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RESUMO

Projeto de Pesquisa
Programa de Pés-Graduagdo em Agrobiologia
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO NUTRICIONAL, GENOTOXICA E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE
BIOMASSA MICROALGAL

Autor: Andressa Ribas Barreto
Orientadora: Maria Angélica Oliveira Linton

O aumento no consumo de microalgas como alimentos trouxe a necessidade de
garantir produtos nutritivos e livres de elementos toxicos. Assim, o presente trabalho
tem por objetivo avaliar a qualidade nutricional, genotoxicidade e a atividade
antiproliferativa da biomassa de Spirulina platensis e Euglena sp sobre o ciclo celular
de Allium cepa. A composicdo centesimal e o perfil de aminoacidos foram
determinados mediante andlises quimicas e cromatograficas, os dados foram
analisados por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. A avaliacdo genotOxica e
antiprofiferativa foi realizada empregando o teste Allium cepa. Foram utilizados cinco
bulbos de cebola para cada controle e concentracdo. A partir da biomassa de
Spirulina e Euglena foram preparadas trés concentracdes 0,15, 0,3, 0,6 g L™ com
agua destilada. Os bulbos foram enraizados em agua e submetidos aos tratamentos
por 24h. Posteriormente, as raizes foram coletadas e fixadas em etanol: acido
acético (3:1) e armazenadas sob refrigeracdo com etanol 70% até o preparo das
laminas. Os dados obtidos a partir do teste Allium cepa foram analisados utilizando o
teste Qui-quadrado. Os resultados apresentam que Spirulina platensis e Euglena
possuem aceitavel qualidade nutricional com altos niveis de proteina e presenca de
todos os aminoacidos essenciais. Os resultados do teste Allium cepa demostraram
que Spirulina platensis e Euglena possuem efeito antiproliferativo e ndo genotoxico
em todas as concentracdes avaliadas. Ambas biomassas podem ser utilizadas como

alimento e suplemento alimenticio para humanos e animais.

PALAVRAS CHAVE: Alimento, Allium cepa, Euglena, Spirulina platensis.



ABSTRACT

NUTRITIONAL EVALUATION, GENOTOXIC AND ANTIPROLIFERATIVE
ACTIVITY OF MICROALGAL BIOMASS

Autor: Andressa Ribas Barreto
Orientadora: Maria Angélica Oliveira Linton
The increase in the consumption of microalgae as food has led to the need to
guarantee nutritious products and free of toxic elements. Thus, this study aims to
evaluate the nutritional quality, genotoxicity and antiproliferative activity of the
biomass of Spirulina platensis and Euglena sp on the cell cycle of Allium cepa. The
proximate composition and the amino acid profile were determined by chemical and
chromatographic analysis; the data were analyzed by ANOVA followed by the Tukey
test. The genotoxic and anti-proliferative evaluation were performed using the Allium
cepa test. Five onion bulbs were used for each control and concentration. From the
Spirulina and Euglena biomass, three concentrations 0.15, 0.3, 0.6 g L™ were
prepared with distilled water. The bulbs were rooted in water and subjected to
treatments for 24 hours. Subsequently, the roots were collected and fixed in ethanol:
acetic acid (3:1) and stored under refrigeration with 70% ethanol until the slides were
prepared. The data obtained from the Allium cepa test were analyzed using the Chi-
square test. The results show that Spirulina platensis and Euglena sp have an
acceptable nutritional quality with high levels of protein and the presence of all
essential amino acids. The results of the Allium cepa test showed that Spirulina
platensis and Euglena sp have an antiproliferative and non-genotoxic effect in all
evaluated concentrations. Both biomasses can be used as food and food supplement
for humans and animals. alimento e suplemento alimenticio para humanos e

animais.

Keywords: Allium cepa, Euglena, Food, Spirulina platensis.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o cultivo industrial de microalgas tem aumentado devido
ao interesse por aplicagdes comerciais. Atualmente as microalgas sao empregadas
em muitas atividades e para fins diversificados, tais como: biopigmentos e
antioxidantes, marcadores fluorescentes, enzimas, farmacos, exopolissacarideos
(usados como gelificantes, emulsificantes, floculantes e hidratantes), e diferentes
nutrientes, como algumas vitaminas, proteinas, alguns minerais, lipidios e
carboidratos, aditivos em cosméticos e racdo para animais (STEPHENS et al.,
2013).

O consumo de microalgas como fonte na alimentacdo humana remonta ao
século XIV no Império Pré-colombiano. Porém, a experiéncia comercial destas tem
algumas décadas de antiguidade, desde o principio da década de 1950, quando
devido ao aumento incipiente da populacdo mundial, as fontes alternativas de
proteina apareceram visando equilibrar a possivel escassez de alimentos (FAO,
2008).

A microalga apareceu entdo como uma boa fonte de proteina e continuou
como tal, mas também, com um interesse crescente devido aos ingredientes
bioativos encontrados nesses pequenos microrganismos, o que lhes da um grande
potencial como fonte de alimento e como fonte de moléculas funcionais (DA SILVA
VAZ et al.,, 2016). As avaliagbes nutricionais demonstraram que a biomassa das
microalgas € benéfica como suplemento dietético ou substituto de fontes
convencionais de proteina (BECKER, 2007).

Nas ultimas trés décadas, inUmeras tentativas foram feitas por pesquisadores
e empresas que buscam comercializar a producdo de microalgas. Algumas dessas
empresas estdo no mercado ha muitos anos e tém produzindo com sucesso a
biomassa desses organismos e comercializando-os na forma de cépsulas, tabletes e
em p6 (GANTAR & SVIRCEYV, 2008).

A biomassa microalgal € classificada como "outro suplemento dietético”
segundo o Centro de Seguranca Alimentar e Nutricdo Aplicada da FDA (Food and
Drug Administration) americana. No Brasil, Spirulina tem sido incorporadas na lista
dos novos ingredientes aprovados pelas Comissdes Técnico-Cientificas de
Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF), a Anvisa

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), desde que o produto final, ao qual o



micro-organismo tenha sido adicionado, seja devidamente registrado (ANVISA,
2017).

Algumas perturbacbes durante a producao industrial de microalgas podem
acontecer, como contaminacdo do produto, variagbes nas cepas -cultivadas,
problemas no controle de qualidade. Por exemplo no caso de microalgas verdes
produzidas pela empresa Crane Beauty nos Estados Unidos, onde a FDA esta
aconselhando os consumidores a ndo comprarem ou usarem estes produtos por
possuirem lorcaserina que produz efeitos colaterais adversos (FDA, 2015).

Visando diminuir essas possiveis acfes toxicas, e ratificar o alcance
nutricional das microalgas, diferentes métodos de deteccdo foram desenvolvidos,
incluindo a deteccao rdpida. Varios estudos mostraram que os testes toxicoldgicos
em plantas sdo adequados para detectar o potencial genotdxico de diferentes
contaminantes. Allium cepa € uma das espécies mais utilizadas para o estudo da
toxicidade geral, cito e genotoxicidade. Ele também fornece resultados comparaveis
a uma série de outros sistemas de teste, utilizando muitos organismos diferentes,
tanto eucariéticos quanto procarioticos (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). A
utilidade do teste de A. cepa para produtos alimentares ja foi utilizada com sucesso
em diversos casos (PALANI KUMAR & PANNEERSELVAM, 2007). O presente
estudo procura aportar conhecimento sobre a qualidade nutricional, genotoxicidade
e a capacidade proliferativa das microalgas Euglena sp e Spirulina platensis,
baseando-se no fato de que essa Ultima tem sido muito utilizada com fins

alimenticios, nutracéuticos e cosméticos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade nutricional e a atividade genotdxica e antiproliferativa da
biomassa de Euglena sp e Spirulina platensis sobre ciclo celular de Allium cepa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composicao centesimal da biomassa de Euglena sp e de Spirulina
platensis.

e Determinar o perfil de aminoacidos presentes na biomassa de Euglena sp e de
Spirulina platensis.

e Avaliar células em divisdo celular, alteracdes morfolégicas celulares e danos
cromossbmicos em Allium cepa submetidos a diferentes concentracdes de

biomassa de Euglena sp e de Spirulina platensis.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 PROCESSO PRODUTIVO DE BIOMASSA MICROALGAL

As microalgas tém um grande potencial na geracdo de produtos de interesse
biotecnolégico e industrial. Entre estes, a producdo de biomassa e subprodutos
destinados a alimentacdo, suplementos alimenticios, nutracéuticos, produtos
quimicos e farmacéuticos tem feito com que muito investidores vejam a industria
microalgal como um grande potencial de investimento (PRIYADARSHANI & RATH,
2012).

Os sistemas de cultivo utilizados para manter o crescimento das microalgas
sao de dois tipos: sistemas abertos ou fechados. Entre os diferentes tipos de design
de sistema aberto, os mais populares sdo o tanque raceway e o0 tanque circular,
enguanto os sistemas fechados populares incluem o fotobiorreator, que pode ser do
tipo tubular, placa plana e hibrido (RAMIREZ-MERIDA et al., 2013). A compreensao
dos aspectos hidrodinamicos e da tecnologia dos fotobiorreatores escalaveis sao
aspectos que devem ser levados em consideracao para obter bons rendimentos
(RAMIREZ-MERIDA et al., 2015).

A rapida taxa de crescimento juntamente com a alta produtividade faz com

que a producdo de biomassa de microalgas possua um futuro promissor. Varias
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pesquisas sobre o uso de microalgas para obter produtos com aplicabilidade
industrial foram realizadas com sucesso (STEPHENS et al., 2013; ZHU, 2015;
CHEN, et al., 2016; ZHU & HILTUNEN, 2016). O processo produtivo de biomassa
microalgal pode ser dividido em duas fases: upstream processing (USP) e
downstream processing (DSP). O USP corresponde aos passos prévios ao sistema
de cultivo envolvendo quatro areas: (i) a estirpe de microalgas, (ii) fornecimento de
carbono, (iii) fonte de nutriente (nitrogénio/fésforo) e (iv) fonte de iluminacdo. O DSP
inclui todos os processos envolvidos logo na saida do reator ou sistema de cultivo.
Eles envolvem a colheita e técnicas de biorrefinaria para se obter diferentes tipos de
produtos a partir da biomassa, que podem ser comercializados (JACOB-LOPES et
al., 2015).

3.2 SPIRULINA

As espécies de Spirulina sdo organismos procariéticos fotossintetizantes de
morfologia filamentosa que pertencem ao filo Cyanobacteria. As espécies mais
comumente utilizadas na industria de alimentos sdo S. maxima, S. platensis e S.
fusiformis (MARLES et al., 2011).

O género Spirulina possui um destacado valor comercial na industria
alimentar sendo classificada como um organismo com alto valor nutricional devido
ao elevado teor de proteinas que apresenta (SONI et al., 2017). O valor nutricional
da Spirulina j4 era conhecido pelos astecas, que coletavam essa microalga no lago
Texcoco, perto da Cidade do México; igualmente, na Africa, perto do lago Chad os
Kanembou coletam Spirulina e processam para consumo e venda no mercado local
(FAO, 2008).

Spirulina é rica em vitaminas, minerais, p-caroteno, acidos graxos essenciais
e antioxidantes, tem sido utilizada como suplemento alimenticio humano e animal na
dltima década (CAPELLI & CYSEWSKI, 2010). Além disso, apresenta aplicacfes
terapéuticas extremamente diversificadas como atividade antitumoral, reducdo da
hiperlipidemias, efeito antidiabetogénico, efeito anti-hipertensivo, modulador do
sistema imunoldgico, entre outros (FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014).

Existe um crescente interesse pela Spirulina com fins alimenticios. Muitos

paises a utilizam como racdo animal e complemento alimentar vendido na forma de
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capsulas e tabletes, além de ser utilizada na industria cosmética e de alimentos por

ser fonte de ficocianina, corante natural.

3.3 EUGLENOIDES, CARACTERISTICAS GERAIS

Os euglenoides flagelados s&o um grupo parafilético de organismos
unicelulares flagelados, de vida livre, relacionados a outros flagelados heterotréficos
(Symbiontida, Diplonemea e Kinetoplastida), que juntos compdem a ordem dos
Euglenozoa, que compartilham a presenca de dois corpos basais e trés raizes
microtubulares dispostas assimetricamente, assim como a presenca de uma haste
paraxial em um ou ambos dos flagelos (BREGLIA et al., 2010).

O género Euglena caracteriza-se por possuir células ndo achatadas que
sofrem movimentacdo dinamica, caracterizada pela presenca de pequenos
paramilos e grandes cloroplastos, agrupando 164 espécies aceitas até o momento
(GUIRY e GUIRY, 2018). A classificacao taxondmica é a seguinte segundo Zakrys et
al., (2017):

Filo: Euglenozoa, Classe: Euglenophyceae, Ordem: Euglenales, Familia:
Euglenaceae, Género: Euglena.

Euglena pode ser cultivado em condi¢des autotroficas, mixotréficas ou
heterotréficas, pode crescer sobre uma ampla gama de pH e também em aguas
residuais contendo varios poluentes (SANTEK et al., 2012). Euglena é uma fonte
adequada de numerosos compostos, tais como a-tocoferol, paramilo, acidos graxos
poliinsaturados, biotina e amino&cidos usados para produzir nutracéuticos, alimentos
e cosmeticos. Assim, este microrganismo pode ser utilizado para a biorremediacéo e
producdo biotecnolégica de produtos para a alimentacdo humana e animal
(WINTERS et al., 2016; KRAJCOVIC et al., 2015).

A produtividade fotossintética de Euglena pode ser 60 vezes maior do que a
planta de arroz, e a eficiéncia de conversao de CO, para O, é duas vezes maior do
gue em Chlorella (OGAWA et al., 2015).

A biomassa de E. gracilis tem uma qualidade nutricional mais elevada que,
por exemplo, a biomassa de Chlorella ou Spirulina (NAKANO et al.,, 1995). A
digestibilidade in vitro de E. gracilis € ligeiramente superior a da caseina, sugerindo

que pode ser utilizada como suplemento alimentar para animais (OGBONNA et al.,
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1999). Tomadas em conjunto, estas observacfes demonstram claramente a
utilidade da biomassa de Euglena como matéria prima.

Inclusive, o crescimento de Euglena em esgoto purifica a 4gua e produz uma
biomassa a partir da qual os lipidios podem ser extraidos para biocombustiveis,
sendo a biomassa restante usada como suplemento nutricional na alimentacéo

animal e como fonte de alimento na aquicultura (GRIMM et al., 2015).

3.4 MICROALGAS: COMPOSICAO QUIMICA COMO FONTE DE ALIMENTOS
FUNCIONAIS

Um alimento funcional esta constituido por alimentos que além de
proporcionar nutrientes, apresentam um beneficio para uma ou mais funcdes do
organismo humano, melhorando seu estado de saude e reduzindo o risco de futuras
enfermidades. Em um nivel de classificagcdo quimica, os compostos com atividade
biol6égica podem-se agrupar em acidos graxos, proteinas, peptidios, aminoéacidos,
esterdis, pigmentos, vitaminas, alcaléides e outros compostos ndo incluidos nestas
classes (RAPOSO et al., 2013).

Em termos gerais o conteudo de proteinas em microalgas € elevado, a
maioria das espécies apresentam quantidades acima dos 50% de proteina em peso
seco (KIM'Y KANG, 2011).

Os peptidios se liberam das proteinas parentais por acdo de uma enzima (em
geral a protease); quando sdo consumidos como peptidios puros ou hidrolisados,
eles exercem uma funcdo de moduladores da estrutura e funcdo das enzimas
metabolicas, que implicam em certas enfermidades, depois da absor¢cdo no sistema
circulatério sanguineo (NGO et al., 2011).

O contetdo e composigao dos lipidios em microalgas varia entre as espeécies,
condicdes do habitat e de cultivo. Os compostos lipidicos mais estudados nas
microalgas sdo os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa como os acidos
eicosapentaendico (EPA, 20:5 w-3), docosahexaendico (DHA, 22:6 w-3),
araquidénico (ARA, 20:4 w-6), gamma-linolénico (GLA, 18:3 w-6). A importancia
desses compostos se baseia na incapacidade do ser humano de sintetizar alguns
acidos graxos, por esse motivo sdo chamados de acidos graxos essenciais
(RAPOSO et al., 2013).



14

Em relacdo aos pigmentos, as cianobactérias particularmente sintetizam altos
niveis de ficobiliproteinas, com porcentagens que alcancam até 8% de seu peso
seco. Estes pigmentos sao utilizados como marcadores de fluorescencia em
radioativos quando unidos covalentemente com anticorpos, proteinas A, biotina,
lecitina e horménios (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Os carotendides sédo outra classe importante de pigmentos encontrados de
forma abundante em microalgas. Sao bem conhecidos pela atividade pro-vitamina A
e B-caroteno e seu efeito sobre a visdo e sistema imunolégico. A atividade
antioxidante dos caratonodides esta associada com a prevencdo do cancer, o

envelhecimento e as enfermidades degenerativas (RODRIGUES et al., 2015).

3.5 ESTUDO GENOTOXICO UTILIZANDO O TESTE ALLIUM CEPA

O sistema teste Allium cepa tem por objetivo identificar possiveis efeitos
toxicos, pela avaliacdo de genotoxicidade, citoxicidade e atividade antimutagénica,
servindo como bioindicador. O teste A. cepa, é validado pelo Programa Internacional
de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nac¢des Unidas
(UNEP) como sendo considerado um teste eficiente para andlise e monitoramento in
situ da genotoxicidade de substancias ambientais (BALDONI, 2017; FACHINETTO
et al., 2007;).

O teste de A. cepa foi utilizado pela primeira vez por Levan (1938) para
deteccdo da genotoxicidade. As primeiras adaptacbes nesse teste foram
desenvolvidas por Fiskesjo (1985), para utilizacdo em monitoramento ambiental,
avaliacdo de compostos soluveis e insoluveis em agua e também na avaliacdo de
efeitos de misturas complexas.

Segundo Matsumoto et al., (2006), a cebola é um bioindicador eficiente para
observacdo da ocorréncia de citotoxidade e genotoxicidade, e seus cromossomos
séo faceis de analisar em termos de tamanho, niumero e morfologia.

O teste de A. cepa é um método direto que pode ser utilizado para medir 0s
danos nos sistemas que estdo expostos aos agentes mutagénicos ou potenciais
agentes cancerigenos, e que permite a avaliacdo dos efeitos através da observacgao
de alteracdes cromossOmicas. Para isso é necessario que o organismo em estudo

permaneca em divisdo mitGtica constante, sendo possivel assim, identificar os
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efeitos toxicos e alteragbes ao longo do ciclo celular (TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).
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Abstract

The consumption of microalgae for food purposes has increased in recent decades, prompting
the need for assessment studies regarding the safety of such consumption. This study,
therefore, aims at the evaluation of the nutritional quality and also to genotoxic and
antiproliferative effect of biomass of Euglena sp and Spirulina platensis by the Allium cepa
test. The centesimal composition and amino acid profile by chemical and chromatographic
tests was evaluated in the microalgae biomass. Five onion bulbs were used for each control
and concentration. The cell cycle of 1000 cells per bulb was analyzed, totaling 5000 cells for
each treatment. The mitotic index (MI) was calculated, the number of aberrant cells was
quantified and these data were statistically analyzed by Chi-squared analysis (p <0.05). The
biochemical analysis of both the Euglena and Spirulina biomasses showed high percentages
of protein, lipids and carbohydrates and possesses all the essential amino acids. Similarly, it
was observed that the three concentrations evaluated for each of the biomasses analyzed have
an antiproliferative and non-genotoxic effect on meristematic cells of A. cepa. Therefore,
under the conditions studied we can affirm that both Euglena and Spirulina biomass contain
an acceptable nutraceutical level to be used in food formulations for humans and animals.

Key words: Allium cepa, Amino acids, Microalgae, Nutrition.
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1. Introduction

In recent decades, microalgae industrial cultivation has increased due to interest in
commercial applications. Microalgae are currently employed in many commercial activities,
with the food and feed industry being one of the main [1]. The consumption of microalgae as
a source in human food dates back to the fourteenth century in the Pre-Columbian Empire.
However, their use for commercial purposes is only a few decades old, since the early 1950s,
when due to the incipient increase of the world population, alternative sources of protein
appeared to balance the possible food shortage [2].

Microalgae then appeared as a good source of protein and bioactive compounds giving them
great potential as a food source and as a source of functional molecules [3]. Nutritional
assessments have shown that microalgae biomass is beneficial as a dietary supplement or
substitute for conventional protein sources [4].

In the last three decades, numerous attempts have been made by researchers and companies
seeking to commercialize the production of microalgae. Some of these companies have been
on the market for many years and have successfully produced the biomass of these organisms
and marketed them in capsule, tablet and powder form [5].

The microalgae biomass for food purposes must have a nutritional and toxicological quality
appropriate to national and international standards that ensure the consumer safety for the
consumption of the product. In order to mitigate these possible toxic actions, different
detection methods have been developed, including rapid detection [6]. Several studies have
shown that plant testing is adequate to detect the genotoxic potential of different contaminants
[7]. Allium cepa is one of the most commonly used species for the study of general toxicity,
cytotoxicity and genotoxicity. It also provides results comparable to a number of other test

systems using many different eukaryotic and prokaryotic organisms [8]. Therefore, the
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present study aims to evaluate the nutritional quality, genotoxicity and antiproliferative
capacity of the microalgae Spirulina platensis and Euglena sp. using the A. cepa test based on
the fact that these microalgae have been widely used for food, nutraceutical and cosmetic
purposes.

2. Material and methods

2.1. Microorganism and culture medium

Two microalgae strains were used. Spirulina platensis (Brasil Vital, Anapolis, GO) and
Euglena sp originally isolated from a pond on the campus of the Federal University of Santa
Maria, Santa Maria, RS, Brazil (29°43'16.8"S 53°42'55.6"W). Stock cultures were propagated
and maintained in solidified agar—agar (16 g L™) containing inorganic fertilizers NPK
20:10:15 (50 g L™) and sodium bicarbonate (1.5 g L™). The incubation conditions used were
25 °C, photon flux density of 1 klux and a photoperiod of 12h.

2.2. Microalgal biomass production

The biomass production was carried out in tubular photobioreactors with a maximum column
height/diameter (h/D) ratio of 1.5 [9], in discontinuous operation, fed with 2.0 L of medium
consisting of inorganic fertilizers NPK 20:10:15 (50 g L™) and sodium bicarbonate (1.5 g L™).
The experimental conditions were as follows: initial cell concentration 200 mg L™, isothermal
reactor operating at 25 °C, continuous aeration of 3 Lmin™, light intensity of 1 klux, light
cycle of 24:0 (day:night) and a residence time of 168 h and 37 days for Spirulina platensis
and Euglena sp respectively.

2.3 Harvesting and drying biomass

The microalgal biomass was separated from the culture by decantation. It was subsequently
dried on a tray dryer, into which air was blown at a constant speed of 1.5 m/s in a parallel
flow at 60 °C and a thickness of 7 mm [10].

2.4 Chemical analysis and amino acid profile
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The centesimal composition of the biomass was characterized according to AOAC [11], being
verified levels of proteins, lipids, carbohydrates, minerals, crude fiber and humidity. The
amino acid profile, except for tryptophan, was analyzed in a gas chromatography equipped
with a flame ionization detector (GC-FID) VARIAN-3400 CX (CA, USA). 1 uL of samples
were introduced into injection port operating in splitless mode (splitter port off for 1 min;
30:1) at 320 °C. The separation was performed in a RTX-5MS (Restek Corporation,
Bellefonte, PA, USA) (30 m x 0.25 mm id x 0.25 um). The programming temperature of the
oven column was initially 100 °C for 2 min, then increased to 180 °C with a rate of 6 °C min
1 than increased for 200 °C for 1 min and was up to 320 °C with a rate 15 °C min?,
maintaining isothermal for 5 min. Hydrogen was the carrier gas used at constant pressure of
15 psi. The temperature detector was maintained at 280 °C. The identification was held in a
gas chromatography coupled to a mass spectrometer (GC/MS) Shimadzu, QP-2010 Plus
(Tokyo, Japan) at same chromatographic conditions described for GC/FID. GC/MS interface
and ion source were held at 280 °C. Tryptophan was analyzed by high-performance liquid
chromatography (HPLC, LC-20AD, Shimadzu, Co. Ltd., Japan; Column, CAPCELL PAK
C18 AQ, 46 mm ID x 250 mm, Shiseido Co. Ltd., Japan; adetector, Flourospectro
photometer, RF-20Axs, Shimadzu, Co. Ltd., Japan).

2.5 Preparation and obtaining of samples for cytogenetic analysis of meristematic cells.
Three concentrations were prepared from the Euglena and Spirulina biomass with distilled
water 0.15, 0.3 and 0.6 g L™ of which, 0.3 g L™ is considered the most common and
recommended by The Food and Agriculture Organization of the United Nations as the
maximum consumption dose [2]. Allium cepa bulbs were obtained from a rural farmer in the
city of Valencia, Venezuela, were placed to root in flasks with distilled water, at room
temperature (£ 26°C) for 72h, constantly aerated and a 12 h dark/light photoperiod, until roots

with about 1.0cm of length were obtained. Five bulbs were placed for each treatment. Next,
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the bulbs were subjected to the different treatments for 24 h. Then, the roots were collected
and fixed in ethanol: acetic acid (3: 1) for 24 h and subsequently stored in 70% ethanol under
refrigeration until the production of slides.

2.6 Preparation and evaluation of the slides

An average of two slides were prepared per bulb and 1,000 cells per bulb were analyzed,
totaling 5000 cells for each control and concentration. The roots were hydrolyzed in 1N HCI
per 5 min, subsequently washed in distilled water and colored with 2% acetic orcein [12]. The
meristematic region was smashed with the help of a small glass stick and placed on top a
cover slip and observed microscopically at 40X. The calculation of the mitotic index (MI) was
performed based on the percentage of dividing cells in addition, of cellular aberrations were
evaluated.

2.7 Statistical analyzes

The results for the chemical composition and amino acid profile were submitted to the
normality test (Kolmogorov-Smirnov), with parametric data being compared by ANOVA
followed by the Tukey test and non-parametric by the Kruskal-Wallis test using the PAST
program version 3.14. Data were considered with significant variation for the 95% confidence
level (p <0.05).

The results obtained in the A. cepa test were evaluated using Chi-square (y%2), with p <0.05,
through the statistical software Biostat 5.3 [13].

3. Results and Discussion

The chemical analysis of the microalgae biomass shows high percentages of protein, lipids
and carbohydrates (Table 1). The proximal composition determined for the microalgae was
similar to that found by other authors, considering the differences resulting from the type of
cultivation and other abiotic variables [14, 15]. As can be seen, the microalgae studied are

basically constituted of proteins and carbohydrates. The ash content observed can be product
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of the composition of the culture medium used. Although there is a significant difference in
the proximal composition between Euglena and Spirulina, it does not counteract the fact that
both microalgae provide high nutritional quality, in terms of protein, lipids and carbohydrates
comparable to plant-based foods [16], being this is a normal cellular variability between

species [17].

Mean values (%)

Analysis
Euglena sp Spirulina platensis

Humidity 5,73 +0,2° 8,38 + 0,4°
Ashes 22,72 +1,9° 21,88 +1,3°
Protein 23,03 +£2,5° 51,21 +1,8°
Lipids 2,86 +0,9% 6,61+0,5°
Carbohydrates 44,23 + 3,7° 14,07 + 3,1°
Crude fiber 1,43 +0,4° 1,62+0,3°
Calcium 1,56 + 0,1 1,37 +0,1°

Table 1. Chemical composition of the Euglena and Spirulina platensis biomass

The different letters in the row represent a significant difference (p <0.05) by Tukey tests

Table 2 shows amino acid profiles of Euglena sp and S. platensis. The presence of all
essential and non-essential amino acids is evident. This infers us that these proteins are of
high nutritional quality and digestible, which provides advantages to the consumer in terms of

prophylactic improvements to maintain a good state of health [18].

g of amino acids per 16 g N
Amino acids

Euglena sp S. platensis

Alanine 10.1 99
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Glycine 6.4 3,3
Valine 6.6 8,1
Tyrosine 1.9 2,4
Leucine 6.3 8,1
Isoleucine 3.9 3,6
Proline 5.2 2,4
Methionine 1.7 1,6
Serine 3.8 3,2
Threonine 4.1 4,0
Phenylalanine 3.7 4,3
Aspartic acid 7.6 8,9
Cysteine 0.9 0,7
Glutamic acid 10.2 10,3
Histidine 2.5 1,7
Lysine 6.5 4,9
Triptophan 1.6 1,1
Total 83,0 78,5

Table 2. Amino acid profile of Euglena and Spirulina platensis biomass

Some authors describe a behavior, of the amino acid profile, in several microalgae with high
proportions of leucine and glutamic acid, and low rates of cysteine, methionine and
tryptophan [19-21]. This pattern is observed in this study, also reported in Euglena gracilis
used for nutritional supplement purposes in ruminants [22], in Spirulina platensis and four
commercially cultivated microalgae throughout the world [23] or in Spirulina and Chlorella

to evaluate the antioxidant and nutritional effect [24]. The microalgal biomass evaluated, have
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a balanced composition of amino acids, although the amount of amino acids in microalgae can
be affected by the culture form [23, 25]. Therefore, these microalgae biomass, given their
nutritional quality, can be used as a nutraceutical food or nutritional supplement for animal
and / or human consumption.

The analysis of the cell cycle by the Allium cepa test can be observed in Table 3, where the
total number of cells analyzed, interphase, dividing cells and the respective mitotic index for

the biomass samples of Spirulina platensis and Euglena sp are presented.

Treatments Number of Mitotic
Cells in Dividing
cells Index
interfase cells
analyzed (%)
Distilled water
5000 4733 267 5.34%
(control)
0.15¢g L? 5000 4873 127 2.54°
Spirulina 0.3 g L? 5000 4901 99 1.08°
069 L? 5000 4861 139 2.78°
0.15¢g L? 5000 4891 109 2.18°
Euglena 0.3¢g L? 5000 4879 121 2.42°
069 L? 5000 4852 148 2.96°

Table 3. Cell cycle analyzes of Allium cepa root tips treated with biomass of Spirulina

platensis and Euglena sp.

Means followed by the same letter do not differ significantly at the level of 0.05 by the y2

test.
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It can be seen that the MI of all treatments differ statistically when compared to the control,
showing a significant reduction in cell proliferation of A. cepa. When comparing the Ml of the
three aqueous extracts concentrations of Spirulina platensis and Euglena sp, no significant
difference is evidenced. Similarly, there is no statistically significant difference between the
mitotic indices when comparing the two species of microalgae with each other.

The antiproliferative activity of microalgal metabolites has been reported by Loch-Neckel et
al. [26] evidencing that from the highest evaluated concentrations of carotenoid extracts
obtained from Haematococcus pluvialis, the viability of B16F10 murine melanoma cells was
reduced, in 66.58 and 82.91%, in periods of 72 and 96 h .

Similarly, omega-3 polyunsaturated fatty acids extracted from Isochrysis galbana and
Thalassiosira pseudonana could represent a new therapeutic strategy, as a dietary
supplement, to overcome resistance to cisplatin (CDDP) in metastatic melanoma [27]. In turn,
isolated peptides of Chlorella vulgaris have shown antiproliferative effect and inducer of
post-G1 inhibition in gastric carcinoma cells [28].

Table 4 shows the data concerning the genotoxic behavior of the treatments. Glyphosate is
used as a positive control since it has demonstrated its capacity as inducer of alterations in
meristematic cells of A. cepa [29]. It is observed that the genotoxic effect on the A. cepa test
was higher in the cells that came into contact with glyphosate, than in the cells treated with
the microalgae biomass. Similarly, it can be evidenced that in relation to cellular
chromosomal alterations, there is no significant difference between the microalgae species nor

in the concentrations evaluated.

Treatments Number Dividing Aberrant

of cells cells cells
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analyzed

Distilled water (control) 5000 267 2°
0.15¢gL™ 5000 127 1°
Spirulina 0.3gL™ 5000 99 0
06gL™ 5000 139 2
0.15¢gL™ 5000 109 1°
Euglena 03gL™ 5000 121 1°
06gL™ 5000 148 0

Glyphosate
159 31°

(control)

Table 4. Number of meristematic cells of A. cepa analyzed at the interface, cell division and

total of aberrant cells treated with biomass of Spirulina and Euglena
Means followed by the same letter do not differ significantly at the level of 0.05 by the % test.

These results show that the microalgae biomass evaluated does not have a genotoxic effect on
A. cepa cells. Although some alterations have been found in the concentrations evaluated,
they are inferior and without statistical significance to those observed in the positive
glyphosate control. These results support the idea of other studies on the use of microalgal
biomass for beneficial and nutraceutical purposes [30-32].

4. Conclusion

Spirulina platensis is presented as a possible food or nutritional supplement with more protein
than Euglena, although the biomass of Euglena sp also contains adequate levels to be used as
food and nutritional supplements. Both Euglena sp and Spirulina platensis have
antiproliferative and non-genotoxic effects on meristematic cells of A. cepa in all the

concentrations evaluated.
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Euglena and Spirulina biomass contain an acceptable nutraceutical level to be used in food
formulations for humans and animals and as a coadjuvant in prophylactic therapies
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