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Abstract 

The study depicts the use of various green extraction techniques including supercritical fluid 

extraction, ultrasound assisted extraction, enzyme assisted extraction and subcritical water 

extraction to utilize each fraction of an algal biomass for its conversion to value added 

products. In our research, we used the pilot scale algal biofilm reactor (100 L) to cultivate the 

microalgal consortia PA6 (Chlorella sp. and Phormidium sp.), and we procured red, green, 

and brown macroalgal biomass from the coasts of Tamil Nadu and Chilika lake, Orissa, 

India. The physicochemical characterization of biomass revealed that it contains high amount 

of carbohydrate (~ 20.4 ± 0.5 %), protein (~ 30 ± 0.9 %), fiber, dietary fiber, and minerals. 

The first step towards the valorization of algal biomass was extracting lipids using 

supercritical fluid extraction technique (SFE). The maximum lipid yield (~ 3 ± 0.4 %) was 

obtained by PA6 biomass which was found rich in polyunsaturated fatty acids content (20.68 

%) with the presence of eicosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid, α-linolenic acid, 

linoleic acid and arachidonic acid. The residual biomass after SFE showed recovery of 27.1 ± 

0.9 mg g-1 of total carotenoids, which could have applications in food industry. 

The second stage of biomass valorization focuses on the polysaccharides contained in the 

SFE residual biomass. Using subcritical water (ScW) approach, ~ 14 % fucoidan and ~ 48 % 

of sodium alginate was recovered from SFE residual brown macroalgae. Furthermore, 

ultrasonication assisted approach recovered ~ 56 % of κ-carrageenan from SFE residual red 

macroalgae. Fucoidan and κ-carrageenan had sulfate content of 25 % and 28.5 %, 

respectively, which contributes to their biological activity. Analysis of monosaccharide 

composition of fucoidan reveals that ScW approach recovers highest content fucose (54.37 

%) and galactose (83.32 %) with small amounts of arabinose, glucose, glucuronic acid, 

mannitol, mannose, rhamnose and xylose. The alginate derived from ScW revealed the 

presence of mannuronic (M) and guluronic acids (G) with M/G ratio greater than 1, fulfilling 
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WHO and FAO guidelines for the nutraceutical and pharmaceutical industries. κ-carrageenan 

exhibited a monosaccharide content of 3,6-anhydrogalactose (38.7 %) and galactose (23.1 

%), as well as rheological properties within FAO limitations that can be explored for food-

grade applications. In addition, it was shown that these extraction methods are selective for 

polyphenolic and flavonoid compounds, hence enhancing their antioxidant potential. These 

polysaccharides exhibited strong invitro 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl scavenging activity 

(up to 88 %), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid radical scavenging 

activity (up to 80 %) and ferric reducing antioxidant power value. Hence, polysaccharides 

from macroalgae were recovered using environmentally friendly, sustainable methods with 

potential uses in the food, pharmaceutical, and cosmetics industries.  

The final stage of biomass valorisation concentrates on the proteins present in the SFE 

residual biomass with the goal of producing a minimal quantity of waste by products. The 

protein yield in algal biomass using different pre-treatments including ultrasonication and 

homogenization varied from 0.1 mg g-1 to 55.3 mg g-1. P. tetrastromatica exhibited the 

maximum protein yield, therefore it was further optimised using ScW hydrolysis under 

various temperature and time conditions. The optimum conditions for obtaining the 

maximum protein (127.2 ± 1.1 mg g-1), free amino acids (58.4 ± 1.0 mg g-1), highest degree 

of hydrolysis (58.8 ± 1.2 %) and low molecular weight peptides (< 650 Da) were found to be 

220 ˚C for 10 minutes. The amino acid profiling of the hydrolysate revealed that it contains 

45 % essential amino acids, with the highest concentration of methionine (0.18 %), isoleucine 

(0.12 %) and leucine (0.10 %). It was found that the hydrolysate contains phenolics (23.9 ± 

1.4 mg GAE g-1) and flavonoids (1.23 ± 0.1 mg QE g-1), which are largely responsible for 

antioxidant activity. The hydrolysate effectively inhibits acetylcholinesterase ( up to 53 %) 

and α-amylase ( up to 16 %) invitro, which can help in prevention of Alzheimer's disease and 

diabetes mellitus. Consequently, this study reveals that utilising eco-friendly subcritical water 
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hydrolysis method, ~ 79 % of protein was recovered from P. tetrastromatica, which might be 

an effective source as bioactive peptides in various nutraceutical, pharmaceutical and 

cosmeceutical applications.  

In addition, the sulfated polysaccharides carrageenan and fucoidan extracted from red and 

brown macroalgae utilizing green emerging techniques were evaluated for their potential in 

inhibiting severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) by targeting its 

main protease (3CLpro) and receptor binding domain (RBD) through invitro and insilico 

approach. According to the findings of our invitro study, κ-carrageenan from red macroalgae 

was effective in inhibiting the 3CLpro of SARS-CoV-2 by up to 93 %, whereas fucoidan from 

brown macroalgae was effective in inhibiting the 3CLpro of SARS-CoV-2 by up to 97 %. 

However, none of the sulfated polysaccharides were found to be active against the RBD 

protein. Molecular docking investigations of fucoidan revealed the lowest binding energy (-

6.0 kcal mol-1) for 3CLpro compared to carrageenan (-5.2 kcal mol-1). Molecular dynamics 

simulations results revealed that carrageenan and fucoidan successfully binds to the active 

site of the 3CLpro while retaining the structural integrity and stability of protein-ligand 

complexes. The Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion (ADME) properties 

have been met by both compounds, although only fucoidan obeyed Lipinski's rule of five. 

The toxicity parameters suggested that neither of the compounds exhibit AMES toxicity, 

hepatoxicity and skin sensitivity. Hence, carrageenan and fucoidan from macroalgae could 

act as possible inhibitors in regulating the function of the 3CLpro protein, hence inhibiting 

viral replication and being effective against COVID 19. 

Hence, the study brings out a promising pathway to valorize algal biomass by extracting 

multiple value-added compounds using green techniques for multiple industrial applications, 

thereby targeting a minimum waste generation approach. Besides, this study also highlights 

the limitations for practical implications at industrial scale. For this, a systematic study on 
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industrial scale cultivation and harvesting of algal biomass along with its life cycle 

assessment and techno-economic analysis is recommended to ensure recovery of similar 

types of industrially relevant food/pharma value products in a sustainable manner.   
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साराांश 

अध्ययन में मूल्य वर्धित उत्पाद ों में इसके रूपाोंतरण के र्िए शैवाि बाय मास के प्रते्यक अोंश का उपय ग करने के 

र्िए र्वर्िन्न हरी र्नष्कर्िण तकनीक ों के उपय ग क  दशािया गया है। हमारे श ध में, हमने माइक्र एल्गि 

कों स र्टिया PA6 (क्ल रेिा एसपी. और फ र्मिर्ियम एसपी.) की खेती के र्िए पायिट से्कि एल्गि बाय र्फल्म 

ररएक्टर (100 एि) का इसे्तमाि र्कया, और हमने तर्मिनािु और र्िल्का झीि, उडीसा, िारत के तट ों से िाि, 

हरे और िूरे रोंग के मैक्र एिगि बाय मास की खरीद की। बायोमास के भौतिक-रासायतिक लक्षण वणणि से पिा 

चला है तक इसमें उच्च मात्रा में काबोहाइड्र ेट (~ 20.4 ± 0.5%), प्रोटीि (~ 30 ± 0.9%), आहार फाइबर और 

खतिज शातमल हैं। अल्गल बायोमास के मूल्यवर्णि की तिशा में पहला किम सुपरतितटकल द्रव तिष्कर्णण 

िकिीक (एसएफई) का उपयोग करके तलतपड् तिकालिा था। अतर्किम तलतपड् उपज (~ 3 ± 0.4%) PA6 

बायोमास द्वारा प्राप्त तकया गया था जो ईकोसापेनै्टिेिोइक एतसड्, ड्ोकोसाहेक्साएिोइक एतसड्, α-तलिोलेतिक 

एतसड्, तलिोलेतिक एतसड् और एरातचड्ोतिक एतसड् की उपस्थथति के साथ पॉलीअिसेचुरेटेड् फैटी एतसड् 

सामग्री (20.68%) में समृद्ध पाया गया था। एसएफई के बाि अवतशष्ट बायोमास िे कुल कैरोटेिॉयड््स के 27.1 

± 0.9 तमलीग्राम जी-1 की ररकवरी तिखाई, तजसका खाद्य उद्योग में अिुप्रयोग हो सकिा है। 

बायोमास वैलोराइजेशि का िूसरा चरण एसएफई अवतशष्ट बायोमास में तितहि पॉलीसेकेराइड् पर कें तद्रि है। 

सबतितटकल वाटर (ScW) दृतष्टकोण का उपयोग करिे हुए, ~ 14% फू्यकोइड्ाि और ~ 48% सोतड्यम 

एस्ल्गिेट SFE अवतशष्ट ब्राउि मैिोलेगा से बरामि तकया गया। इसके अलावा, अल्ट्र ासोतिकेशि अतससे्टड् एप्रोच 

िे एसएफई अवतशष्ट लाल मैिोलेगा से ~ 56% of-कैरेजेिि बरामि तकया। Fucoidan और κ-carrageenan 

में िमशः  25% और 28.5% की सले्फट सामग्री थी, जो उिकी जैतवक गतितवतर् में योगिाि करिी है। 

फू्यकोइड्ाि के मोिोसेकेराइड् संरचिा के तवशे्लर्ण से पिा चलिा है तक ScW दृतष्टकोण उच्चिम सामग्री 

फू्यकोस (54.37%) और गैलेक्टोज (83.32%) को कम मात्रा में अरतबिोज, गू्लकोज, गू्लकोरोतिक एतसड्, 

मैतिटोल, मैिोज, रमिोज और जाइलोज के साथ ठीक करिा है। ScW से प्राप्त एस्ल्गिेट िे नू्यटर ासू्यतटकल और 

फामाणसु्यतटकल उद्योगो ंके तलए WHO और FAO तिशातििेशो ंको पूरा करिे हुए 1 से अतर्क M/G अिुपाि के 

साथ मैनू्यरोतिक (M) और गुलुरोतिक एतसड् (G) की उपस्थथति का खुलासा तकया। κ-कैरेजेिि िे 3,6-
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एिहाइड्र ोगैलेक्टोज (38.7%) और गैलेक्टोज (23.1%) की एक मोिोसेकेराइड् सामग्री के साथ-साथ एफएओ 

सीमाओ ंके भीिर ररयोलॉतजकल गुण प्रितशणि तकए तजन्हें खाद्य-गे्रड् अिुप्रयोगो ं के तलए खोजा जा सकिा है। 

इसके अलावा, यह तिखाया गया था तक ये तिष्कर्णण तवतर्यां पॉलीफेिोतलक और फे्लवोिोइड् यौतगको ंके तलए 

चयिात्मक हैं, इसतलए उिकी एंटीऑक्सीड्ेंट क्षमिा को बढािी हैं। इि पॉलीसेकेराइड् िे मजबूि इितवटर ो 2,2-

ड्ाइफेतिल-1-तपिीलहाइड्र ाजाइल सफाई गतितवतर् (88% िक), 2,2'-एतजिो-बीआईएस (3-

एतथलबेिजोतथयाजोतलि-6-सल्फोतिक) एतसड् कट्टरपंथी सफाई गतितवतर् (80% िक) प्रितशणि की और फेररक 

एंटीऑक्सीड्ेंट पावर वैलू्य को कम करिा है। इसतलए, भोजि, िवा और सौिंयण प्रसार्ि उद्योगो ंमें संभातवि 

उपयोग के साथ पयाणवरण के अिुकूल, तटकाऊ िरीको ंका उपयोग करके मैिोलेगा से पॉलीसेकेराइड् बरामि 

तकए गए थे। 

बायोमास वैलोराइजेशि का अंतिम चरण एसएफई अवतशष्ट बायोमास में मौजूि प्रोटीि पर ध्याि कें तद्रि करिा 

है, तजसमें उत्पािो ंद्वारा नू्यििम मात्रा में अपतशष्ट का उत्पािि होिा है। अल्गल बायोमास में अल्ट्र ासोतिकेशि 

और होमोजेिाइजेशि सतहि तवतभन्न पूवण-उपचारो ंका उपयोग करके प्रोटीि की उपज 0.1 तमलीग्राम ग्राम-1 से 

55.3 तमलीग्राम ग्राम-1 िक तभन्न होिी है। पी. टेटर ास्टर ोमैतटका िे अतर्किम प्रोटीि उपज का प्रिशणि तकया, 

इसतलए इसे तवतभन्न िबाव और िापमाि स्थथतियो ंके िहि ScW हाइड्र ोतलतसस का उपयोग करके और अतर्क 

अिुकूतलि तकया गया। अतर्किम प्रोटीि (127.2 ± 1.1 तमलीग्राम ग्राम-1), मुक्त अमीिो एतसड् (58.4 ± 1.0 

तमलीग्राम ग्राम-1), हाइड्र ोतलतसस की उच्चिम तड्ग्री (58.8 ± 1.2 %) और कम आणतवक भार पेप्टाइड््स (<650 

Da) प्राप्त करिे के तलए इष्टिम स्थथतियां 10 तमिट के तलए 220 तड्ग्री सेस्ियस पर पाया गया। हाइड्र ोलाइजेट 

के अमीिो एतसड् प्रोफाइतलंग से पिा चला है तक इसमें मेतथओतिि (0.18%), आइसोलू्यतसि (0.12%) और 

लू्यसीि (0.10%) की उच्चिम सांद्रिा के साथ 45% आवश्यक अमीिो एतसड् होिे हैं। यह पाया गया तक 

हाइड्र ोलाइजेट में फेिोतलक्स (23.9 ± 1.4 तमलीग्राम ग्राम-1) और फे्लवोिोइड््स (1.23 ± 0.1 तमलीग्राम कू्यई 

ग्राम-1) शातमल हैं, जो एंटीऑक्सीड्ेंट गतितवतर् के तलए काफी हि िक तजमे्मिार हैं। हाइड्र ोलाइजेट िमशः  

17.9 ± 0.1 तमलीग्राम तमलीलीटर-1 और 16.0 ± 0.5 % के IC50 मूल्यो ं के साथ इि तवटर ो में 

एतसटाइलकोतलिेस्टरेज और अल्फा-एतमलेज को प्रभावी ढंग से रोकिा है, जो अल्जाइमर रोग और मरु्मेह 

मेलेटस की रोकथाम में मिि कर सकिा है। ििीजिि, इस अध्ययि से पिा चलिा है तक पयाणवरण के अिुकूल 
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सबतितटकल वॉटर हाइड्र ोतलतसस तवतर् का उपयोग करिे हुए, पी. टेटर ास्टर ोमैतटका से 79% प्रोटीि बरामि तकया 

गया, जो तवतभन्न नू्यटर ासू्यतटकल, फामाणसू्यतटकल और कॉस्िकू्यतटकल अिुप्रयोगो ंमें बायोएस्क्टव पेप्टाइड््स के 

रूप में एक प्रभावी स्रोि हो सकिा है। 

इसके अलावा, ग्रीि उभरिी प्रौद्योतगतकयो ंका उपयोग करिे हुए लाल और भूरे रंग के मैिोलेगा से तिकाले गए 

सले्फटेड् पॉलीसेकेराइड््स कैरेजेिि और फू्यकोइड्ाि का मूल्यांकि इसके मुख्य प्रोटीज (3CLpro) और ररसेप्टर 

बाइंतडं्ग ड्ोमेि (RBD) को लतक्षि करके गंभीर िीव्र श्वसि तसंड्र ोम कोरोिावायरस 2 (SARS-CoV-2) को 

इितवटर ो और इंतसतलको दृतष्टकोण के माध्यम से बातर्ि करिे में उिकी क्षमिा को िेखा गया था। हमारे इितवटर ो 

अध्ययि के तिष्कर्ों के अिुसार, लाल मैिोलेगा से κ-कैरेजेिि SARS-CoV-2 के 3CLpro को 93 % िक बातर्ि 

करिे में प्रभावी था, जबतक ब्राउि मैिोलेगा से फू्यकोइड्ाि SARS-CoV-2 के 3CLpro को 97% िक बातर्ि 

करिे में प्रभावी था। हालांतक, आरबीड्ी प्रोटीि के स्खलाफ कोई भी सल्फाटेड् पॉलीसेकेराइड् तिस्िय िही ं

पाया गया। फू्यकोइड्ाि की आणतवक ड्ॉतकंग (-6.0 kcal mol-1) जांच से पिा चला है तक कैरेजेिि (-5.2 

तकलो कैलोरी मोल-1) की िुलिा में 3CLpro के तलए सबसे कम बाध्यकारी ऊजाण है। आणतवक गतिकी 

तसमुलेशि पररणामो ंसे पिा चला है तक प्रोटीि-तलगैंड् पररसरो ंकी संरचिात्मक अखंड्िा और स्थथरिा को बिाए 

रखिे हुए कैरेजेिि और फू्यकोइड्ाि सफलिापूवणक 3CLpro की सतिय साइट से जुड़िे हैं। अवशोर्ण, तविरण, 

चयापचय, और उत्सजणि (एड्ीएमई) गुण िोिो ंयौतगको ंद्वारा तमले हैं, हालांतक केवल फू्यकोइड्ाि िे तलतपंस्की के 

पांच के तियम का पालि तकया। तवर्ाक्तिा पैरामीटर बिािे हैं तक यौतगको ंमें से कोई भी एएमईएस तवर्ाक्तिा, 

हेपेटॉस्क्सतसटी और त्वचा संवेििशीलिा प्रितशणि िही ं करिा है। इसतलए, मैिोलेगा से कैरेजेिि और 

फू्यकोइड्ाि 3CLpro प्रोटीि के कायण को तवतियतमि करिे में संभातवि अवरोर्क के रूप में कायण कर सकिे हैं, 

इसतलए वायरल प्रतिकृति को रोकिे हैं और COVID 19 के स्खलाफ प्रभावी होिे हैं।  

इसतलए, अध्ययि कई औद्योतगक अिुप्रयोगो ंके तलए हररि प्रौद्योतगतकयो ंका उपयोग करके एक आशाजिक 

मागण सामिे लािा है, तजससे नू्यििम अपतशष्ट उत्पािि दृतष्टकोण को लतक्षि तकया जािा है। इसके अलावा, 

अध्ययि औद्योतगक पैमािे पर व्यावहाररक प्रभाव की सीमाओ ंपर भी प्रकाश ड्ालिा है। इसके तलए, समाि 

प्रकार के औद्योतगक रूप से प्रासंतगक खाद्य/फामाण वैलू्य उत्पािो ंकी सिि िरीके से ररकवरी सुतितिि करिे के 



xi 
 

तलए, इसके जीवि चि मूल्यांकि और िकिीकी-आतथणक तवशे्लर्ण के साथ-साथ शैवाल बायोमास की 

औद्योतगक पैमािे पर खेिी और कटाई पर एक व्यवस्थथि अध्ययि की तसफाररश की जािी है। 
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CO2- Carbon dioxide UAE- Ultrasound assisted extraction 

FAO- Food and Agriculture Organization EAE- Enzyme assisted extraction 

PUFAs- Polyunsaturated fatty acids SPs- Sulfated polysaccharides 
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ICPMS- Inductively Coupled Plasma Mass 

Spectrometry 

DHA- Docosahexaenoic acid TGA- Thermogravimetric analysis 

GLA- Gamma-linolenic acids  IC50: Half-maximal inhibitory concentration 

AA- Arachidonic acid NDF- Neutral detergent fibre 

EPA- Eicosapentaenoic acid ADF- Acid detergent fibre 

MAA- Mycosporine-like amino acids ADL- Acid detergent lignin 

EFSA- European food safety authority ANOVA- Analysis of variance 
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DNA- Deoxyribonucleic acid DNSA- 3,5-dinitrosalicylic acid 

RNA- Ribonucleic acid DPPH- 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  
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