challenges of using microalgae as an ingredient to produce meat analogues. Trends in
Food Science and Technology, [s. I.], v. 112, n. February, p. 188-200, 2021.

FUENTES-GRUNEWALD, C.; IGNACIO GAYO-PELAEZ, J.; NDOVELA, V.; WOOD, E.;
VIJAY KAPOORE, R.; ANNE LLEWELLYN, C. Towards a circular economy: A novel
microalgal two-step growth approach to treat excess nutrients from digestate and to produce
biomass for animal feed. Bioresource Technology, [s. I.], v. 320, p. 124349, 2021.

GARCIA, J. L.; DE VICENTE, M.; GALAN, B. Microalgae, old sustainable food and
fashion nutraceuticals. Microbial Biotechnology, [s. I.], v. 10, n. 5, p. 1017, 2017.

GEADA, P.; MOREIRA, C.; SILVA, M.; NUNES, R.; MADUREIRA, L.; ROCHA, C. M.
R.; PEREIRA, R. N.; VICENTE, A. A.; TEIXEIRA, J. A. Algal proteins: Production
strategies and nutritional and functional properties. Bioresource Technology, [s. I.], v. 332, p.
125125, 2021.

GEOCZE, K. C.: BARBOSA, L. C. A:: LIMA, C. F.; FERRUZZI, M. G.; FIDENCIO, P. H.:
SANT’ANA, H. M. P.; SILVERIO, F. O. Caryocar brasiliense Camb. fruits from the
Brazilian Cerrado as a rich source of carotenoids with pro-vitamin A activity. Journal of
Food Composition and Analysis, [s. I.], v. 101, p. 103943, 2021.

GIBSON, G. R.; PROBERT, H. M.; VAN LOO, J.; RASTALL, R. A.; ROBERFROID, M. B.
Dietary modulation of the human colonic microbiota: updating the concept of prebiotics.
Nutrition Research Reviews, [s. I.], v. 17, p. 259-275, 2004.

GILBERT-LOPEZ, B.; MENDIOLA, J. A;; VAN DEN BROEK, L. A. M.; HOUWELING-
TAN, B.; SITSMA, L.; CIFUENTES, A.;: HERRERO, M.; IBANEZ, E. Green compressed
fluid technologies for downstream processing of Scenedesmus obliquus in a biorefinery
approach. Algal Research, [s. I.], v. 24, p. 111-121, 2017.

GLEMBIN, P.; RACHEVA, R.; KERNER, M.; SMIRNOVA, I. Micelle mediated extraction
of fatty acids from microalgae cultures: Implementation for outdoor cultivation. Separation
and Purification Technology, [s. I.], v. 135, p. 127-134, 2014.

GONG, Y.; HUANG, J. Characterization of four untapped microalgae for the production of
lipids and carotenoids. Algal Research, [s. 1], v. 49, p. 101897, 2020.

GORAIN, P.; BAGCHI, S.; MALLICK, N. Effects of calcium, magnesium and sodium
chloride in enhancing lipid accumulation in two green microalgae. Environmental
technology, [s. 1], v. 34, n. 13-16, p. 1887-1894, 2013.

GOUVEIA, L.; GRACA, S.; SOUSA, C.; AMBROSANO, L.; RIBEIRO, B.; BOTREL, E.
P.; NETO, P. C.; FERREIRA, A. F.; SILVA, C. M. Microalgae biomass production using
wastewater: Treatment and costs: Scale-up considerations. Algal Research, [s. I.], v. 16, p.
167-176, 2016.

GRANADO-LORENCIO, F.: HERRERO-BARBUDO, C.; ACIEN-FERNANDEZ, G.;
MOLINA-GRIMA, E.: FERNANDEZ-SEVILLA, J. M.;: PEREZ-SACRISTAN, B.;



63

BLANCO-NAVARRO, I. In vitro bioaccesibility of lutein and zeaxanthin from the
microalgae Scenedesmus almeriensis. Food Chemistry, [s. I.], v. 114, n. 2, p. 747-752, 2009.

GRIS, B.; MOROSINOTTO, T.; GIACOMETTI, G. M.; BERTUCCO, A.; SFORZA E.
Cultivation of Scenedesmus obliquus in photobioreactors: Effects of light intensities and light-
dark cycles on growth, productivity, and biochemical composition. Applied Biochemistry
and Biotechnology, [s. I.], v. 172, n. 5, p. 2377-2389, 2014.

GUEDES, A. C.; GIAO, M. S.; MATIAS, A. A.; NUNES, A. V. M.; PINTADO, M. E.;
DUARTE, C. M. M.; MALCATA, F. X. Supercritical fluid extraction of carotenoids and
chlorophylls a, b and ¢, from a wild strain of Scenedesmus obliquus for use in food
processing. Journal of Food Engineering, 2013.

GUO, W.; ZHU, S.; LI, S.; FENG, Y.; WU, H.; ZENG, M. Microalgae polysaccharides
ameliorates obesity in association with modulation of lipid metabolism and gut microbiota in
high-fat-diet fed C57BL/6 mice. International Journal of Biological Macromolecules, [s.
[.], v. 182, p. 1371-1383, 2021.

HAMOUDA, R. A.; EL-NAGGAR, N. E. A.; ABOU-EL-SEOUD, G. W. Enhancement of
pharmaceutical and bioactive components of Scenedesmus obliquus grown using different
concentrations of KNO3. International Journal of Pharmacology, [s. I.], v. 14, n. 6, p. 758—
765, 2018.

HELAMIEH, M.; GEBHARDT, A.; REICH, M.; KUHN, F.; KERNER, M.; KUMMERER,
K. Growth and fatty acid composition of Acutodesmus obliquus under different light spectra
and temperatures. Lipids, [s. I.], p. lipd.12316, 2021.

HEMANTKUMAR, J. N.; RAHIMBHAI, M. I. Microalgae and Its Use in Nutraceuticals and
Food Supplements. In: Microalgae - From Physiology to Application. [s.l.] : IntechOpen, p.
1-11, 2019.

HENCHION, M.; HAYES, M.; MULLEN, A. M.; FENELON, M.; TIWARI, B. Future
protein supply and demand: Strategies and factors influencing a sustainable equilibrium.
Foods, [s. I.], v. 6,n. 7, p. 1-21, 2017.

HLAING, S. A. A,; SADIQ, M. B.; ANAL, A. K. Enhanced yield of Scenedesmus obliquus
biomacromolecules through medium optimization and development of microalgae based
functional chocolate. Journal of Food Science and Technology, [s. I.], v. 57, n. 3, p. 1090-
1099, 2020.

HO, S. H.; CHAN, M. C,; LIU, C. C.; CHEN, C. Y.; LEE, W. L.; LEE, D. J.; CHANG, J. S.
Enhancing lutein productivity of an indigenous microalga Scenedesmus obliquus FSP-3 using
light-related strategies. Bioresource Technology, [s. I.], v. 152, p. 275-282, 2014.

HO, S. H.; CHEN, Y. Di; CHANG, C. Y.; LAL Y. Y.; CHEN, C. Y.; KONDO, A.; REN, N.
Q.; CHANG, J. S. Feasibility of CO2 mitigation and carbohydrate production by microalga
Scenedesmus obliquus CNW-N used for bioethanol fermentation under outdoor conditions:
Effects of seasonal changes. Biotechnology for Biofuels, [s. I.], v. 10, n. 1, 2017.



64

HO, S. H.; XIE, Y.; CHAN, M. C,; LIU, C. C.; CHEN, C. Y.; LEE, D. J.; HUANG, C. C
CHANG, J. S. Effects of nitrogen source availability and bioreactor operating strategies on
lutein production with Scenedesmus obliquus FSP-3. Bioresource Technology, [s. I.], v. 184,
p. 131-138, 2015.

HUANG, G. H.; CHEN, F.; WEI, D.; ZHANG, X. W.; CHEN, G. Biodiesel production by
microalgal biotechnology. Applied Energy, [s. I.], v. 87, n. 1, p. 38-46, 2010.

HUSSAIN, J.; WANG, X.; SOUSA, L.; ALI, R.; RITTMANN, B. E.; LIAO, W. Using non-
metric multi-dimensional scaling analysis and multi-objective optimization to evaluate green
algae for production of proteins, carbohydrates, lipids, and simultaneously fix carbon dioxide.
Biomass and Bioenergy, [s. |.], v. 141, 2020.

IBRAHIM, M. R.; HAMOUDA, R. A.; TAYEL, A. A.; AL-SAMAN, M. A. Anti-cholesterol
and Antioxidant Activities of Independent and Combined Microalgae Aqueous Extracts In
Vitro. Waste and Biomass Valorization, [s. I.], 2021.

ISHAQ, A. G.; MATIAS-PERALTA, H. M.; BASRI, H. Bioactive Compounds from Green
Microalga Scenedesmus and its Potential Applications: A Brief Review. Pertanika Journal
of Tropical Agricultural Science, [s. 1], v. 39, n. 1, p. 1-16, 2016.

JAREONSIN, S.; PUMAS, C. Advantages of Heterotrophic Microalgae as a Host for
Phytochemicals Production. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, [s. I.], v. 9, n.
February, 2021.

JEEVAN KUMAR, S. P.; VDAY KUMAR, G.; DASH, A.; SCHOLZ, P.; BANERIJEE, R.
Sustainable green solvents and techniques for lipid extraction from microalgae: A review.
Algal Research, [s. I.], v. 21, p. 138-147, 2017.

JI, X.; CHENG, J.; GONG, D.; ZHAO, X.; Ql, Y.; SU, Y.; MA, W. The effect of NaCl stress
on photosynthetic efficiency and lipid production in freshwater microalga—Scenedesmus
obliquus XJ002. Science of the Total Environment, [s. I.], v. 633, p. 593-599, 2018.

KALRA, E. K. Nutraceutical--definition and introduction. American Association
Pharmaceutical Scientists, [s. I.], v. 5, n. 3, 2003.

KATIYAR, R.; ARORA, A. Health promoting functional lipids from microalgae pool: A
review. Algal Research, [s. I.], v. 46, p. 101800, 2020.

KEDDAR, M. N.; BALLESTEROS-GOMEZ, A.; AMIALI, M.; SILES, J. A.; ZERROUKI,
D.: MARTIN, M. A.; RUBIO, S. Efficient extraction of hydrophilic and lipophilic
antioxidants from microalgae with supramolecular solvents. Separation and Purification
Technology, [s. I.], v. 251, p. 117327, 2020.

KIM, D. Y.; VJAYAN, D.; PRAVEENKUMAR, R.; HAN, J. |; LEE, K; PARK, J. Y ;
CHANG, W. S.; LEE, J. S.; OH, Y. K. Cell-wall disruption and lipid/astaxanthin extraction
from microalgae: Chlorella and Haematococcus. Bioresource Technology, [s. I.], v. 199, p.
300-310, 2016.



65

KIM, J.; YOO, G.; LEE, H.; LIM, J.; KIM, K.; KIM, C. W.; PARK, M. S.; YANG, J. W.
Methods of downstream processing for the production of biodiesel from microalgae.
Biotechnology Advances, [s. I.], v. 31, n. 6, p. 862-876, 2013.

KLEINEGRIS, D. M. M.; JANSSEN, M.; BRANDENBURG, W. A.; WIJFFELS, R. H. Two-
phase systems: Potential for in situ extraction of microalgal products. Biotechnology
Advances, [s. 1], v. 29, n. 5, p. 502-507, 2011.

KOYANDE, A. K.; CHEW, K. W.; RAMBABU, K.; TAO, Y.; CHU, D. T.; SHOW, P. L.
Microalgae: A potential alternative to health supplementation for humans. Food Science and
Human Wellness, [s. 1], v. 8, n. 1, p. 16-24, 2019.

KRATZER, R.; MURKOVIC, M. Food ingredients and nutraceuticals from microalgae: Main
product classes and biotechnological production. Foods, [s. I.], v. 10, n. 7, 2021.

KUSMAYADI, A.; LEONG, Y. K.; YEN, H. W.; HUANG, C. Y.; CHANG, J. S. Microalgae
as sustainable food and feed sources for animals and humans — Biotechnological and
environmental aspects. Chemosphere, [s. 1], v. 271, p. 129800, 2021.

LAAMANEN, C. A,; DESJARDINS, S. M.; SENHORINHO, G. N. A.; SCOTT, J. A.
Harvesting microalgae for health beneficial dietary supplements. Algal Research, [s. I.], v.
54, p. 102189, 2021.

LACROUX, J.; TRABLY, E.; BERNET, N.; STEYER, J. P.; VAN LIS, R. Mixotrophic
growth of microalgae on volatile fatty acids is determined by their undissociated form. Algal
Research, [s. I.], v. 47, p. 101870, 2020.

LAIL Y. S.; FRANCESCO, F. De; AGUINAGA, A.; PARAMESWARAN, P.; RITTMANN,
B. E. Improving lipid recovery from Scenedesmus wet biomass by surfactant-assisted
disruption. Green Chemistry, [s. I.], v. 18, n. 5, p. 1319-1326, 2016.

LEE, S. Y.; CHO, J. M.; CHANG, Y. K.; OH, Y. K. Cell disruption and lipid extraction for
microalgal biorefineries: A review. Bioresource Technology, [s. I.], v. 244, p. 1317-1328,
2017.

LEON-SAIKI, G. M.; REMMERS, I. M.; MARTENS, D. E.; LAMERS, P. P.; WIJFFELS, R.
H.; VAN DER VEEN, D. The role of starch as transient energy buffer in synchronized
microalgal growth in Acutodesmus obliquus. Algal Research, [s. I.], v. 25, p. 160-167, 2017.

LOW, K. L.; IDRIS, A.; MOHD YUSOF, N. Novel protocol optimized for microalgae lutein
used as food additives. Food Chemistry, [s. 1], v. 307, p. 125631, 2020.

LOWREY, J.; BROOKS, M. S.; MCGINN, P. J. Heterotrophic and mixotrophic cultivation of
microalgae for biodiesel production in agricultural wastewaters and associated challenges—a
critical review. Journal of Applied Phycology, [s. 1], v. 27, n. 4, p. 1485-1498, 2014.

MAIA, J. L. Da; CARDOQOSO, J. S.; MASTRANTONIO, D. J. da S.; BIERHALS, C. K;
MOREIRA, J. B.; COSTA, J. A. V.; MORAIS, M. G. De. Microalgae starch: A promising
raw material for the bioethanol production. International Journal of Biological
Macromolecules, [s. I.], v. 165, p. 2739-2749, 2020.



66

MANAYI, A.; ABDOLLAHI, M.; RAMAN, T.; FAZEL NABAVI, S.; HABTEMARIAM,
S.: DAGLIA, M.; MOHAMMAD NABAVI, S. Lutein and cataract: from bench to bedside.
Critical Reviews in Biotechnology [s. I.], 2015.

MANSOURI, H.; EBRAHIM NEZHAD, S. Improvement in biochemical parameters and
changes in lipid profile of Scenedesmus obliquus by plant growth regulators under
mixotrophic condition. Biomass and Bioenergy, [s. I.], v. 140, p. 105708, 2020.

MANSOURI, H.; HAJIZADEH, F. Interaction Effects of Salinity, High Light Intensity and
Acetate on Growth and Pigment Production on Scenedesmus obliquus. Iranian Journal of
Science and Technology, Transaction A: Science, [s. |.], v. 42, n. 4, p. 1821-1826, 2018.

MARREZ, D. A.; NAGUIB, M. M.; SULTAN, Y. Y.; HIGAZY, A. M. Antimicrobial and
anticancer activities of Scenedesmus obliquus metabolites. Heliyon, [s. I.], v. 5, n. 3, p.
e01404, 20109.

MARTINEZ-FRANCES, E.; ESCUDERO-ONATE, C. Cyanobacteria and Microalgae in the
Production of Valuable Bioactive Compounds Provisional chapter Cyanobacteria and
Microalgae in the Production of Valuable Bioactive Compounds. [s. I.], 2016.

MATOS, A. P. The Impact of Microalgae in Food Science and Technology. Journal of the
American Oil Chemists’ Society, [s. I.], v. 94, n. 11, p. 1333-1350, 2017.

MD NADZIR, S.; YUSOF, N.; NORDIN, N.; ABDULLAH, H.; KAMARI, A. Optimisation
of carbohydrate, lipid and biomass productivity in Tetradesmus obliquus using response
surface methodology. Biofuels, [s. I.], 2019.

MEHARIYA, S.; GOSWAMI, R. K.; KARTHIKEYSAN, O. P.; VERMA, P. Microalgae for
high-value products: A way towards green nutraceutical and pharmaceutical compounds.
Chemosphere, [s. 1], v. 280, p. 130553, 2021.

MIRANDA, J.; PASSARINHO, P.; GOUVEIA, L. Bioethanol production from Scenedesmus
obliquus sugars: the influence of photobioreactors and culture conditions on biomass
production. Applied microbiology and biotechnology, [s. I.], v. 96, n. 2, p. 555-564, 2012.

MISHRA, A.; MEDHI, K.; MALAVIYA, P.; THAKUR, I. S. Omics approaches for
microalgal applications: Prospects and challenges. Bioresource Technology, [s. I.], v. 291, p.
121890, 20109.

MITRA, S.; RAUF, A.; TAREQ, A. M.; JAHAN, S.; EMRAN, T. Bin; SHAHRIAR, T. G;
DHAMA, K.; ALHUMAYDHI, F. A.; ALJOHANI, A. S. M.; REBEZOV, M.; UDDIN, M.
S.; JEANDET, P.; SHAH, Z. A.; SHARIATI, M. A.; RENGASAMY, K. R. Potential health
benefits of carotenoid lutein: An updated review. Food and Chemical Toxicology, [s. I.], v.
154, p. 112328, 2021.

MM, M.; LQ, Z.; EJ, L.; A, P.-G.; M, R. Chlorophyll Oxidative Metabolism During the
Phototrophic and Heterotrophic Growth of Scenedesmus obliquus. Antioxidants (Basel,
Switzerland), [s. 1], v. 8, n. 12, 2019.



67

MOHAJERI, M. H.; TROESCH, B.; WEBER, P. Inadequate supply of vitamins and DHA in
the elderly: Implications for brain aging and Alzheimer-type dementia. Nutrition, [s. 1], v.
31, n. 2, p. 261-275, 2015.

MONTONE, C. M.; CAPRIOTTI, A. L.; CAVALIERE, C.; LA BARBERA, G.;
PIOVESANA, S.; ZENEZINI CHIOZZI, R.; LAGANA, A. Peptidomic strategy for
purification and identification of potential ACE-inhibitory and antioxidant peptides in
Tetradesmus obliquus microalgae. Analytical and Bioanalytical Chemistry, [s. I.], v. 410, n.
15, p. 3573-3586, 2018.

MORAIS JUNIOR, W. G.; GORGICH, M.; CORREA, P. S.; MARTINS, A. A.; MATA, T.
M.; CAETANO, N. S. Microalgae for biotechnological applications: Cultivation, harvesting
and biomass processing. Aquaculture, [s. 1], v. 528, p. 735562, 2020.

NAGARAJAN, D.; VARJANI, S.; LEE, D.-J.; CHANG, J.-S. Sustainable aquaculture and
animal feed from microalgae — Nutritive value and techno-functional components.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, [s. 1], v. 150, p. 111549, 2021.

NICOLETTI, M. Nutraceuticals and botanicals: overview and perspectives. International
Journal of Food Sciences and Nutrition, [s. 1], v. 63, n. SUPPL. 1, p. 2-6, 2012.

OLIVEIRA, C. Y. B. De; ALMEIDA, A.J. G.daS.; SILVA, M. D. V. g; SANTOS, I. de L;
DANTAS, D. M. D. M. Prospecting the First Culture Collection of Algae of the Pernambuco
Semiarid, Brazil. Revista Brasileira de Engenharia de Pesca, [s. I.], v. 11, n. 2, p. 27, 20109.

ONUMAEGBU, C.; MOONEY, J.; ALASWAD, A.; OLABI, A. G. Pre-treatment methods
for production of biofuel from microalgae biomass. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, [s. I.], v. 93, p. 16-26, 2018.

ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS. World population prospects 2019
https://population.un.org/wpp/Download/Standard/Population/ (2019), Acesso 1 Sep. 2021

OSMAN, M. E. H.; EL-NAGGAR, A. H.; EL-SHEEKH, M. M.; EL-MAZALLY,E. E.
Differential effects of Co2+ and Ni2+ on protein metabolism in Scenedesmus obliquus and
Nitzschia perminuta. Environmental Toxicology and Pharmacology, [s. I.], v. 16, n. 3, p.
169-178, 2004.

OTHMAN, F. S.; JAMALUDDIN, H.; IBRAHIM, Z.; HARA, H.; YAHYA, N. A;;
IWAMOTO, K.; MOHAMAD, S. E. Production of a-linolenic Acid by an Oleaginous Green
Algae Acutodesmus obliquus Isolated from Malaysia. Journal of Pure and Applied
Microbiology, [s. I.], v. 13, n. 3, p. 1297-1306, 2019.

PALIWAL, C.; MITRA, M.; BHAYANI, K.; BHARADWAJ, S. V. V.; GHOSH, T ;
DUBEY, S.; MISHRA, S. Abiotic stresses as tools for metabolites in microalgae.
Bioresource Technology, [s. |.], v. 244, p. 1216-1226, 2017.

PANDEY, A.; GUPTA, A.; SUNNY, A.; KUMAR, S.; SRIVASTAVA, S. Multi-objective
optimization of media components for improved algae biomass, fatty acid and starch
biosynthesis from Scenedesmus sp. ASK22 using desirability function approach. Renewable
Energy, [s. I.], v. 150, p. 476-486, 2020.



68

PANDIT, P. R.; FULEKAR, M. H.; KARUNA, M. S. L. Effect of salinity stress on growth,
lipid productivity, fatty acid composition, and biodiesel properties in Acutodesmus obliquus
and Chlorella vulgaris. Environmental Science and Pollution Research, [s. I.], v. 24, n. 15,
p. 13437-13451, 2017.

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, [s. I.], v. 100, p. 260266,
2017.

PATNAIK, R.; MALLICK, N. Individual and combined supplementation of carbon sources
for growth augmentation and enrichment of lipids in the green microalga Tetradesmus
obliquus. Journal of Applied Phycology, [s. I.], v. 32, n. 1, p. 205-219, 20109.

PATNAIK, R.; SINGH, N.; BAGCHI, S.; RAO, P.; MALLICK, N. Utilization of
Scenedesmus obliquus Protein as a Replacement of the Commercially Available Fish Meal
Under an Algal Refinery Approach. Frontiers in microbiology, [s. I.], v. 10, 2019

PATWAL, T.; BARANWAL, M. Scenedesmus acutus extracellular polysaccharides produced
under increased concentration of sulphur and phosphorus exhibited enhanced proliferation of
peripheral blood mononuclear cells. 3 Biotech, [s. I.], v. 11, n. 4, p. 171, 2021.

PIASECKA, A.; NAWROCKA, A.; WIACEK, D.; KRZEMINSKA, 1. Agro-industrial by-

product in photoheterotrophic and mixotrophic culture of Tetradesmus obliquus: Production
of ®3 and w6 essential fatty acids with biotechnological importance. Scientific Reports, [s.
I.], v. 10, n. 1, p. 1-11, 2020.

PIOTROWSKA-NICZYPORUK, A.; BAJGUZ, A.; TALAREK, M.; BRALSKA, M,;
ZAMBRZYCKA, E. The effect of lead on the growth, content of primary metabolites, and
antioxidant response of green alga Acutodesmus obliquus (Chlorophyceae). Environmental
Science and Pollution Research, [s. |.], v. 22, n. 23, p. 19112-19123, 2015.

POURKARIMI, S.; HALLAJISANI, A.; NOURALISHAHI, A.; ALIZADEHDAKHEL, A;
GOLZARY, A. Factors affecting production of beta-carotene from Dunaliella salina
microalgae. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, [s. I.], v. 29, p. 101771, 2020.
PRIBYL, P.; PILNY, J.; CEPAK, V.; KASTANEK, P. The role of light and nitrogen in
growth and carotenoid accumulation in Scenedesmus sp. Algal Research, [s. l.], v. 16, p. 69—
75, 2016.

RACHEVA, R.; TIETGENS, N.; KERNER, M.; SMIRNOVA, I. In situ continuous
countercurrent cloud point extraction of microalgae cultures. Separation and Purification
Technology, [s. 1], v. 190, p. 268-277, 2018.

RAJABI ISLAMI, H.; ASSAREH, R. Effect of different iron concentrations on growth, lipid
accumulation, and fatty acid profile for biodiesel production from Tetradesmus obliquus.
Journal of Applied Phycology, [s. I.], v. 31, n. 6, p. 3421-3432, 2019.

RAMI’REZ-RODRIGUES, M. M.; ESTRADA-BERISTAIN, C.; METRI-OJEDA, J.;
PEREZ-ALVA, A.; BAIGTS-ALLENDE, D. K. Spirulina platensis protein as sustainable



69

ingredient for nutritional food products development. Sustainability (Switzerland), [s. I.], v.
13,n. 12, 2021.

RAMOS-ROMERO, S.; TORRELLA, J. R.; PAGES, T.; VISCOR, G.; TORRES, J. L. Edible
Microalgae and Their Bioactive Compounds in the Prevention and Treatment of Metabolic
Alterations. Nutrients 2021, Vol. 13, Page 563, [s. I.], v. 13, n. 2, p. 563, 2021.

RANADHEER, P.; KONA, R.; SREEHARSHA, R. V.; VENKATA MOHAN, S. Non-lethal
nitrate supplementation enhances photosystem Il efficiency in mixotrophic microalgae
towards the synthesis of proteins and lipids. Bioresource Technology, [s. I.], v. 283, p. 373—
377, 2019.

REMIZE, M.; BRUNEL, Y.; SILVA, J. L.; BERTHON, J. Y.; FILAIRE, E. Microalgae n-3
PUFAs Production and Use in Food and Feed Industries. Marine drugs, [s. I.], v. 19, n. 2, p.
1-29, 2021.

RENUKA, N.; GULDHE, A.; SINGH, P.; ANSARI, F. A.; RAWAT, |.; BUX, F. Evaluating
the potential of cytokinins for biomass and lipid enhancement in microalga Acutodesmus
obliquus under nitrogen stress. Energy Conversion and Management, [s. I.], v. 140, p. 14—
23, 2017.

RENUKA, N.; GULDHE, A.; SINGH, P.; BUX, F. Combined effect of exogenous
phytohormones on biomass and lipid production in Acutodesmus obliquus under nitrogen
limitation. Energy Conversion and Management, [s. I.], v. 168, p. 522-528, 2018.

RITALA, A.; HAKKINEN, S. T.; TOIVARI, M.; WIEBE, M. G. Single cell protein-state-of-
the-art, industrial landscape and patents 2001-2016. Frontiers in Microbiology, [s. I.], v. 8,
n. OCT, 2017.

RIVERA-PASQUEL, M.; FLORES-ALDANA, M.; PARRA-CABRERA, M.; DAVID, A
GARC, A.; MALDONADO-HERN. Effect of Milk-Based Infant Formula Fortified with
PUFAs on Lipid Profile, Growth and Micronutrient Status of Young Children: A Randomized
Double-Blind Clinical Trial. Nutrients, [s. 1.], 2020.

ROCHA, D. N.; MARTINS, M. A.; SOARES, J.; VAZ, M. G. M. V.; DE OLIVEIRA LEITE,
M.; COVELL, L.; MENDES, L. B. B. Combination of trace elements and salt stress in
different cultivation modes improves the lipid productivity of Scenedesmus spp. Bioresource
Technology, [s. I.], v. 289, p. 121644, 2019.

ROJO, E. M.; PIEDRA, I.; GONZALEZ, A. M.; VEGA, M.; BOLADO, S. Effect of process
parameters on the valorization of components from microalgal and microalgal-bacteria
biomass by enzymatic hydrolysis. Bioresource Technology, [s. I.], v. 335, p. 125256, 2021.

SAINI, R. K.; KEUM, Y. S. Microbial platforms to produce commercially vital carotenoids at
industrial scale: an updated review of critical issues. Journal of Industrial Microbiology
and Biotechnology, [s. I.], v. 46, n. 5, p. 657-674, 20109.

SAINI, R. K.; KEUM, Y. S.; DAGLIA, M.; RENGASAMY, K. R. Dietary carotenoids in
cancer chemoprevention and chemotherapy: A review of emerging evidence.
Pharmacological Research, [s. I.], v. 157, p. 104830, 2020.



70

SAINI, R. K.; NILE, S. H.; PARK, S. W. Carotenoids from fruits and vegetables: Chemistry,
analysis, occurrence, bioavailability and biological activities. Food Research International,
[s. 1], v. 76, p. 735-750, 2015.

SALAMA E. S.; KABRA, A. N.; JI, M. K,; KIM, J. R.; MIN, B.; JEON, B. H. Enhancement
of microalgae growth and fatty acid content under the influence of phytohormones.
Bioresource technology, [s. I.], v. 172, p. 97-103, 2014.

SALAMA, E. S.; KIM, H. C.; ABOU-SHANAB, R. A. I.; JI, M. K,; OH, Y. K,; KIM, S. H,;
JEON, B. H. Biomass, lipid content, and fatty acid composition of freshwater
Chlamydomonas mexicana and Scenedesmus obliquus grown under salt stress. Bioprocess
and Biosystems Engineering, [s. I.], v. 36, n. 6, p. 827-833, 2013.

SALLEHUDIN, N. J.; RAUS, *; MUSTAPA, M.; OTHMAN, R.; MEL. Screening of lutein
content in several fresh-water microalgae. International Food Research Journal, [s. I.], v.
25, n. 6, p. 2307-2312, 2018.

SANTIGOSA, E.; BRAMBILLA, F.; MILANESE, L. Microalgae Qil as an Effective
Alternative Source of EPA and DHA for Gilthead Seabream (Sparus aurata) Aquaculture.
Animals : an Open Access Journal from MDPI, [s. 1.], v. 11, n. 4, 2021.

SCHEER, H. Chapter 1 An Overview of Chlorophylls and Bacteriochlorophylls:
Biochemistry, Biophysics, Functions and Applications. [s. I.], p. 1-26, 2006.

SCHULZE, C.; STREHLE, A.; MERDIVAN, S.; MUNDT, S. Carbohydrates in microalgae:
Comparative determination by TLC, LC-MS without derivatization, and the photometric
thymol-sulfuric acid method. Algal Research, [s. 1], v. 25, p. 372-380, 2017.

SCHULZE, C.; WETZEL, M.; REINHARDT, J.; SCHMIDT, M.; FELTEN, L.; MUNDT, S.
Screening of microalgae for primary metabolites including B-glucans and the influence of
nitrate starvation and irradiance on B-glucan production. Journal of Applied Phycology, [s.
[.], v. 28, n.5, p. 2719-2725, 2016.

SHAO, Y.; FANG, H.; ZHOU, H.; WANG, Q.; ZHU, Y.; HE, Y. Detection and imaging of
lipids of Scenedesmus obliquus based on confocal Raman microspectroscopy. Biotechnology
for Biofuels, [s. 1], v. 10, n. 1, 2017.

SHEN, X. F.; GAO, L. J.; ZHOU, S. B.; HUANG, J. Le; WU, C. Z,; QIN, Q. W.; ZENG, R.
J. High fatty acid productivity from Scenedesmus obliquus in heterotrophic cultivation with

glucose and soybean processing wastewater via nitrogen and phosphorus regulation. Science
of The Total Environment, [s. I.], v. 708, p. 134596, 2020.

SILVA, A. J.; CAVALCANTI, V. L. R.; PORTO, A. L. F.; GAMA, W. A.; BRANDAO-
COSTA, R. M. P.; BEZERRA, R. P. The green microalgae Tetradesmus obliquus
(Scenedesmus acutus) as lectin source in the recognition of ABO blood type: purification and
characterization. Journal of Applied Phycology, [s. I.], v. 32, n. 1, p. 103-110, 2020. a.

SILVA, M. E. T. Da; CORREA, K. de P.; MARTINS, M. A.; DA MATTA, S. L. P,;
MARTINO, H. S. D.; COIMBRA, J. S. dos R. Food safety, hypolipidemic and hypoglycemic



71

activities, and in vivo protein quality of microalga Scenedesmus obliquus in Wistar rats.
Journal of Functional Foods, [s. |.], v. 65, p. 103711, 2020. b.

SINGH, A.; NIGAM, P. S.; MURPHY, J. D. Mechanism and challenges in commercialisation
of algal biofuels. Bioresource Technology, [s. I.], v. 102, n. 1, p. 26-34, 2011.

SINGH, N.; GOYAL, A.; MOHOLKAR, V. S. Microalgal bio-refinery approach for
utilization of Tetradesmus obliquus biomass for biodiesel production. Materials Today:
Proceedings, [s. I.], v. 32, p. 760-763, 2020. a.

SINGH, N.; ROY, K.; GOYAL, A.; MOHOLKAR, V. S. Investigations in ultrasonic
enhancement of B-carotene production by isolated microalgal strain Tetradesmus obliquus
SGM19. Ultrasonics Sonochemistry, [s. |.], v. 58, p. 104697, 2019.

SOLANA, M.; RIZZA, C. S.; BERTUCCO, A. Exploiting microalgae as a source of essential
fatty acids by supercritical fluid extraction of lipids: Comparison between Scenedesmus
obliquus, Chlorella protothecoides and Nannochloropsis salina. Journal of Supercritical
Fluids, [s. 1], v. 92, p. 311-318, 2014.

SOO§, V.; SHETTY, P.; MAROTI, G.; INCZE, N.; BADICS, E.; BALINT, P.; ORDOG, V.;
BALAZS, E. Biomolecule composition and draft genome of a novel, high-lipid producing
Scenedesmaceae microalga. Algal Research, [s. I.], v. 54, p. 102181, 2021.

SOTO-SIERRA, L.; STOYKOVA, P.; NIKOLOV, Z. L. Extraction and fractionation of
microalgae-based protein products. Algal Research, [s. I.], v. 36, n. November, p. 175-192,
2018.

SOUYOUL, S. A.; SAUSSY, K. P.; LUPO, M. P. Nutraceuticals: A Review. Dermatology
and Therapy, [s. .], v. 8, n. 1, p. 5, 2018.

STILES, W. A. V.; STYLES, D.; CHAPMAN, S. P.; ESTEVES, S.; BYWATER, A,;
MELVILLE, L.; SILKINA, A.; LUPATSCH, |.; FUENTES GRUNEWALD, C.; LOVITT,
R.; CHALONER, T.; BULL, A.; MORRIS, C.; LLEWELLYN, C. A. Using microalgae in the
circular economy to valorise anaerobic digestate: challenges and opportunities. Bioresource
Technology, [s. 1], v. 267, p. 732-742, 2018.

STIRK, W. A.; VAN STADEN, J. Potential of phytohormones as a strategy to improve
microalgae productivity for biotechnological applications. Biotechnology Advances, [s. I.], v.
44, p. 107612, 2020.

SUPRAJA, K. V.; BUNUSHREE, B.; BALASUBRAMANIAN, P. Efficacy of microalgal
extracts as biostimulants through seed treatment and foliar spray for tomato cultivation.
Industrial Crops and Products, [s. I.], v. 151, n. April, p. 112453, 2020.

SUWAL, S.; BENTAHAR, J.; MARCINIAK, A.; BEAULIEU, L.; DESCHENES, J. S.;
DOYEN, A. Evidence of the production of galactooligosaccharide from whey permeate by
the microalgae Tetradesmus obliquus. Algal Research, [s. 1.], v. 39, p. 101470, 2019.

CONDE, T. A;; NEVES, B. F.; COUTO, D.; MELO, T.; NEVES, B.; COSTA, M.; SILVA,
J.; DOMINGUES, P.; DOMINGUES, M. R. Microalgae as Sustainable Bio-Factories of



72

Healthy Lipids: Evaluating Fatty Acid Content and Antioxidant Activity. Marine drugs, [s.
I.], v.19,n. 7, p. 357, 2021.

TANG, D. Y. Y.; KHOO, K. S.; CHEW, K. W.; TAO, Y.; HO, S. H.; SHOW, P. L. Potential
utilization of bioproducts from microalgae for the quality enhancement of natural products.
Bioresource Technology, [s. I.], v. 304, p. 122997, 2020. a.

TANG, D.Y.Y.; YEW, G. Y.; KOYANDE, A. K.; CHEW, K. W.; VO, D.-V. N.; SHOW, P.
L. Green technology for the industrial production of biofuels and bioproducts from
microalgae: a review. Environmental Chemistry Letters, [s. I.], v. 18, n. 6, p. 1967-1985,
2020.

TOMAS-ALMENAR, C.; LARRAN, A. M.; DE MERCADO, E.; SANZ-CALVO, M. A;;
HERNANDEZ, D.; RIANO, B.; GARCIA-GONZALEZ, M. C. Scenedesmus almeriensis
from an integrated system waste-nutrient, as sustainable protein source for feed to rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture, [s. I.], v. 497, p. 422-430, 2018.

TRIVEDI, J.; ATRAY, N.; AGRAWAL, D. Evaluating Cell Disruption Strategies for
Agqueous Lipid Extraction from Oleaginous Scenedesmus obliquus at High Solid Loadings.
European Journal of Lipid Science and Technology, [s. I.], v. 122, n. 4, 2020.

VENDRUSCOLDO, R. G.; FACCHI, M. M. X.; MARONEZE, M. M.; FAGUNDES, M. B.;
CICHOSKI, A. J.; ZEPKA, L. Q.; BARIN, J. S.; JACOB-LOPES, E.; WAGNER, R. Polar
and non-polar intracellular compounds from microalgae: Methods of simultaneous extraction,
gas chromatography determination and comparative analysis. Food Research International,
[s. 1], v. 109, p. 204-212, 2018.

VENDRUSCOLDO, R. G.; FAGUNDES, M. B.; MARONEZE, M. M.; DO NASCIMENTO,
T.C.; DE MENEZES, C. R.; BARIN, J. S.; ZEPKA, L. Q.; JACOB-LOPES, E.; WAGNER,
R. Scenedesmus obliquus metabolomics: effect of photoperiods and cell growth phases.
Bioprocess and Biosystems Engineering, [s. I.], v. 42, n. 5, p. 727-739, 2019.

VENDRUSCOLDO, R. G.; FERNANDES, A. S.; FAGUNDES, M. B.; ZEPKA, L. Q.; DE
MENEZES, C. R.; JACOB-LOPES, E.; WAGNER, R. Development of a new method for
simultaneous extraction of chlorophylls and carotenoids from microalgal biomass. Journal of
Applied Phycology, [s. I.], 2021.

VENKATA SUBHASH, G.; RAJVANSHI, M.; NAVISH KUMAR, B.; GOVINDACHARY,
S.; PRASAD, V.; DASGUPTA, S. Carbon streaming in microalgae: extraction and analysis
methods for high value compounds. Bioresource Technology, [s. I.], v. 244, p. 1304-1316,
2017.

VERA, C. R. De; CRESPIN, G. D.; DARANAS, A. H.; LOOGA, S. M.; LILLSUNDE, K.-
E.; TAMMELA, P.; PERALA, M.; HONGISTO, V.; VIRTANEN, J.; RISCHER, H.;
MULLER, C. D.; NORTE, M.; FERNANDEZ, J. J.; SOUTO, M. L. Marine Microalgae:
Promising Source for New Bioactive Compounds. Marine Drugs, [s. |.], v. 16, n. 9, p. 317,
2018.

VIDYASHANKAR, S.; VENUGOPAL, K. S.; SWARNALATHA, G. V.; KAVITHA, M. D.;
CHAUHAN, V. S,; RAVI, R.; BANSAL, A. K.; SINGH, R.; PANDE, A.; RAVISHANKAR,



73

G. A.; SARADA, R. Characterization of fatty acids and hydrocarbons of chlorophycean
microalgae towards their use as biofuel source. Biomass and Bioenergy, [s. l.], v. 77, p. 75—
91, 2015.

VIEIRA, B. B.; SOARES, J.; AMORIM, M. L.; BITTENCOURT, P. V. Q.; DE CASSIA
SUPERBI, R.; DE OLIVEIRA, E. B.; DOS REIS COIMBRA, J. S.; MARTINS, M. A.
Optimized extraction of neutral carbohydrates, crude lipids and photosynthetic pigments from
the wet biomass of the microalga Scenedesmus obliquus BR003. Separation and
Purification Technology, [s. I.], v. 269, p. 118711, 2021.

WU, H.; MIAO, X. Biodiesel quality and biochemical changes of microalgae Chlorella
pyrenoidosa and Scenedesmus obliquus in response to nitrate levels. Bioresource
Technology, [s. I.], v. 170, p. 421427, 2014.

WANG, Y.; TIBBETTS, S. M.; BERRUE, F.; MCGINN, P. J.; MACQUARRIE, S. P.;
PUTTASWAMY, A.; PATELAKIS, S.; SCHMIDT, D.; MELANSON, R.; MACKENZIE, S.
E. A rat study to evaluate the protein quality of three green microalgal species and the impact
of mechanical cell wall disruption. Foods, [s. 1], v. 9, n. 11, 2020.

YANG, W.; HUANG, G. Extraction methods and activities of natural glucans. Trends in
Food Science & Technology, [s. I.], v. 112, p. 50-57, 2021.

YAZDI, A. S. Surfactant-based extraction methods. Trends in Analytical Chemistry, [s. 1.],
v. 30, n. 6, p. 918-929, 2011.

ZHANG, J.; LIU, L.; REN, Y.; CHEN, F. Characterization of exopolysaccharides produced
by microalgae with antitumor activity on human colon cancer cells. International Journal of
Biological Macromolecules, [s. .], v. 128, p. 761-767, 2019.

ZHANG, J.; SUN, Z.; SUN, P.; CHEN, T.; CHEN, F. Microalgal carotenoids: beneficial
effects and potential in human health. Food and Functional, [s. I.], 2014.

ZHOU, X.; JIN, W.; TU, R.; GUO, Q.; HAN, S. fang; CHEN, C.; WANG, Q.; LIU, W,;
JENSEN, P. D.; WANG, Q. Optimization of microwave assisted lipid extraction from
microalga Scenedesmus obliquus grown on municipal wastewater. Journal of Cleaner
Production, [s. I.], v. 221, p. 502-508, 2019.



74

5 ARTIGO 2 - Scenedesmus obliquus ISOLADA NO SEMIARIDO BRASILEIRO:
COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES BIOLOGICAS E POTENCIAIS
APLICACOES.

Alysson de Sa Pereira Lima!, Thiago Barbosa Caht?, Danielli Matias de Macédo Dantas?,
Bruno Oliveira de Veras?, Laenne Barbara Silva de Moraes?, Rayanna Sophia de Souza?,
Francisca Crislandia Oliveira Silval, Maria Isabela Ferreira de Aradjo!, Alfredo Olivera

Gélvez?, Ranilson Bezerra de Souzal

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria,
50670-420, Recife, PE, Brasil: alyssonlima-@hotmail.com (A.S.P.L)

2Departamento de Pesca e Aquicultura, Universidade Federal Rural de Pernambuco, 56909-
535, Recife, PE, Brasil

Resumo

Microalgas sdo organismos fotossintetizantes com grande diversidade bioquimica, e
assim, podem ser aplicadas em diferentes campos biotecnoldgicos. Porém, o conhecimento a
respeito das potencialidades de moléculas bioativas ainda é insuficiente, sobretudo, num
contexto de ascensdo no mercado nutracéutico. O presente estudo teve como objetivo realizar
uma investigacdo do potencial biotecnologico da cloréfita Scenedesmus obliquus isolada no
Semiéarido brasileiro quanto a recuperacdo de compostos, atividades biologicas e possiveis
aplicagdes da biomassa e seus derivados. A microalga foi cultivada em meio BBM modificado
(Bold Basal Medium) usando sistema semicontinuo e sob pardmetros de temperatura,
luminosidade e pH controlados. A caracterizacdo quimica preliminar da biomassa se deu por
meio da quantificacdo do teor de proteina, carboidratos e amido (biomassa seca e residual, apos
extracdo). Além disso, um concentrado de exopolissacarideos foi obtido e analisado. O processo
de extracdo de compostos envolveu trés ciclos para cada um dos solventes utilizados, compondo
as fragbes aquosa, etandlica, acetbnica e hexanica, que foram avaliadas quanto ao teor de
compostos fenolicos e atividades antioxidante, antibacteriana, capacidade de inibicéo
enzimatica e atividade hemolitica. O potencial antioxidante variou entre os diferentes extratos,
onde os valores de sequestro de DPPH variaram entre 17,51-63,12%, para o radical ABTS os
extratos revelaram valores entre 6,82-22,89%, e para a reducdo de fosfomolibdéncio foram
observados resultados entre 18,40 -71,44 mg EAA/ g peso seco. Além disso, a capacidade de
inibicdo enzimatica foi verificada para todos os tratamentos, com valores de inibigcdo

significativa (p<0,001) para as proteases quimotripsina (34,78-45,8%) e pepsina (16,64-
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27,27%), além da a-amilase (24,79%) e lipase (31,05%). No teste de atividade antibacteriana,
apenas o extrato etandlico apresentou inibi¢do contra Lysteria sp. (CIM=256 pg/mL). Tal
fracdo apresentou também os maiores niveis significativos (p<0,001) de hemolise (31,88-
52,45%). O potencial prebiotico dos exopolissacarideos (EPS) de S. obliquus foi demonstrado,
estimulando o crescimento das cepas de Lactobacillus rhamnosus e L. plantarum. Assim, 0s
dados gerados neste estudo sugerem a presenca de moléculas com potencial biotecnoldgico e
nutracéutico. Os resultados obtidos com a cepa de S. obliquus isolada do semiarido, uma espécie
local, revelam o potencial destas microalgas ainda pouco estudadas. Mais estudos
complementares podem evidenciar tais propriedades e revelar mais informacgdes quanto a sua

seguranca alimentar e aplicacGes terapéuticas.

Palavras-chave: Cloréfita, nutracéutico, produtos naturais, antioxidante, prebiotico,

exopolissacarideo.
Abstract

Microalgae are photosynthetic organisms with great biochemical diversity, and thus can be
applied in different biotechnological fields. However, knowledge about the potential of
bioactive molecules is still insufficient, especially in the context of rising in the nutraceutical
market. The present study aimed to investigate the biotechnological potential of the chlorophyte
Scenedesmus obliquus isolated in the semi-arid region of Brazil, the recovery of compounds,
biological activities, and possible applications of biomass and its derivatives. The microalgae
were cultivated in a modified BBM medium (Bold Basal Medium) using a semi-continuous
system and under controlled temperature, luminosity, and pH parameters. The preliminary
chemical characterization of the biomass was done through the quantification of the protein,
carbohydrates, and starch content (dry and residual biomass, after extraction). In addition, an
exopolysaccharide concentrate was incorporated and analyzed. The compound extraction
process involved three cycles for each of the solvents used, composing the daily, ethanolic,
acetonic, and hexane fractions, which were evaluated for the content of phenolic compounds
and antioxidant, antibacterial activities, enzymatic inhibition capacity, and hemolytic activity.
The antioxidant potential varied between the different extracts, where the DPPH sequestration
values ranged between 17.51-63.12%, for the ABTS radical the extracts showed values between
6.82-22.89%, and for the reduction of phosphomolybdenum results were observed between
18.40 -71.44 mg EAA/g dry weight. In addition, the enzyme inhibition capacity was verified
for all treatments, with significant inhibition values (p<0.001) for the proteases chymotrypsin
(34.78-45.8%) and pepsin (16.64-27.27%), in addition to a-amylase (24.79%) and lipase
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(31.05%). In the antibacterial activity test, only the ethanol extract showed inhibition against
Lysteria sp. (MIC=256 pg/ml). This fraction also presented the highest significant levels
(p<0.001) of hemolysis (31.88-52.45%). The prebiotic potential of exopolysaccharides (EPS)
of S. obliquus was demonstrated, stimulating the growth of strains of Lactobacillus rhamnosus
and L. plantarum. Thus, the data generated in this study suggest the presence of molecules with
biotechnological and nutraceutical potential. The results obtained with the strain of S. obliquus
isolated from the semiarid region, a local species, reveal the potential of these microalgae,
which are still poorly studied. More complementary studies can evidence such properties and

reveal more information about their food safety and therapeutic applications.

Keywords:  Chlorophyte, nutraceutical, natural products, antioxidant, prebiotic,

exopolysaccharide.

1 INTRODUCAO

As estimativas de crescimento demografico mundial para os préximos anos indicam a
necessidade de um aumento na producéo de alimentos alternativos com alto valor nutricional
(FU et al., 2021). Além disso, a busca por um estilo de vida mais saudavel e o desejo pela
longevidade tem gerado interesse na exploracdo de novas fontes de produtos naturais e
impulsionado pesquisas que auxiliem na compreensdo do potencial biotecnoldgico destes
recursos (por exemplo, microalgas) (BARSANTI et al., 2018; HENCHION et al., 2017; TANG
et al., 2020; VERA et al., 2018).

Microalgas séo organismos unicelulares fotossintetizantes, comumente encontrados em
regibes marinhas e continentais, cujo termo em geral é usado para agrupar representantes
procariotos (cianobactérias) e eucariotos (Chlorophyta, por exemplo) (KRATZER et al., 2021).
A complexidade fisiologica desses organismos atrelada a estratégias adaptativas a diferentes
condi¢cdes ambientais os configuram como importantes produtores de moléculas bioativas
(LEVASSEUR et al., 2020), como proteinas, carboidratos, lipideos e metabdlitos que conferem
grande potencial de aplica¢cdes na alimentacdo humana, suplementos alimenticios, além de
serem fontes de extracdo de compostos com alto valor biotecnoldégico como enzimas
(MORENO-GARCIA et al., 2017).

A demanda por produtos de origem natural, em especial microalgas, tem crescido
juntamente com o conhecimento sobre os beneficios do consumo regular de sua biomassa

(NAGARAJAN et al., 2021). Apesar disso, a limitacdo de informacdes visando uma melhor
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elucidacdo dos mecanismos e propriedades terapéuticas revela a necessidade de investigacoes
mais aprofundadas e que contribuam para obtencdo de produtos seguros e multifuncionais,
sobretudo, para setores biotecnologicos em expansdo como o0 mercado nutracéutico
(SANTHAKUMARAN et al, 2020). Dessa forma, diferentes abordagens conduzidas na
literatura visam ndo s0 a busca por novas cepas ricas em compostos bioativos, como também a
otimizacdo das condicbes de cultivo, permitindo o melhor aproveitamento do potencial
agregado das espécies (ABU-GHOSH et al., 2021; RUGNINI et al., 2020).

Entre as clorofitas mais investigadas nos Gltimos anos, o género Scenedesmus destaca-
se por apresentar caracteristicas vantajosas como a alta taxa de crescimento, somado a
capacidade de acumular grandes quantidades de lipideos e carboidratos (ROCHA et al., 2017;
FENG et al., 2014). Estudos in vivo e in vitro demonstraram o potencial alimenticio de produtos
derivados de Scenedesmus obliquus, como hidrolisados proteicos e carotendides, culminando
em resultados favoraveis quanto a digestibilidade, e efeitos na reducéo efetiva nos niveis de
glicose e triacilglicer6is no sangue, sendo considerados seguros para O C€ONSUMO
(NASCIMENTO et al., 2020; NASCIMENTO et al. 2021; SILVA et al., 2020).
Alternativamente, o potencial de moléculas obtidas a partir de extratos de S. obliquus também
foi observado, onde diferentes extratos e fracdes derivadas da espécie exibiram capacidade
antioxidante, bem como atividade antimicrobiana e anticancer (GUEDES et al., 2013;
(MARREZ et al., 2019)

Espécies como a S. obliquus possuem um grande potencial para geracdo de insumos
nutracéuticos e gracas a sua notavel adaptabilidade, diferentes parametros das culturas podem
ser modulados a fim de promover a producdo de biomassa com altos rendimentos metabolitos
(HAMOUDA et al,. 2018; MANSOURI et al., 2018; PATNAIK et al., 2019). Apesar disso, a
variabilidade nos fatores que determinam as condic¢des de cultivo, como o niveis de nutrientes,
salinidade e intensidade luminosa podem influenciar no acimulo de compostos bioativos em
microalgas (PRIBYL et al., 2016; HLAING et al,. 2020) e consequentemente nas atividades
biolégicas como demonstrado por Guedes et al. (2011), onde parametros de temperatura e pH
exerceram grande influéncia no teor de metabdlitos antioxidantes de S. obliquus. A influéncia
sazonal no conteddo bioguimico também foi documentada para outras cloréfitas como
Dunaliella salina (PISAL & LELE, 2005). Ademais, a variacao sazonal acentuada pode refletir
indiretamente na ocorréncia de comunidades fitoplanctonicas (REGO et al., 2020; (KUMAR et
al., 2021). Nesse sentido, Oliveiraetal., (2019), avaliando a ocorréncia de grupos de microalgas

de alto valor biotecnoldgico no Semiarido pernambucano, identificaram Desmodesmus sp.,
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Chlorella sp. e Scenedesmus sp., referidos pela capacidade significativa de adaptacdo e
producdo de metabolitos bioativos em diferentes condi¢cdes ambientais.

No presente estudo foi realizado a investigacdo do potencial biotecnologico de S.
obliquus isolada no Semiarido pernambucano, em relacdo ao perfil quimico da biomassa
(composicéo centesimal), presenca de exopolissacarideos e atividades bioldgicas (antioxidante,
antibacteriana, capacidade de inibicdo enzimética, potencial prebidtico). Para isso, o estudo
fundamenta-se na hipotese de que as condi¢cGes ambientais caracteristicas da regido Semiarida
as quais a espécie S. obliquus foi isolada viabilizam e/ou favorecem a producédo e acumulacgéo

de compostos na biomassa celular e extracelular.

2 MATERIAIS E METODOS

A microalga foi previamente isolada e depositada no cepério do Laboratério de
Biotecnologia de Microalgas na Unidade Académica de Serra Talhada — Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Os solventes usados na producdo dos extratos foram de grau analitico da

marca Merck®. Os demais reagentes utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich®.
2.1 CARACTERIZACAO E OBTENQAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A microalga Scenedesmus obliquus utilizada neste trabalho foi coletada na zona
litorAnea do reservatério Acude Cachoeira Il, localizado na cidade de Serra Talhada,
Pernambuco, Brasil (7°57'19"S 38°20'6"0), cuja ocorréncia foi previamente identificada por
Oliveira et al. (2019). O cultivo das cepas de S. obliquus ocorreu no Laboratério de
Biotecnologia de Microalgas da Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade
Académica de Serra Talhada. Para tanto, utilizou-se o meio de cultura BBM modificado (Bold
Basal Medium, OLIVEIRA et al., 2020)) (Anexo 1), com luminosidade de 3.000 lux,
temperatura de 21°C e pH variando entre 7 e 11,9 ao longo do periodo de crescimento da
microalga. O sistema de cultivo empregado foi semi-continuo, com aumento progressivo do
volume das culturas em recipientes com volume maximo de 15 litros (em quadruplicatas). A
curva de crescimento foi previamente mensurada a partir da contagem diaria das células com
camara de Neubauer e microscépio éptico com ampliagdo de 40x ao longo de 14 dias, utilizando
um cultivo piloto nas mesmas condigdes descritas, visando um melhor entendimento do
crescimento microalgal. A etapa de preparo da biomassa se deu a partir do método de floculagéo
com policloreto de aluminio (140 mg/L), adicionado nos recipientes no final da fase
exponencial das culturas (12° dia), seguida de centrifugacdo a 10.000 g e liofilizagdo das

amostras.
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2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS
2.2.1 Isolamento dos exopolissacarideos (EPS)

O isolamento dos exopolissacarideos foi realizado de acordo com Drira et al. (2021).
Em resumo, 200 mL de meio de cultivo foi centrifugado a 10.000 g para remocéo de células e
particulas. O liquido sobrenadante foi adicionado de dois volumes de etanol absoluto, mantendo
a mistura a -20°C por 24 h e em sequéncia, a solucdo foi centrifugada e seca em estufa a 50 °C
pelo mesmo periodo, sendo que o conteudo final de EPS foi determinado gravimetricamente.
Somado a este procedimento, foi realizada uma analise de Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FI-IR), onde as amostras foram submetidas a uma varredura no
intervalo de (4.000-400 cm-1).

2.2.2 Obtencao dos extratos

Para obtencéo dos extratos, 1g da biomassa liofilizada foi macerada em cadinho e pistilo
e suspensa consecutivamente em 10 mL de cada solvente (agua, etanol, acetona e hexano) a
uma proporcao de 1:10. O banho ultrassdnico foi utilizado por 30 minutos como método de pré-
tratamento para facilitar a ruptura da parede celular e obtencdo dos compostos intracelulares
(GERDE et al. 2012). O processo envolveu trés ciclos para cada uma das solugdes dos extratos,
com periodos intercalados pela centrifugacdo e coleta do sobrenadante. As solucdes etandlicas,
acetonicas e hexanicas passaram por secagem em estufa a 50°C enquanto as aquosas foram

submetidas a liofilizacdo.

2.3 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA PRELIMINAR DA BIOMASSA SECA E
EXTRATOS

2.3.1 Composicao centesimal

A composicdo centesimal da biomassa seca de S. obliquus foi realizada visando a
determinacédo dos teores de proteina bruta, pelo método analitico Dumas, umidade e volateis,
pela perda por secagem, além da fibra bruta, extrato etéreo e cinzas, por gravimetria
(Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal, 2017; AOCS, 2017), sendo a porcentagem de

carboidratos mensurada pela equacao 1:
CT=100%-(proteinas+lipideos+matéria mineral+umidade) Equacéo (1)
Em que: CT= carboidratos totais

2.3.2 Quantificagdo de amido da biomassa seca e residual
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O amido foi estimado pelo método descrito por Pandey et al. (2020). Em sintese, 50 mg
da biomassa seca e da biomassa residual, proveniente de todas as extragbes com solventes,
foram suspensas em 20 ml de etanol 80% (v/v), em triplicata, mantidas em temperatura
ambiente por 12 h em tubos de centrifuga de 50 mL. Apo0s o periodo, as amostras foram
centrifugadas a 2.000 g por 15 min e o sobrenadante coletado e armazenado. Com o pellet, 5
mL de agua destilada e 6,5 mL de &cido percldrico 52% (v/v) foram adicionados, permanecendo
em um agitador de tubos por 10 min. Apds o processo, os conteudos foram centrifugados por
20 min a 2.000 g, repetindo essas etapas por trés ciclos. Os sobrenadantes coletados a cada ciclo
foram armazenados em recipientes &mbar, com o volume completado para 50 mL com agua
destilada. Posteriormente, os tratamentos provenientes das duas biomassas passaram por filtros
de papel (Whatman 40) e por fim o liquido resultante foi submetido ao método fenol-sulfarico
(DUBOIS, 1950), sendo a quantidade de amido estimada multiplicando os valores pelo fator

0,9. A quantidade de amido foi expressa em porcentagem de peso seco da biomassa.
2.3.3 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais dos extratos seguiu a metodologia de Prazeres
etal. (2019) com adaptaces, cuja técnica tem como referéncia o método Folin-Ciocalteau. Para
tal, os extratos foram inicialmente preparados a uma concentracdo de 10 mg/mL, em DMSO,
transferindo-se 20 uL para uma placa de 96 pocos, seguida da adicdo 100l do reagente Folin-
Ciocalteau (1:10). Apos o intervalo de trés minutos, adicionou-se 80 pL de carbonato de sodio
(75 g/L) e apos 2 horas de reacdo a absorbancia foi medida a 750 nm. Os resultados foram
expressos em mg equivalentes a acido galico por g de peso seco da amostra (mg EAG/g peso
seco), a partir de uma curva padrdo de acido galico em diferentes concentragdes (31,25 - 1000

pg / mL). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.
2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS
2.4.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada a partir da mensuragdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) dos extratos, conforme a metodologia proposta pelo Clinical &
Laboratory Standards Institute: CLSI M100 (CLSI, 2017). Foram testadas bactérias
potencialmente patogénicas de alimentos, sendo Escherichia coli UFPEDA224,
Staphylococcus aureus UFPEDAO02, Klebsiella pneumoniae UFPEDA396, Enterococcus
faecalis UFPEDAOQ9, Pseudomonas aeruginosa UFPEDAA416 e Listeria sp. obtidas no
Departamento de Antibioticos da UFPE. As cepas foram cultivadas em placas de Petri com
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Agar Mueller-Hinton por 24h em estufa incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(BOD) a 35 °C. As suspensOes bacterianas foram realizadas em caldo Mueller-Hinton com
padronizacéo de 0,5 na escala McFarland (1,5 x 108 UFC/ml).

Para realizagéo do ensaio antibacteriano, os extratos foram suspensos em caldo Mueller-
Hinton e tendo suas concentragdes correspondentes a 2.048 pug/mL. Em seguida, foi realizada
uma diluicéo seriada (1:2) em placas contendo 100 pL do meio de cultura para a obtengéo de
concentracdes que variaram de 1.024-32 pg/mL, adicionando ao fim, 10uL do ind6culo
bacteriano. Como controle positivo foi utilizado o antibiotico azitromicina em concentracfes
entre 258-16 pg/mL. Apos a incubacdo a 25 °C por 24h, foi adicionado 10 pL de resazurina
0,1%, cuja mudanca de coloracdo de violeta para rdseo evidencia crescimento bacteriano. A
CIM foi definida como a menor concentracdo em que ndo houve mudanca de coloracdo. Todos

os nsaios foram realizados em triplicata.

2.4.2 Atividade antioxidante

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de S. obliquus foi determinada
adotando-se 0os métodos: (1) Capacidade antioxidante total (CAT); (2) Sequestro de radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil); e (3) ABTS. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
2.4.3 Capacidade antioxidante total (CAT)

A atividade antioxidante total dos extratos foi determinada pelo método descrito por
Prieto et al. (1999), baseado na reducdo de molibdénio (1) a molibdénio (V) em pH &cido. Em
resumo, 60 puL das amostras dos extratos a 10.000 pug/mL foram transferidas para tubos de
centrifuga, adicionados a 600 L da solucdo de fosfomolibdénio (molibdato de ambénia a 4 mM,
fosfato de sddio a 28 mM e acido sulfirico 0,6 M), entdo aquecidos em banho seco a 95°C por
90 minutos. Ao fim do periodo, 200ul das solu¢Bes em triplicata foram transferidas para placas
de 96 pogos para a leitura da absorbancia a 695 nm usando DMSO como branco. Os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes a acido ascorbico por grama de peso seco. Uma

curva padréo foi obtida a partir das concentragdes 31,25-1.000ug/mL de acido ascorbico.
2.4.4 Sequestro de radical DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de sequestro de
radicais livres baseado na doacdo de ions de hidrogénio pelos extratos, utilizando o radical
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) de acordo com o método de Veras et al. (2020) e
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Kose et al. (2010). O procedimento envolveu a adi¢do de 40 pL de cada extrato previamente
preparados em concentracfes entre 10.000-312,5 pg/mL em DMSO em placa de 96 pocos
juntamente com 250 pL da solucdo de DPPH 0,2 mM dissolvido em etanol. Ap6s 25 minutos,
foi realizada a leitura em espectrofotdmetro de microplacas (xMark Microplate Absorbance
Spectrophotometer, BioRad California, EUA) a 517 nm e a porcentagem de inibic¢ao do radical

foi determinada pela equacéo 2:
1(%)=([(Ac-As))/Ac x100 Equacéo (2)
Em que: Ac= absorbéncia do controle; As= absorbancia da amostra.

Além da porcentagem de inibicdo, os resultados foram expressos em equivaléncia ao padrado
acido ascorbico (mg EAA/g peso seco) nas concentragdes de 31,25-1.000ug/mL.

2.4.5 Eliminacao do radical ABTS

A atividade antioxidante usando o radical ABTS consiste em reduzir o radical cationico
equivalente (ABTS+) na presenca de agentes redutores nas amostras testadas (Sen et al. 2021).
A técnica baseou-se no método descrito por Rasera et al. (2021), onde uma solucdo padrédo
obtida com ABTS a 7 mM e persulfato de potéssio a 140mM foi mantida em temperatura
ambiente por 16h, e apds o periodo, 1 mL da solucéo inicial (padrdo) foi dissolvida em etanol
e calibrada a uma absorbancia de 0,7 a 734 nm (solucéo de uso). No ensaio, 2 pL de cada extrato
diluido em DMSO nas concentra¢es de 10.000-312,5 pg/mL foram transferidos para uma
placa de 96 pocos e adicionou-se 200 pL da solugdo-uso de ABTS. As leituras das absorbancias
foram realizadas apds 6 minutos de rea¢do, em um comprimento de 734 nm, com os resultados
expressos em termos de porcentagem de inibicdo do radical, seguindo a Equacédo 1 descrita na
secdo anterior. Além da porcentagem, os resultados foram expressos como pumol equivalente a
Trolox por grama de amostra, por meio de uma curva padrdo obtida através nas concentraces
de 125-4000 puM de Trolox.

2.5 CAPACIDADE DE INIBICAO ENZIMATICA
2.5.1 Inibicéo de proteases

A atividade de inibicdo enzimatica das proteases tripsina e quimotripsina foi
determinada pelo método descrito por Bezerra et al. (2005). Os extratos foram diluidos a 1
mg/mL em DMSO 1% (v/v) para permitir a melhor homogeneiza¢cdo das amostras, e as
proteases preparadas a 1 mg/mL em tampao Tris-HCL 0,1M, pH 8,0. Os substratos utilizados

para a atividade de tripsina e quimotripsina foram respectivamente Na. -bezoil-DL-arginina-p-
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nitroanilida (BApNA) e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (SApNA), ambos a 8mM.
Utilizando uma placa de 96 pocos, 140uL de Tris-HCI 0,1M, pH 8,0 foram adicionados em
triplicata, seqguida da adi¢éo de 30 pL do substrato, 15 pL dos extratos e 15 pL da enzima. Apds
15 minutos de reacdo, foi realizada a leitura das placas em espectrofotdmetro a 405nm. O
branco foi preparado nas mesmas condi¢cOes exceto pela auséncia de enzima (branco de
substrato) ou auséncia de substrato (branco de amostra). A porcentagem de inibicdo foi
determinada considerando o controle negativo (Tris-HCI 0,1M, pH 8) como 100% de atividade,
sendo representada pela porcentagem atividade residual de cada enzima.

Para 0 ensaio de inibicdo de pepsina, uma solucdo de hemoglobina suina 2% (m/v) foi
preparada em tampao glicina-HCI 0,1M pH 2,0 adicionando-se em tubos de centrifuga 200 pL
da solucédo de hemoglobina, 60 pL dos extratos e 60 pL da enzima previamente preparada a 1
mg/mL no mesmo tampdo. Apds 15 minutos, 320 pL de TCA 10% foram adicionados aos
tubos, seguido de centrifugagdo a 1000 rpm por 10 min. As absorbancias foram determinadas
a 260 nm usando como controle negativo DMSO 1% para todos os testes. Os resultados foram
expressos em termos de porcentagem de atividade residual das enzimas, considerando o
controle negativo como 100% de atividade enzimatica. (PAVLISKO et al., 1997).

2.5.2 Inibi¢ao de a-amilase

Para determinar a atividade inibitoria da amilase, 125 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M pH
8,0 foi adicionado em triplicata em tubos de centrifuga juntamente com um volume de 125 uL
de uma solucéo de amido 2%, 10 pL dos extratos (1 mg/mL em DMSO 1%, v/v) e 10 pL da
enzima (1 mg/mL) (BERNEFELD, 1995). Ap6s 10 minutos a 37°C, seguidos de mais 20
minutos em temperatura ambiente, 20 pL de cada tratamento foram submetidos ao banho seco
com 200 pL de solugdo com &cido dinitrosalicilico (DNSA), aquecidos a 100°C por 10 min.
Depois de resfriados, foi realizada leitura em espectrofotometro a 540 nm, com os resultados
sendo dispostos a partir da porcentagem de atividade residual, considerando DMSO 1% (v/v)

como controle negativo.
2.5.3 Inibicé&o de lipase

Com base no método descrito por Nery et al. (2018), o sistema para atividade de lipase
utilizou uma solugéo composta de goma arabica 0,1%, Triton 100-X 0,4% e Tris-HCI 0,05 M
e pH 8,0, e o substrato p-nitrofenol palmitato a 4 mM dissolvido em isopropanol. Para o ensaio,
em tubos de centrifuga, 243 pL da solucdo contendo goma arébica foi adicionada juntamente

com 27 pL do substrato, 15 pl dos extratos (Img/mL) e 15 pL da lipase (4 mg/mL). Apds 10
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min de reacdo, os tratamentos foram centrifugados a 10.000 g por 10 minutos e em seguida,
200 pL foram transferidos para placas de 96 pocos para a leitura em espectrofotdmetro a 410
nm. Os resultados foram representados como porcentagem de atividade residual considerado o
controle negativo (DMSO 1% v/v) como 100% de atividade.

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E EPS

A avaliacdo da atividade hemolitica seguiu o protocolo descrito por Paula et al. (2012).
Primeiramente, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca em camundongos (linhagem Swiss,
60 dias de vida e 90g, n=3), previamente anestesiados, utilizando uma seringa contendo 0,14
mL do agente anticoagulante citrato fosfato dextrose, completando o volume de sangue até 1
mL. Posteriormente, o material foi centrifugado a 1000 rpm para descarte do sobrenadante e
lavagem do hematdcrito com tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,4, por trés vezes. Apos essa
etapa, o contetdo foi transferido para tubos Falcon e diluidos até a concentracdo de 5% (v/v)
utilizando PBS. O procedimento de coleta de sangue foi realizado de acordo com o protocolo
da Comissdo de Etica em Utilizacdo de Animais de Laboratorio (CEUA-UFPE), processo n°
0055/2021 (Anexo B).

Para 0 ensaio, 0s extratos de &gua, etanol, acetona e hexano, além de uma fracdo de
exopolissacarideos da microalga, foram padronizados a 10 mg/mL utilizando DMSO 1% em
PBS. As diluicBes dos tratamentos estdo descritas na Tabela 1. Ap6s uma hora de experimento,
o0s tubos foram centrifugados a 1000 rpm por 5 min e a absorbancia lida a 540 nm. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média + desvio padréo,

adotando como o controle positivo como 100% de hemolise.

Tabela 1: Desenho experimental do ensaio hemolitico para os tratamentos de

exopolissacarideos e fracfes etandlica, aquosa, acetdnica e hexanica de Scenedesmus obliquus.

Hematécrito a

Tratamentos (uL) 5% (L) DMSO 1%
50 100 350
(1 mg/mL)
25 100 375
(0,5 mg/mL)
10 100 390
(0,2 mg/mL)
5 100 395
(0,2 mg/mL)
0 100 400
(Controle negativo)
0 100 400

(H2Olcontrole positivo)




85

2.7 AVALIAC}AO DO POTENCIAL PREBIOTICO DOS EPS DE S. obliquus

A atividade prebiotica in vitro da fracdo de EPS de S. obliquus foi realizada de acordo
com a metodologia de Santos et al., (2021) com modificacGes. Primeiramente, a cepas de
Lactobacillus rhamnosus e L. plantarum foram cultivadas em caldo MRS (de Man, Rogosa e
Sharpe) por 24 h a 37°C. Apos o periodo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20
minutos e o pellet foi ressuspenso em solucédo salina 0,9% e padronizado a uma concentracéo
celular de 107 UFC/mL. A amostra de EPS e de inulina (controle positivo) foram filtradas com
filtro de seringa com membrana de 0,22 um, sendo posteriormente adicionadas a 1 mL de caldo
MRS em tubos de centrifuga estéreis, com a concentracdo final de 0,25% (m/v) para a
realizacdo do teste. No ensaio, a solucéo bacteriana foi adicionada as amostras de forma a diluir
sua concentracéo inicial para 10® UFC/mL, e por fim os tratamentos foram mantidos a 37°C por
24 e 48h. Em cada periodo, 100uL das amostras foram retirados para realizar uma dilui¢ao de
101 a 10® em solucdo salina 0,9% (m/v) estéril, para em seguida, realizar o semeio das seis
ultimas diluicdes em placas de Petri contendo meio agar MRS, permitindo assim a melhor
contagem das colbnias. Paralelamente, as absorbancias dos tratamentos foram lidas a 600 nm
no tempo Oh, 24h e 48h a fim observar a dindmica de crescimento das cepas, e sendo assim, 0s
resultados foram representados como UFC/mL e em fungéo da absorbancia das amostras.

2.8 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com tratamentos realizados
em triplicata. Os dados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguidas
do teste de Tukey (p<0,05) e expressos em médiax desvio padrdo. As analises estatisticas foram

efetuadas por meio do software GhaphPad Prism®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CURVA DE CRESCIMENTO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS

A curva de crescimento da S. obliquus mostra o comportamento do cultivo ao longo de
14 dias, em que a densidade celular (concentragdo inicial=10 x 10* células/mL) atingiu seu
valor maximo no 12° dia de cultivo, equivalendo ao final da fase exponencial de crescimento
na qual foi realizada as coletas posteriores, com densidade maxima de 1.516,25 x 10*
células/mL (Figura 1). Apo6s as etapas de preparo da biomassa o rendimento final total obtido
foi de 25,56 g (0,426 g/L), sendo valores proximos em relagdo aos padrdes detectados para a

espécie sob condi¢bes de cultivo com altas concentragcdes de nitrogénio (AMORIM et al.,
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2021). Alguns fatores podem estar associados a essa diferencga de produtividade, em especial,
a intensidade luminosa, taxa de assimilacdo de CO: e o tipo de cultivo de adotado (GIM et al.,
2014), sendo estes, fatores que devem ser levados em consideracao para o estabelecimento de
cultivos em ampla escala. Ja os rendimentos das extracGes sequenciais com agua, etanol,
acetona e hexano variaram de 13,6 mg/g de biomassa seca (hexano) a 219,1 mg/g de biomassa
seca (agua), com valores intermediarios observados para os extratos etanolico e aceténico com

diferenca de 76,8% e 90,87%, respectivamente, em relacdo ao tratamento de maior rendimento.

Figura 1: Curva de crescimento da microalga S. obliquus ao longo de 14 dias de cultivo em meio BBM

modificado (Bold Basal Medium). Os dados foram expressos em média + desvio padréo.
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Um método de extracdo sequencial baseado na polaridade dos solventes foi proposto
buscando explorar a biomassa de forma integral e gerar quatro extratos com fracdes diferentes
de compostos bioativos. Métodos sequenciais da biomassa de S. obliquus mostraram grande
eficacia na extragdo de carotendides como luteina e f3-caroteno, refletindo em um processo
economicamente viavel e sustentavel pela diminuicdo de solventes toxicos utilizados nos
métodos convencionais. (DI CAPRIO et al., 2020). Como esperado, o rendimento dos extratos
apresentou uma diminuicdo gradativa ao longo dos ciclos de extragdes, porém segundo Ansari
et al. (2017), a sequéncia da extracdo pode ser modulada para a obtencdo de metabolitos
especificos com altos rendimentos, visto que tal processo pode diminuir consideravelmente o
custo de producdo. Alem disso, métodos de extracdo que utilizam biomassa em quantidades
reduzidas surgem como uma solucdo para o problema enfrentado pelas pesquisas em escala de
laboratério, ja que os cultivos necessitam de uma fase experimental de tamanho reduzido para

a otimizagéo de parametros, e com isso, a biomassa geralmente se torna limitada para todos 0s
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experimentos propostos, onde essas abordagens se mostram adequadas para garantir a obtencao
de rendimentos suficientes para as todas as investigacdes (VENDRUSCOLO et al., 2021).

3.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA SECA E EXTRATOS

Os resultados da caracterizacdo quimica preliminar da biomassa estdo expressos na
Tabela 2. O teor de proteinas foi superior (40,56%) entre os compostos analisados, mostrando-
se como o principal componente celular seguido de carboidratos com teor médio de 25,03% e
lipideos (0,93%). Além disso, o teor de amido quantificado para a biomassa seca (22,04% *
0,435) e residual (24,23% =+ 0,23), correspondeu a mais que a metade dos valores observados

de carboidratos totais.

Os valores significativos de proteina eram esperados considerando que o meio BBM
modificado apresenta trés vezes mais compostos nitrogenados em compara¢do ao meio
convencional (ver anexo 1). Estas observacGes indicam uma produtividade significativa em
relacdo a outras abordagens envolvendo meios de cultivo distintos para a espécie S. obliquus
(HAMOUDA et al., 2018; FAN et al., 2020; CARNEIRO et al., 2019). No estudo de Oliveira
et al., (2020), por exemplo, a S. obliquus cultivada em meio BBM convencional apresentou um
rendimento proteico inferior (teor maximo 21,04% % 0,44), sugerindo uma relacdo direta entre
a condicdo nutricional adequada no cultivo e a eficiéncia na producdo de uma biomassa
microalgal mais proteica. Isso, por sua vez, configura um fator particularmente importante em
estudos nos quais investigam o potencial nutracéutico de microalgas (AFIFY et al., 2018;

SILVA et al.,2020), especialmente para a produc¢édo de suplementos alimenticios.

Em geral, a maior producéo de carboidratos e lipideos ocorre na fase estacionéria,
guando os niveis de nitrogénio estdo mais baixos pelo consumo da cultura microalgal e inicia-
se a sintese de compostos utilizados como reserva energética (HUSSAIN et al., 2020), embora
outros fatores como fotoperiodo, a intensidade luminosa e taxa de fixagdo de CO, também
tém papel essencial no acimulo destes metabdlitos da S. obliquus (HO et al., 2013a; KUMAR
etal., 2019). Assim, a coleta da biomassa na fase exponencial, onde ocorre a sintese proteica e
consequente aumento da produtividade da cultura, pode explicar os baixos niveis relativos de
carboidratos e lipideos observados (RANADHEER et al., 2019). Os valores de amido (22-
24%) quantificados foram préximos teor de carboidratos (25,03%) da biomassa e corroboram
com o estudo de Jaeger et al. (2014) onde a cepa e S. obliquus de tipo selvagem apresentou

um teor inicial de 17% de amido, elevando para 25% do peso seco. Além disso, o estudo de
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Pandey et al. (2020) demonstra o potencial do género na producéo de amido e a potencial
aplicacdo da biomassa na producéo de bioetanol por métodos fermentativos.

Tabela 2: Teores de compostos e excedentes resultantes da andlise de composigdo centesimal da
biomassa de Scenedesmus obliquus.

Compostos Teor na biomassa (%)
Proteina bruta 40,56
Carboidratos 25,03
Extrato Etéreo 0,93

Fibra bruta 0,18

Matéria mineral 25,94
Umidade 7,36

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos totais dos extratos, apenas os tratamentos de
etanol e acetona apresentaram niveis detectaveis de polifendis sendo estes 14,05 e 21,15
mg/EAG g peso seco, respectivamente. Os resultados observados foram proximos dos obtidos
por Santhakumaran et al. (2020), além de que valores minimos foram detectados a partir do
extrato aquoso (1,25 £ 0,21 mg/EAG g peso seco). Como demonstrado no estudo de Do et al.
(2014) extratos etandlicos e acetbnicos apresentam niveis consideraveis de compostos fendlicos
totais de fontes vegetais, e isso se deve provavelmente pela formagdo de complexos com maior
solubilidade de solventes desta natureza. Estes compostos sdo cada vez mais explorados em
microalgas principalmente pela correlacdo com a capacidade antioxidante das espécies
(GOIRIS et al., 2012; PATIL et al., 2019).

3.3. RENDIMENTO E ANALISE DE FT-IR DOS EXOPOLISSACARIDEOS

O rendimento da fracdo EPS obtida foi de 10,8 mg (aproximadamente 41,54 mg/L de
meio, 0,004%), indo de encontro as observacoes efetuadas por Sivaramakrishnan et al. (2020)
para Scenedesmus sp. sob condicdes de estresse. Alguns parametros afetam de forma
significativa o teor de exopolissacarideos, como a linhagem da microalga, condi¢es de
operagdo como o pH da cultura, temperatura e a disponibilidade de nutrientes (XIAOQ et al.,
2016). Tal fato foi demonstrado por Angelaalincy et al. (2017), em que a diminui¢do do pH,
juntamente com aumento da salinidade do meio pode aumentar consideravelmente a producéo

de EPS chegando ao maximo rendimento de 0,086 mg/mL (86 mg/L).
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Na andlise de FT-IR foram observados picos variaveis referentes a regides especificas
(Figura 2) em que o pico de 1,024 cm™ sugere a ocorréncia de vibragio de alongamento C-O
(EL-NAGGAR et al., 2020), além de uma flutuacdo menos intensa observada em 1,402 cm-1
correspondente a grupos carboxilicos COO- e geralmente relacionados a acidos urénicos e
aminoacidos, o que sugere a natureza acida dos EPS (BADIREDDY et al., 2010). Ja o pico de
1,537cm™ associa-se com a ocorréncia de um grupamento amino (ISMAIL et al., 2010), 1,633
cm e equivale a vibragdo de C=0, sugerindo uma inter-relagdo com as estruturas secundarias
de proteinas (BADIREDDY et al., 2010) e ainda a banda relativa a 2,922 cm™ correspondente
a vibracdo do alongamento assimétrico de -CH. (WANG et al., 2012), normalmente associado
a hexoses como galactose e glicose ou desoxihexoses tais como fucose e ramnose (ISMAIL et
al., 2010). Por fim, a banda longa cujo pico inclui o intervalo entre 3,200-3,400 cm™ (3,265 cm-
1) refere-se a vibracdo do radical -OH ou grupamento -NH de aminas (XU et al., 2008).

Em cloroficeas como a Dunaliella salina, andlises recentes dos EPS por FTIR
demonstram a presenca de grupos funcionais como C=0, -OH e C-H, sugerindo forte ligagédo
com estruturas de polissacarideos (GOYAL et al., 2019), (GOYAL et al., 2019), cujos grupos
funcionais descritos no presente estudo ja foram relatados em estudos para Scenedesmus sp.,
como o0 -NH, -OH, -CHz e C-O (PATWAL et al., 2021; (DEVI et al., 2021). Dessa forma, os
dados sugerem que a fracdo de substancias poliméricas € formada majoritariamente por
carboidratos e o conhecimento a respeito do perfil bioquimico de polissacarideos matriciais de
S. obliguus pode permitir uma melhor expanséo destes sob a perspectiva de aplicabilidade, dado
que a potencialidade de EPS vém sendo demonstrada como agentes antitumorais, antioxidantes
e imunomoduladoras (PATWAL et al., 2021; ZHANG et al., 2019). Apesar disso, investigacoes
complementares sdo necessarias para o0 melhor entendimento da estrutura e funcionalidades
desse biopolimero.

Figura 2: Gréafico de espectroscopia de infravermelho (FT-IR) dos exopolissacarideos de S. obliquus
demonstrando os picos (1) 1.024; (2) 1.402; (3) 1.537; (4) 1.633; (5) 2.922 e (6) 3.265, que sugerem a
presenca de carboidratos.
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3.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS

Os resultados referentes a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de &gua,
etanol, acetona e hexano estdo representadas na Tabela 2. Os tratamentos utilizando extrato
etanolico apresentaram atividade inibitéria (256 pg/mL) para Listeria sp. enquanto os demais
tratamentos apresentaram uma CIM superior a 1.024 pg/mL (maior concentragdo). Inumeras
doengas estdo intimamente ligadas a presenga de patégenos em alimentos, ¢ dessa forma,
crescentes estudos estdo sendo direcionados visando a neutralizacdo destes agentes, sobretudo
a partir de fontes antimicrobianas naturais, considerando a importancia dessa inibi¢cao do ponto

de vista dos produtos, podendo aumentar o tempo de prateleira, e dos beneficios relacionados

a saude do consumidor (PISOSCHI et al., 2018).

Tabela 3: Concentragdo inibitéria minima dos quatro extratos de S. obliquus frente a Listeria sp., E.

coli, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e Pseudomonas sp.

Tratamentos/ Listeria E. coli S. Klebsiella  Enterococcus  Pseudomonas
(uz/lll:l/[L) sp. aureus  pneumoniae faecalis sp.
Agua >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024
Etanol 256 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024
Acetona >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024
Hexano >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024
Azitromicina
(controle) 2 4 16 16 8 16

As atividades antibacteriana de extratos de microalgas geralmente estdo associadas a
guantidade e composicao de acidos graxos livres presentes na biomassa, exercendo tal atividade
por diferentes mecanismos como a interrupcao da cadeia transportadora de elétrons, lise celular,
inibicdo de enzimas e diminuicdo da absorcdo de nutrientes (DESBOIS E SMITH, 2009).
Pesquisas anteriores relataram que os acidos graxos de cadeia longa de S. obliquus podem estar
diretamente relacionados a inibi¢&o de bactérias como Escherichia coli, S. aureus, Salmonella
spp. e ainda Pseudomonas aeruginosa (CATARINA GUEDES et al., 2011).

Considerando o baixo teor de lipideos na biomassa do presente estudo (0,93%), é
possivel que a quantidade de &cidos graxos de cadeia curta e longa ndo tenha sido suficiente
para promover a inibi¢do das bactérias avaliadas. Tal constatagdo também foi observada por

Alsenani et al. (2020) que apesar identificar acidos graxos de Scenedesmus sp., tal como o acido
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linolénico, os teores ndo foram elevados o suficiente para alcancar altos valores de CIM,
inibindo bactérias gram-positivas e negativas apenas na maior concentracdo testada (1 mg/ml).
Diante dos dados observados, apesar da baixa capacidade de inibicdo, fatores relacionados aos
cultivos podem ser adotados visando estimular a sintese de metabolitos antibacterianos, sendo
necessarias mais investigacbes a respeito dos compostos envolvidos e suas potenciais
aplicacBes no mercado dietético.

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foram investigadas as atividades antioxidantes dos quatro extratos de S. obliquus a
partir dos métodos de eliminacéo do radical DPPH, ABTS e a Capacidade Antioxidante Total
(CAT). Como resultados, os dados relativos a capacidade antioxidante dos radicais DPPH e
ABTS foram expressos em porcentagem de inibi¢do (Figura 3) e em termos equivalente de mg
eq. AA/mg peso seco e pmols eq. Trolox/ g de peso seco para ambos os métodos,
respectivamente (Tabela 4).

Figura 3: Atividades antioxidante pelo método de sequestro de radical (a) DPPH e (b) ABTS dos extratos
de &agua, etanol, acetona e hexano de S. obliquus nas concentracdes de 10.000-312,5 pg/mL. As médias
foram consideradas significativas a niveis de significancia de *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relacdo

a maior concentracdo (10.000 pg/mL).

(a) (b)

B8 Agua Etanol Acetona Hexano & Agua Etanol Acetona Hexano
701 40-
60+ I i
n 304
50- E *kk
<
o 1039
- S 20+
%01 5
x I _i *I***
20' . n . ****** **i - . - = 10_ S *i*I
bof w2t " l i g o
10 i* *i*I I ol I I I
0y r | | J | O-
3125 625 1250 2500 5000 10000 312 5 5 1250 2500 5000 10000
Concentrag&o [pg/mL] Concentragao [pg/mL]

Como observado, todos os tratamentos apresentaram atividades antioxidantes, mesmo
gue em niveis diferentes. Para o sequestro do radical DPPH, o extrato de acetona apresentou 0s
maiores indices de eliminacdo sendo 63,12% + 1,42 (21,94 £ 0,21 mg eq. AA/mg peso seco),
jano método ABTS, o extrato etandlico alcancou a inibicdo méaxima de 33,38% + 0,47 (TEAC
de 139,03 * 3,21) nas concentragdes de 10.000 pg/mL. Os dados demonstram um padrédo de
dose-dependéncia com a esperada diminuigdo das capacidades antioxidantes nas concentraces

mais baixas. Neste caso, altas concentracdes podem ser indicadas para futuras aplicacdes de
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modo a elevar o teor de compostos antioxidantes nas condigdes testadas, refletindo na maior

valorizagéo dos produtos derivados de S. obliquus.

Tabela 4: Atividade antioxidante dos extratos de S. obliquus expressas em termos equivalentes a Trolox
(ABTS) e ao acido ascorbico (Capacidade antioxidante total). Os dados foram expressos em média +

desvio padrdo e as diferencas consideradas significativas a p<0,05.

DPPH ABTS Capacidade
Extratos  (mg 4cido ascorbico/ g (umols de Trolox/ g (n?n;lcoi)c(llodz;:tgrgi)z:
de peso seco) de peso seco) & de peso seco) &
Agua 12,61 +1,51 25,7+3 18,40 £ 0,76
Etanol 15,84 + 0,45 139,03 £ 3,21 20,19+ 0,912
Acetona 21,94 +£ 0,21 60,7 + 3,46 58,77 + 3,60
Hexano 1,09 £0,15 14,3 + 3,46 71,44 £5,77

A porcentagem de inibicdo no método DPPH foi significativamente superior que a
relatada por Ibrahim et al., (2021) no qual o tratamento de S. obliquus alcancou atividade
méaxima de 16,81% utilizando um extrato na concentracdo e 15 mg/mL. Os valores de TEAC
obtidos do teste ABTS também foram superiores em relacdo aos dados obtidos pela S. obliquus
e S. dimorphus em um estudo recente de Santhakumaran et al., (2020). As menores atividades
para os extratos de agua e hexano nos métodos DPPH e ABTS, estdo em concordancia aos
resultados relatados por Bulut et al. (2019), onde também foi demonstrado que solventes como
acetona e etanol/agua apresentaram percentuais mais expressivos. 1sso se deve ao fato de que a
S. obliquus ¢é grande produtora de produgdo de carotendides como B-caroteno e luteina, além
de acidos graxos polinsaturados (PUFASs) que apresentam notavel capacidade antioxidante
(PATIAS etal., 2017; CONDE et al., 2021). Solventes organicos como acetona sdo comumente
usados na extracao de carotendides da espécie, como demonstrado por Amaro et al., (2015) e
segundo os autores, 0 extrato etandlico e capaz de isolar parte dos PUFAs e carotendides com
carater hidrofdbico, o que reflete diretamente na atividade antioxidante dos dois tratamentos.
Outro fator que esta intimamente ligado a atividade antioxidante, sdo os teores de compostos
fenolicos totais como observado para a S. subspicatus (DANTAS et al., 2019). Considerando
que apenas o0 extrato de etanol e acetona apresentaram teores detectaveis de tais metabolitos,
possivelmente hd uma correlacdo com a atividade antioxidante obtida, em adi¢éo aos fatores

abordados anteriormente.
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A Capacidade Antioxidante Total (CAT) (Tabela 4), apresentou a maior atividade no
extrato de hexano 71,44 + 5,77 mg eq. AA/g seguida do tratamento de acetona com 58,77 +
3,60 mg eq.AA/g. Os valores foram significativamente superior aos obtidos por El-tablawy et
al., (2020) que obteve valores maximos de CAT de 36,33 mg eq. AA/g de peso seco para o
extrato metandlico, na mesma concentracgdo testada (10 mg/mL). O hexano é um solvente apolar
bastante eficiente na extracdo de lipideos da biomassa microalgal, especialmente PUFAS
(ROCHA et al., 2019), isso sugere que apesar do baixo teor de lipideos obtido na biomassa, a
alta concentracdo do extrato de hexano possivelmente favoreceu o acimulo de compostos
lipofilicos bioativos o que refletiu no aumento da atividade oxidante.

As diferencas observadas nos dados em comparacao aos descritos na literatura, podem
estar relacionadas aos parametros de cultivo e sua relacdo com a producdo de compostos
antioxidantes, como os carotenoides de S. obliquus (GUEDES et al., 2011). O estresse luminoso
e bem como a deplecdo de compostos nitrogenados sao estratégias efetivas e bastante aplicadas
para a espécie visando o acumulo de carotendides e acidos graxos com inUmeras aplicagdes
terapéuticas (PAGELS et al., 2021; SHEN et al., 2015). Dessa forma, os resultados obtidos se
mostram essenciais para a valorizacao do potencial dietético da microalga e sugerem possiveis

modulac6es nos parametros de cultivo a fim de otimizar a producdo de metabdlitos bioativos.

3.6 ENSAIOS DE INIBIQAO ENZIMATICA

A capacidade de inibicdo das enzimas tripsina, quimotripsina, pepsina, amilase e lipase
pelos diferentes extratos de S. obliquus foram expressos em termos de porcentagem de atividade
residual (Figura 5). Para a tripsina, apenas o extrato etandlico apresentou uma inibicdo
significativa (p>0,05) em relacéo ao controle negativo (91,68% + 1,99), diferente do tratamento
com quimotripsina em que todos 0s extratos apresentaram inibicGes significativas (p>0,001),
em especial o extrato aquoso (54,59% + 1,37) e hexanico (54,2% + 1,81). Para a pepsina, 0s
extratos também apresentando inibicdo (p>0,001) porém em menor nivel em relacdo a
quimotripsina, com o extrato etanélico apresentando os maiores valores (72,73% + 2,70).

Fatores antinutricionais podem ser divididos em dois grupos principais, 0 primeiro
corresponde a espécies de natureza proteica, como inibidores de proteases e lectinas, ja o
segundo, corresponde a compostos ndo proteicos, sendo 0s principais as saponinas, alcaloides
e alguns tipos de compostos fendlicos como os taninos (SANCHEZ-CHINO et al., 2015). Tais
compostos quando ingeridos, podem afetar a assimilagdo de nutrientes e consequentemente
gera efeitos fisioldgicos deletérios ao organismo, possuindo papel importante na caracterizacao

de novas fontes dietéticas seguras (THAKUR et al., 2019). Um estudo recente aponta a presenca
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de inibidores de proteases digestivas em macroalgas como a Ulva ohoi, onde o efeito inibitdrio
foi dependente da dosagem do extrato aquoso, ndo ficando claro o tipo de mecanismo envolvido
na inibi¢o (VIZCAINO et al., 2020).

O conhecimento sobre inibidores de proteases de microalgas ainda € escasso, porém,
estudos in vivo tem demonstrado resultados promissores sobre a seguranga alimentar da
biomassa e compostos do género Scenedesmus (PATNAIK et al., 2019; TOMAS-ALMENAR
et al., 2018), o que sugere que a nivel fisiologico, tais fatores antinutricionais, possivelmente
ndo afetam de forma significativa a digestibilidade e o consumo da microalga.

A inibic¢do de enzimas digestivas como a a-amilase € demonstrada como uma estratégia
para retardar a digestdo de carboidratos com a consequentemente diminui¢do dos niveis de
glicose pos-prandial. Entretanto, diante dos possiveis efeitos colaterais de inibidores sintéticos,
fontes naturais estdo sendo cada vez mais exploradas tendo em vista a diversidade de
metabolitos bioativos com potencial acdo antidiabética (RAHIMZADEH et al., 2014). A
diabetes mellitus tipo 2 € um distdrbio metabdlico caracterizado pelo estado de hiperglicemia
associada ao aumento da resisténcia periférica da insulina, em conjunto uma relativa deficiéncia
do horménio, em decorréncia da disfuncédo das células B (VIEIRA et al., 2019).

No presente estudo, as maiores inibigdes de a-amilase foram observadas no extrato de
agua (75,21% + 4,21), seguida do extrato etandlico com 86,15% =+ 4,73. Inibicdes moderadas
de amilase por fracdes de aminoécidos de S. obliquus foram demonstradas recentemente por
Siahbalaei et al. (2021), onde foi obtido uma EC50 de 298 + 9,0 ug/mL o que corrobora com o
fato de o extrato aquoso apresentar as maiores concentragfes de proteina entre os tratamentos.
Para S. bajacalifornicus, os maiores indices de inibicdo também foram obtidos no extrato
aquoso (60%), ja o extrato etandlico da espécie apresentou 28,63% de inibicdo enzimatica,
sendo resultados superiores ao do presente estudo. Além de inibidores de natureza proteica,
estudos mostram que a inibicdo e amilase pode estar associada a inUmeros metabolitos, como
por exemplo, compostos fenolicos (flavonoides e taninos), carotenoides e &cidos graxos
(PAPOUTSIS et al., 2021), e possivelmente, as diferencas nas concentracdes destes compostos

expliquem as divergéncias encontradas com a literatura.
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Figura 4: Porcentagem de atividade residual para os quatro extratos, referentes as proteases (a) Amilase,
(b) lipase (c) pepsina (d) quimotripsina e (e) tipsina, considerando o controle positivo como 100% de
atividade. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. *p>0,05, **p>0,01, ***p>0,001.
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inibicdo de lipase, apenas o extrato aquoso apresentou inibicao

significativa (p>0,05) com atividade residual de (68,95% + 2,67). Assim como no teste de

amilase, é possivel que a fracdo aquosa (extraida com NaCl 0,9%) de fato contenha a maior

guantidade do proteinas e peptideos bioativos capazes de inibir moderadamente as atividades

das enzimas. A gordura proveniente dos alimentos é absorvida no intestino pela acdo da lipase

pancreatica que hidrolisa os triacilglicerdis gerando acidos graxos e monoacilglicerois que sao
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facilmente assimilaveis (MOHAMED et al., 2014). Os inibidores de lipase sdo utilizados como
estratégia para diminuir a digestdo da gordura, com a consequente diminui¢do dos niveis de
lipideos no sangue, atuando, portanto, no tratamento de doencas metabolicas como a obesidade
(LIU et al., 2020). Além de um problema de um problema de satde publica mundial, estudos
apontam a obesidade como dos fatores de risco que desencadeiam a resisténcia a insulina, que
leva ao desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2, entre outros problemas cronicos
(RATHOD et al,. 2021).

O estudo realizado por SILVA et al., (2020b) demonstrou o potencial nutracéutico das
proteinas da S. obliquus em modelos in vivo exibindo atividades hipoglicémica e
hipolipidémica, ndo apresentando nenhuma alteracéo significativa no peso dos animais e na
digestibilidade proteica. Uma outra proposta que pode ser adotada é o consorcio de microalgas,
como exibido por KUMAR et al., (2015), onde a S. dimorphus e Schroederiella apiculata foi
aplicado em um estudo in vivo envolvendo ratos Wistar como modelo de sindrome metaboélica
induzida, observando ao fim dos experimentos que as proteinas e fibras das microalgas foram
capazes de reverter a condicdo dos animais de forma significativa, diminuindo os efeitos das
alteracdes metabdlitas relacionadas a obesidade. Os resultados das analises, apoiados em dados
promissores da literatura, sugere o potencial da espécie no tratamento de disfungdes crbnicas e
uso seguro na alimentacdo, necessitando de estudos complementares sobre a seguranga

alimentar da cepa.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E
EXOPOLISSACARIDEOS

Quando avaliada a atividade hemolitica dos extratos de S. obliquus observou-se que a
fracdo aquosa e hexanica ndo apresentaram capacidade significativa de hemolise frente a
solucdo de eritrdcitos de camundongo em nenhuma das concentra¢des testadas (1000, 500, 200
e 100 pg/mL). Saponinas sdo moléculas hidrofébicas ciclicas que apresentam acdo litica notavel
em eritrocitos relatadas para o género Scenedesmus, onde sdo comumente extraidos em
solventes como etanol e acetona. (PATIL et al., 2019; MANAARGADOO-CATIN et al.,
2016). Tal fato explicaria os maiores niveis de hemolise observados no extrato etandlico de
31,88% + 3,26 e 52,45% + 3,28 para as concentra¢des de 1000 e 500 pg/mL, respectivamente.
A fracdo de EPS apresentou niveis significativos nas duas maiores concentracdes testadas (1000

e 500 pg/mL) especialmente para o extrato etandlico. De modo geral, a maior parte dos
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tratamentos apresentaram niveis baixos ou auséncia de hemolise, informacdes estas que serdo
essenciais para futuros delineamentos e aplicagdes da S. obliquus.
Tabela 5: Porcentagem de hemolise apresentado pelos extratos e exopolissacarideos a partir da

biomassa de S. obliquus. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. *p>0,05,
**p>0,01, ***p>0,001.

Concentracéo Agua Etanol Acetona Hexano EPS Controle
(ng/mL) Positivo
1000 - 31,88 £ 153+ - 8,45 + 100 +
3,26™" 0,22 0,58 3,18
500 - 52,45 + 2,14 + - 6,89 + -
3,28 0,417 1,45
200 - - - - 1,22 + -
0,48™"
100 - - - - -

3.8 AVALIACAO DO POTENCIAL PREBIOTICO DOS EPS

Quanto a avaliacdo dos ensaios prebidticos, observa-se que, os tratamentos com EPS
(em funcéo da absorbancia e em UFC/mL) foram capazes de promover o crescimento de L.
rhamnosus e L. platorum (Figura 6) aumentando o nimero de col6nias e consequentemente a
absorbancia ao longo do periodo de 48h. O mesmo padréo foi observado para o controle inulina,
um prebidtico comercial, ndo havendo diferencas significativas entre as amostras de EPS e 0
controle utilizado.

Poucos estudos foram realizados sobre o potencial prebiotico de polissacarideos de
microalgas, nos quais envolvem principalmente espécies como Chlorella vulgaris, Arthrospira
platensis e Euglena sp. (BHATTAD et al., 2021; LEAL et al., 2017). Exopolissacarideos de
fontes bacterianas sdo bastante estudados gracas a seus potenciais aplicacdes dietéticas como
emulsificantes, estabilizantes, intensificadores de viscosidade e atividade antioxidante e
prebidtica, sendo cada mais aplicados a produtos lacteos como iogurtes (KORCZ E VARGA
2021; TIWARI et al., 2021). Os resultados sugerem que os EPS produzidos pela S. obliquus

podem promover efeitos benéficos a salide como uma fonte dietética segura.

Figura 5: Atividade prebiotica in vitro do exopolissacarideo ao longo de um periodo de crescimento de
48 h de L. rhamnosus (A) e L. plantarum (B) com leituras a 600nm. Os respectivos resultados dos
tratamentos em UFC/mL estéo dispostos nas figuras (C) e (D). Controle: Meio com bactéria (C/ Bac).
Controle: Meio sem bactéria (S/ Bac). Inulina (controle positivo). ExoPoli: exopolissacarideo. As
diferencas foram consideradas significativas: “*“p <0,0001 quando comparado ao grupo controle (C/
Bac), ####p <0,0001 quando comparado ao grupo controle (S/ Bac) e p <0,05 quando comparado a
inulina.
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3.9. IMPLICAC()ES DA PESQUISA

Atualmente, a biomassa de microalgas pode ser direcionada para diversos setores
industriais, desde o desenvolvimento de farmacos, producdo de biocombustiveis ou integradas
nas dietas humana e animal. Neste caso, elas oferecem uma fonte de proteinas com uma
qualidade superior a inimeras fontes vegetais altamente consumidas como arroz, vegetais e
trigo, além de produzirem inimeras classes de moléculas bioativas, conferindo a estes alimentos
um notavel potencial nutracéutico (RIZWAN et al., 2018). As informaces obtidas no presente
estudo contribuem para o conhecimento de uma espécie obtida em um reservatorio local, e com
base nos resultados obtidos, multiplos direcionamentos podem ser adotados para investigagoes
futuras com a S. obliquus do Semiérido brasileiro e seus produtos derivados, como sugerido na
Tabela 6.

Tabela 6: Diferentes aplicacbes biotecnologicas para produtos de S. obliquus com base no

presente estudo.

Principais resultados Setores Possiveis aplicacbes  Referéncias
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Proteinas (40,56%)

Carboidratos
(25,03%)
Exopolissacarideos

Atividade
antioxidante
(DPPH- 63,12%);
ABTS- 33,38%;
CAT-71,44 £577
mg EAA/ g)

Inibicdo enzimatica

(o-amilase e lipase)

Alimentacao

humana e animal

Alimentacao

humana e animal

Alimentacao
Farmécia

Cosmética

Nutracéutica

Farmécia

Suplementacéo

Prebidticos

Evitar danos
causados por espécie
reativas de oxigénio

(sindromes
metabolicas, e
prevencdo de

inimeras doencas)

Tratamento de
disfuncgdes

metabdlicas como

(SILVA et al.,
2020; GONG et al.,
2019)
(CELEKLI et al.,
2019)

(IBRAHIM et al.,
2021; ASLAM et
al., 2021)

(UNNIKRISHNAN
etal., 2015;
SIBl et al., 2015)

obesidade e diabetes

tipo 11.

4 CONCLUSOES

No presente estudo, foi realizada uma investigacdo do potencial biotecnoldgico da
clordfita S. obliquus isolada no Semiarido pernambucano (Brasil). Os dados obtidos revelam o
potencial da microalga como produtora de compostos antioxidantes, inibidores de enzimas de
interesse terapéutico como a a-amilase e lipase, além de demonstrar atividade prebidtica frente
a duas espécies de lactobacilos. Na atividade antibacteriana, ndo foi observada inibicéo
significativa dos extratos e 0s ensaios hemoliticos sugerem a presenca de componentes
antinutricionais como saponinas, em especial no extrato etanolico, sendo pouco significativa
para a fracdo de acetona e EPS e nula para as fracdes de agua e hexano. Apos sucessivas
extragdes, foi possivel avaliar a presenca de compostos como amido na biomassa residual,
necessitando de maiores investigacdes que possibilitem o aproveitamento integral do produto.
A composicao centesimal revelou um alto teor de proteinas na biomassa o que evidencia o seu

grande valor dietético para uso animal e na alimentacdo humana. Em geral, a hipdtese inicial
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foi confirmada e estudos complementares sdo necessarios para a avaliacdo da seguranca

alimentar da S. obliquus como fonte de compostos nutracéuticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou a notavel capacidade de sintese de moléculas de interesse
biotecnoldgico pela S. obliquus e suas possiveis aplicaces no setor alimenticio. Além disso,
para seu ingresso no setor nutracéutico, foram demonstrados alguns desafios que devem ser
superados, como o alto custo de producdo e processamento de seus metabolitos, além de
aspectos relacionados a legislacdo, demandando maiores estudos sobre métodos de otimizagao
das culturas e biosseguranca, possibilitando sua comercializagdo de forma mais rentavel e o
desenvolvimento de regulamentacGes envolvendo o seu consumo. Em relacdo a S. obliquus
isolada no Semiarido pernambucano, diferentes fracGes de extratos foram obtidas a partir de
extragdes sequenciais com diferentes solventes, cujas fracfes revelaram a presenca de multiplos
metabolitos de interesse industrial, com destaque ao alto teor de proteinas e carboidratos na
biomassa seca, sendo estes majoritariarmente compostos de amido. A partir dos diferentes

extratos e fracBes de EPS foram obtidas atividades biol6gicas de grande valor nutracéutico,
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como antioxidantes, inibi¢do de oa-amilase e lipase, aléem da atividade prebidtica dos
exopolissacarideos, confirmando a hipdtese inicial. Dessa forma, o estudo agregou
conhecimento sobre uma espécie oriunda do semiarido pernambucano, evidenciando sua
versatilidade e os possiveis direcionamentos da biomassa e dos produtos extracelulares e
residuais, com o aproveitamento integral da microalga. Por fim, estudos complementares sdo
necessarios visando uma melhor elucidacdo da composicdo quimica da cepa, além de

investigacOes sobre sua seguranca alimentar e possiveis aplicagcdes nutracéuticas.
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ANEXO A - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Reagentes Bold Basal Medium BBM modificado (2020)
CaCl; 2 H.O 2,50 2,59
CoCl, 6H20 - 0,49
CuS0O4 5 H0 1,579 1,579

Fe(NHa4)2(S0a4)2 6H20 - -
FeCls 6H20 - -
FeSO4 7 H20 4,98¢ 4,98¢
H2SO04 imL imL
H3BO3 11,429 11,429
K2HPO4 3 H20 9,89 2,59
KH2PO4 17,5¢ 6,09
MgSO4 7 H20 7,59 -
MnClz 4H,0 1,449 1,449
MoOs 0,71g 6,619
Na.EDTA 509 509
Na>Glicerofosfato - -
NaCl 2,59 2,59
NaNOs 259 100g
ZnCl; - 8,829

Tabela: Composicdo do meio BBM convencional (Bold, 1949) e modificado (OLIVEIRA et

al., 2020).
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ANEXO B — APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE — Brasil
Fones: 2126 8842

1\ ceua@ufpe.br

Recife, 23 de agosto de 2021
Oficio n°56/21

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Prof. Ranilson de Souza Bezerra

Departamento de Bioquimica

Centro de Biociéncias

processo n°0055/2021

Certificamos que a proposta intitulada “Investigacdo do potencial
biotecnoldgico da microalga Scenedesmus obliquus isolada no semiarido
pernambucano”, registrado com o n°055/2021 sob a responsabilidade da
Prof. Ranilson de Souza Bezerra envolve a producdo, manutencdo ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reuni&o de 27/07/2021

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 27/07/2021 a 31/09/2021
Espécie/linhagem/raga Camundongos heterogenico

N° de animais 03

Peso/ldade 60 dias (409)

Sexo Machos (03)

Origem: Biotério de Criacao Biotério Convencional do Laboratdério

de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) da UFPE.

Destino: Biotério de Experimentacao Laboratério de Enzimologia (LABENZ)
do Departamento de Bioquimica
(UFPE)
Atenciosamente
g
. &

Prof. Sebastifo R. F. Silva
"“_’; -Presidente CEUA/UFPE
= SIAPE 2345691

UEPE



	b146bc1eb9752237cc9cc0319275a9b39b720c5a72deb5f80b1a6d3c57553182.pdf
	3abcde2c24bf6428df1e988b9dc8e8adf954387276ab5530dd85719c18807b76.pdf
	b146bc1eb9752237cc9cc0319275a9b39b720c5a72deb5f80b1a6d3c57553182.pdf

