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Resumo: Considerando o Plano Estratégico da Marinha, o pre-
sente estudo fomenta uma tecnologia inédita e inovadora no pais,
trazendo novas perspectivas para a nutricio humana com base
na biotecnologia marinha, utilizando estratégias de confecgio de
superalimento a base de algas e células marinhas. Foram desenvol-
vidos protocolos de inovagio, empregando a biotecnologia celular
e a histologia, para desenvolver superalimentos. Através do conhe-
cimento dos macronutrientes e micronutrientes de microalgas,
macroalgas e diferentes organismos marinhos, verificou-se uma
variabilidade nutricional relevante, além da caracterizagio morfo-
légica semelhante entre as amostras iz vifro e in sifu de ostras, siris,

vieiras e peixes. Além disso, para a validagio estrutural do pescado,

Abstract: The present study is aligned with the Navy’s Strategic
Plan and aimed to introduce innovative technology in the country,
bringing new perspectives for human nutrition based on marine
biotechnology by creating superfoods using algae and marine cells.
Innovation protocols that leverage cellular biotechnology and his-
tology to create superfoods were developed. Through the know-
ledge of the macronutrients and micronutrients of microalgae,
macroalgae, and different marine organisms, a significant nutritio-
nal variability was observed. Additionally, there was a similar mor-
phological characterization between the in vitro and in sifu sam-
ples of oysters, crabs, scallops, and fish. Furthermore, for the struc-

tural validation of the fish, it was noticed that cooked samples had
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foi observado que as amostras cozidas apresentaram menor densi-
dade de fibras musculares (matéria-prima predominante e comes-
tivel) comparada as cruas, e, consequentemente, seu didmetro
médio foi significativamente menor. Nesse sentido, o estudo tem
cardter dual, contribuindo tanto para o combatente da Marinha
do Futuro quanto para a sociedade, com potencial futuro para a
geragio de superalimentos marinhos de diferentes complexidades
especificas para a demanda nutricional de cada cendrio.

Palavras-chave: Biotecnologia celular marinha. Bioprodutos.

Inovagio biotecnoldgica.

1. INTRODUCAO

O Plano Estratégico da Marinha (PEM2040) estabe-
lece que a atividade cientifica é uma das vertentes estratégi-
cas para o fortalecimento do conceito politico-estratégico da
Amazonia Azul. O presente estudo ¢ atinente ao Poder Naval
do Futuro (EN 6.3) do PEM2040 sobre o desenvolvimento de
tecnologias-chave de desafios de médio e longo prazo, assim
como a A¢io Estratégia Naval (AEN) — For¢a Naval — 10,
que prevé o desenvolvimento no pais de produtos apliciveis
a navios, aeronaves e aos fuzileiros navais, sendo os dltimos, o
foco principal do presente projeto. A proposta ainda se enqua-
dra no PEM2040, na “Construgio do Nicleo do Poder Naval”,
uma vez que o desenvolvimento de competéncias tecnologicas
(ODS-7) se encaixa na drea temdtica da Estratégia de Ciéncia,
Tecnologia e Inovagio da Marinha (EMA-415) relacionada ao
meio ambiente operacional, através da macrometa do Centro
tecnoldégico da Marinha no Rio de Janeiro (CTMR]) de
Biotecnologia Marinha e subdrea de Bioprospecgio.

O foco do estudo considerou trés aspectos principais: as
expertises,a infraestrutura e a localizagio estratégica do Instituto
de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira ITEAPM); os
macronutrientes da ragdo operacional do combatente, sendo
majoritariamente carboidratos, sendo uma fonte de energia
de curto prazo, ou seja, uma fonte nutricional limitada ao seu
bom desempenho; e que, recentemente, a National Aeronautics
and Space Administration (NASA) elegeu uma cianobactéria
como o alimento do futuro para seus astronautas, e a divul-
gou para o mundo (TADROS, 2013).

A literatura tem demonstrado h4 anos os beneficios do

consumo de microalgas e macroalgas para a saide humana
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a lower density of muscle fibers, which are the predominant and
edible raw material, compared to the raw ones. As a result, the ave-
rage diameter of the cooked muscle fibers was significantly smal-
ler. The study has a dual character, contributing to both the Navy’s
future combat strategies and to society by potentially generating
marine superfoods of varying complexities tailored to meet speci-
fic nutritional demands.

Keywords: ~ Marine  cell  biotechnology.  Bioproducts.

Biotechnological innovation.

(WELLS et al., 2017). A biomassa de macroalgas contém
produtos naturais com propriedades antibidticas, anti-in-
flamatérias e antioxidantes, em particular a variedade das
macroalgas verdes, como as do género Caulerpa e Ulva, que
sdo ingeridas até in natura (BIRIS-DORHOI et al., 2020).
Em paralelo, alguns ensaios clinicos nutricionais jd4 demons-
traram que o uso de capsulas de Spirulina (cianobactéria) e
Chlorella (microalga) reduziram fatores de risco cardiovasculares
(FALLAH et al.,2018), anemia (SELMI et al.,2011), além
de melhorar a fun¢io imunolégica (CHIDLEY; DAVISON,
2018) e diminuir rigidez arterial (OT'SUKI et al., 2013).
Em Arraial do Cabo, onde esti localizado o IEAPM, nos
ultimos 30 anos, ja foram descritas mais de 150 espécies de
macroalgas e hd imensuréveis registros da biodiversidade de
microalgas e cianobactérias, incluindo aquelas de ambiente
hipersalino (salineiras da regifo) (BATISTA; GRANTHOM-
COSTA; COUTINHO, 2020). Diante da abrangente bio-
diversidade das macroalgas, evidencia-se uma rica fonte de
produtos naturais inéditos para o desenvolvimento de supe-
ralimentos 4 base de algas (algae-based). Além das fungdes ja
estudadas, hd exemplos recentes de que uma suplementagio
nutricional adequada pode favorecer a recuperagio, o trata-
mento e a melhora especificamente do desempenho fisico
(GURNEY; SPENDIFF, 2022). Combatentes, assim como
atletas que praticam exercicios de resisténcia extenuante,
podem sofrer danos musculares mediados por inflamagio
ou estresse oxidativo, como j4 relatado entre os militares da
prépria Marinha do Brasil (SILVA et al., 2021). Ha relatos
correlacionando o consumo das algas com o desempenho do
exercicio anaerdbico e aerdbico i resisténcia fisica e a redu-

¢do no aparecimento de fadiga, atribuidos as propriedades
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antioxidantes e anti-inflamatérias dos seus macronutrientes
e micronutrientes (LORENZO et al., 2023).

Nesse estudo, também se tornou relevante considerar as
maiores fontes do macronutriente 6mega 3, composto princi-
palmente por écido eicosapentaendico (EPA) e dcido docosah-
exaendico (DHA), utilizando outra estratégia biotecnoldgica
marinha sustentdvel denominada ce//-based. O consumo des-
ses suplementos ou do pescado rico em émega 3 ja foi asso-
ciado a diversos beneficios a satide humana, incluindo efeitos
anti-inflamatérios, antioxidantes, anti-hipertensivos, neuro-
protetores e anticAncer (HASSAN et al., 2020). Virios estu-
dos também sugerem um efeito potencialmente benéfico da
suplementagio de EPA ¢ DHA no desempenho fisico atra-
vés da melhoria da capacidade de resisténcia e do inicio tar-
dio da fadiga muscular (THIELECKE; BLANNIN, 2020).
Entretanto, sdo raros os estudos que abordam a variagdo na
sua dose e tempo de suplementacio ideal, que varia de acordo
com a demanda energética (OCHI; TSUCHIYA, 2018).

A tecnologia cel/-based de inovagio vem buscando desen-
volver alimentos através das células dos organismos marinhos
de forma independente da fonte original, ou seja, o préprio
pescado (FEDDERN et al., 2023). O manejo da matéria-
-prima celular responsavel pela formagdo do(s) 6rgio(s)
dos organismos marinhos comestiveis, ricos em dmega 3 e
outros nutracéuticos, torna-se potencialmente um produto de
melhor qualidade, por estar em ambiente controlado livre de
metais pesados, por exemplo, e com flexibilidade nutricional,
podendo se adequar a demanda energética (FAO, 2023; GFI,
2023; JACKSON, 2022).

Diante do exposto, este estudo utilizou uma tecnologia
inédita e inovadora no pais, com aplica¢io dual, trazendo novas
perspectivas para a nutri¢do humana com base em biotecno-
logia celular marinha, seja através de estratégias com microal-
gas, as chamadas tecnologias algae-based, com macroalgas, ou

cell-based, com células de diferentes organismos marinhos.

2. OBJETIVO

Desenvolver tecnologia de superalimento a base de pro-
dutos naturais marinhos através das tecnologias ce//-based e
algae-based, ricos em proteinas, lipidios, carboidratos e nutra-
céuticos, como fonte de energia a longo prazo com relevante

valor nutricional.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA DOS ORGANISMOS
MARINHOS: MATERIA-PRIMA
DA TECNOLOGIA CELL-BASED

Os organismos marinhos escolhidos para este estudo
foram a ostra, a vieira, o siri azul e o robalo. As cinco ostras,
da espécie Crassostrea gigas, foram adquiridas na fazenda
marinha na Reserva Extrativista Marinha de Arraial do
Cabo, Rio de Janeiro (R]) (Figura 1A). Os dois siris adultos,
Callinectes sp., foram coletados na Lagoa de Araruama em
Cabo Frio, RJ (Sisbio: 86022-1) (Figura 1B). As cinco viei-
ras adultas, da espécie Nodipecten nodosus, foram adquiridas
de fazenda marinha na Baifa da ITha Grande no municipio
em Angra dos Reis, RJ, e mantidas em lanternas ancora-
das na balsa de pesquisa do instituto, localizada na Ilha de
Cabo Frio — Arraial do Cabo (Figura 1C). Para a dissec-
¢do e o cultivo celular, os espécimes foram aclimatados no
Laboratério Experimental Marinho (LEM) do IEAPM
em dgua do mar artificial por pelo menos 24 h até o inicio
dos experimentos.

Ja os seis Robalos, Centropomus sp., foram adquiridos no

Delta do Parnaiba (Piaui), onde os filés foram processados no

laboratério da EMBRAPA. Esse pescado foi utilizado apenas

Fonte: (D) Ueberschar, B (Fishbase).

Figura 1. Organismos marinhos estudados na
tecnologia cell-based. (A) a ostra, Crassostrea gigas
(B) o siri, Callinectes sp. (C) a vieira, Nodipecten
nodosus. (*) musculo adutor; (ponta de seta)
branquias. (D) o peixe, Centropomus sp.
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para a caracteriza¢do estrutural do musculo que compde o

filé de peixe (Figura 1D).

3.2. CULTURA CELULAR

Os organismos marinhos foram processados no Laboratério
de Biotecnologia Celular do IEAPM para a obtengio das
células. Apés a anestesia e desinfecgdo dos animais em dgua
deionizada gelada, eles foram submetidos inicialmente a
limpeza externa realizada através de escovagio da concha e
lavagem com dgua destilada. Apés essa etapa, ostras, siris e
vieiras foram transferidos para a cabine de seguranca, desin-
fectados novamente, e, em ambiente estéril, foram dissecados
os seguintes 6rgios: brinquias e musculo adutor das ostras;
musculo cardiaco dos siris; e musculo adutor das vieiras.
Os 6rgdos foram processados no formato de explante e de
células dissociadas mecanicamente e enzimaticamente com
0,25% de tripsina ou 0,05% de papaina, em meio Leibovitz
L-15 modificado e 10% de soro fetal bovino. Os cultivos pri-

madrios foram acompanhados de 9 a 15 dias.

3.3. ANALISE HISTOLOGICA

O processamento morfolégico foi realizado no Laboratério
de Histologia do IEAPM, com o intuito de caracterizar e
comparar os tipos celulares dos organismos marinhos esco-
lhidos, além de estudar a estrutura muscular dos filés de peixe
nas apresentagbes crua e cozida por 10 minutos, em forno
elétrico. Todas as amostras foram fixadas em solugio de for-
mol 10%, por pelo menos 24 horas, sendo em seguida desi-
dratadas em série alcodlica, diafanizadas em xilol, incluidas
em parafina e seccionadas no micrétomo com 5 um de espes-
sura. As laminas foram coradas com Hematoxilina/Eosina
(H&E) e Tricromico de Mallory para posterior andlises
microfotogréficas utilizando o software Image-J. Foram rea-
lizadas diferentes biometrias das fibras musculares dos filés
de peixe, como medida do maior didmetro e da densidade da
fibra muscular dividindo o nimero de fibras pela drea total
da secdo transversal, comparando diferengas estruturais entre

amostras cruas e cozidas.

3.4. MICROALGAS, CIANOBACTERIAS
E MACROALGAS: ORIGEM DA
TECNOLOGIA ALGAE-BASED

O Laboratério de Microalgas do IEAPM possui um

acervo de diferentes cepas e capacidade de cultivo, isolamento
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e caracterizagdo da microbiologia local hd mais de 30 anos.
Inicialmente, foram realizadas bioprospecgio e andlise do valor
nutricional das cianobactérias e microalgas. A Figura 2 mos-
tra a morfologia da cianobactéria Spirulina sp.,da microalga
Chlorella sp. e da Tetraselmis sp. (Figura 2A-2C).

A macroalga verde Caulerpa racemosa foi coletada na zona
infralitoral de Buzios-R] (Sisbio: 86022-1), sendo triadas,
limpas, congeladas, liofilizadas e maceradas em grinulos finos
no Laboratério de Produtos Naturais Marinhos do IEAPM
(Figuras 2D e 2E). Foram feitas simula¢des 3D do supera-
limento algae-based e cell-based para visualizagio do suple-
mento final em p6, que pode ser encapsulado, ou em “jujuba
supernutritiva’, considerando a mobilidade e as condi¢des

em campo dos combatentes (Figura 2F).

4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DA
TECNOLOGIA CELL-BASED
Inicialmente, verificou-se que hd varia¢do nas quantida-
des de macromoléculas dos organismos escolhidos (Tabela 1).
A flexibilidade de manipulagdo desses valores nutricionais
torna-se possivel in vitro com o estudo da constituigdo celu-
lar desses organismos, seja morfoldgica, por histologia, seja
através da biotecnologia celular (Figura 3).
A Figura 3A ilustra um 6rgio dissecado da ostra, as brin-

quias, que estdo presentes em todo redor do animal, que é

Fonte: (A - C) Disponivel em: https://www.ccap.ac.uk/.
Acesso em: 29 ago. 2023.

Figura 2. Imagens da cianobactéria, microalgas

e macroalgas incluidos no estudo. (A) Spirulina

sp. (B) Chlorella sp. (C) Tetraselmis sp.

(D) Caulerpa racemosa in natura e (E) em granulos.
(F) apresentacoes dos superalimentos.
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Tabela 1. Composi¢ao nutricional por 100 g de parte comestivel in natura.

Acido docosahexaenéico

Organismo Proteinas Lipidios Carboidratos
Ostra 9,45 g 2,39 4,959

Siri : 1819 : 1,08 g 0,04 g
Vieira : 12,19 0,49 g : 31849
Robalo : 18,9 g 3,699 : Og

Acido eicosapentaenéico

0,438 ¢g 0259
0179 0159
0,042 g 0,061g
0238g 0,357 g

Fonte: Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (2018).

Figura 3. Caracterizacdao morfolégica por histologia e biotecnologia celular, parametros para tecnologia cell-based.
Branquias dissecadas de ostra, (A) cujo corte transversal foi corado com H&E e (B) explante com células redondas
ao redor, sugerindo migragao. Musculo adutor de ostra, (C) cujo corte transversal foi corado com Tricromico

de Mallory e (D) apresenta células dissociadas e isoladas fusiformes. Musculo cardiaco de siri, (E) cujo corte
transversal foi corado com H&E e (F) observamos agregados celulares préximos ao explante. Musculo adutor de
vieira, (G) corte longitudinal corado com H&E e (H) células abundantes e homogéneas, tipo fusiformes. Laminas
histolégicas com barra de escala: 100 um. Fotomicrografias em contraste de fase com magnificacdo de 200 e 400X.

ingerido inteiro. Observou-se que os filamentos branquiais
compostos por tecido epitelial ciliado, matriz extracelular
rica em coldgeno, preenchendo os espagos interfilamentares.
A partir de 24 h de cultivo das células desse tecido, foi pos-
sivel perceber diferentes células migrando do explante, cilia-
das, arredondadas ou amebéides, comprovando a versatilidade
do modelo in vitro (Figura 3B). J4 a histologia do musculo
adutor das ostras demonstrou duas por¢des teciduais suge-
rindo os tecidos musculares liso e estriado, junto ao tecido
conjuntivo conectivo que promove a sustentagio das miofi-

brilas (Figura 3C). Na cultura das células do musculo adutor,

observaram-se células fusiformes isoladas, mimetizando a
assinatura morfoldgica desse tecido (Figura 3D). Na histo-
logia do musculo cardiaco do siri, foi observada a presenga de
mais tecido conjuntivo frouxo em comparag¢io com a ostra,
com células arredondadas dispersas pelo limen semelhantes
as células que vemos na cultura do explante, com morfologia
de agregados celulares (Figuras 3E e 3F). O modelo da vieira
mostrou-se mais reprodutivel comparado aos demais, uma vez
que o musculo adutor protuberante apresenta tipos celulares
tusiformes mais homogéneos e reprodutiveis, podendo assim

otimizar a tecnologia ce//-based (Figuras 3G e 3H).
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4.2. CARACTERIZACAO HISTOLOGICA
PARA PERFIL SENSORIAL DO
ALIMENTO CELL-BASED

Um critério mundial muito discutido na literatura é a
mimetizag¢io do alimento ce//-based como se fosse o alimento
in natura. Apesar da versatilidade de superalimento poder
ser um suplemento de ficil transporte (vide simulagdes na
Figura 2F), a histologia permitiu identificar a estrutura mus-

cular do filé do peixe, evidenciando fibras transversais mais

facilmente visualizadas quando comparadas as fibras longi-
tudinais, considerando a imagem macroscépica das amostras
(Figuras 4A e 4B). Na coloragio de H&E foi possivel obser-
var as camadas musculares entre os feixes e fibras e elucidar
estruturalmente as duas condigbes experimentais analisadas
(Figuras 4C e 4D). Ainda, foi observada uma menor den-
sidade de fibras nos cortes cozidos, mas um maior didmetro
dessas fibras quando comparadas as amostras cruas, sendo

estatisticamente significativo (Figuras 4E e 4F).

Figura 4. Parametros morfolégicos do pescado. Amostras de Robalo (A) cru e (B) cozido. Alteragdes morfoldgicas
observadas na histologia das amostras (C) cruas e (D) cozidas. (E) Densidade e (F) didmetro das fibras musculares
de amostras de Robalo cru e cozido. Os dados representam a média + erro padrao. Analise estatistica utilizada foi o
teste t-student e ANOVA com pds-teste de Tukey, ****p < 0,05.
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4.3. VALOR NUTRICIONAL DAS
MICROALGAS E DA MACROALGA
VERDE NA TECNOLOGIA ALGAE-BASED

Recentemente, a popularizagio da Spirulina sp. e da
Chlorella sp. como superalimento do futuro tem impactado
diferentes dreas de atuacio, inclusive as for¢as aeroespaciais
americanas, como jd descrito. Entretanto, considerando a
literatura e o local estratégico e a infraestrutura do IEAPM,

existe uma biodiversidade relevante que foi considerada para

o desenvolvimento de novos superalimentos, pois as quan-
tidades de micro- e macronutrientes podem até superar as
encontradas naqueles populares. A Tabela 2 mostra essas
comparagdes, evidenciando um potencial biotecnolégico
ainda pouco explorado e com aplicagio inédita na Marinha.

Macroalgas sdo organismos superiores e mais comple-
xo0s que microalgas. Possuem diversas aplicagbes gastrono-
micas, sendo utilizadas como temperos, aromatizantes ou

em pratos principais. Conhecidas como green caviar ou sea

Tabela 2. Composicao percentual de macronutrientes de microalgas, cianobactérias e macroalgas.

Organismo

Proteina (%)

Carboidrato (%)

Lipidios (%)

Cianobactéria

Spirulina platensis
Spirulina maxima 7 60-70 7
Synechococcus sp. 7 63 7
Anabaena sp. 2 7 48
Microalga - 7 7
Chlorella sp. 51;58
Scenedesmus sp. 63
Dunaliella sp. - 7 49;57 7
Euglena sp. 7 39;61 7
Prymnesium sp. 7 28;45 7
Chlamydomonas sp. 7 43;56 7
Porphyridium sp. 7 28;39 7
Spirogyra sp. 7 6—20 7
Tetraselmis sp. 52
Pavlova sp. - 7 24;29 7
Macroalga 7 7 7
Enteromorpha intestinalis 6.i5
Rhizoclonium riparium 2 7 21.69
Lola capillaris 407.87
Ulva lactuca 8.44
Catenella repns 8.42
Polysiphonia mollis 16.759

50-65

8-14 s
13;16 - 6—7
175 - 117
257—730 - 4-7
12;17 14—22
175 - 117
4-32 68
14;18 - 14—20
25;33 22—38
2.9;17 14-22
507-757 - -V
337—764 - 11—21
17573 - 16-45
6;9 - 9—14
36.58 - 7.13
15;34 - 3.37
22.32 4.05
35.27 4.36
287.796 5.29
257.781 5.79

Fonte: Adaptado de Roy e Pal (2015).
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grapes, macroalgas do género Caulerpa spp. sio utilizadas na
alimenta¢io humana, consumidas na forma de saladas entre
as comunidades costeiras asidticas (KUMAR et al., 2011).
O valor nutricional dessas algas compreende aproximada-
mente 10,4% de proteinas, 38,7% de carboidratos e 1,1%
de lipideos (BEZERRA, 2022), com maior propor¢io de
carboidratos quando comparadas a outras macroalgas ver-
des que fazem parte da dieta humana (4,5% para Codium,
31,8% para Monostroma e 16,4% para Ulva). Comparando o
teor proteico, Caulerpa e Codium (10,5%) possuem as maio-

res pOI'CCIltagCIlS.

5. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste estudo evidenciam o
potencial tecnolégico e de inovagio através da biotecnolo-
gia celular marinha no desenvolvimento de estratégias para
caracterizagdo e manipulagio in vitro das células e do con-
tetido nutricional dos organismos marinhos, microalgas,
cianobactérias e macroalgas para atender a necessidade de
macronutrientes e micronutrientes relevantes a esse perfil de
demanda energética, incrementando o perfil do combatente
da Marinha do Futuro.
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