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ABSTRACT 

The present work investigated the therapeutic potential of the least explored Chlorella 

minutissima for nutraceutical application. The upscaling of the C. minutissima for biomass 

production was carried out using low-cost NPC media in different setup like 30 L 

photobioreactor and 150 L raceway. It is interesting to note that scaled-up cultivation by 

replacing BG11 with NPC media did not impact the biomass growth negatively which indicate 

that relatively expensive trace elements and other supplements are not required for this C. 

minutissima strain. C. minutissima was rich in abundant protein (26.11%) and essential 

elements (592.32 µg g-1 of iron, and 182.11µg g-1 of zinc). Screening different solvent extracts 

(increasing polarity: hexane>chloroform>ethyl acetate>acetone>methanol>water) where 

acetone extract showed highest activities among other extracts. For the first time, this study 

revealed that acetone extract could protect macromolecules (DNA and Protein) from oxidative 

damage besides effectively reducing the oxidation of β-carotene and meat models by 79.75% 

at 200 ppm and 97.97% at 300 ppm concentrations, respectively.  

Further to evaluate the therapeutic potential, this study employed bioassay-guided 

fractionation of C. minutissima to identify the potential AG inhibitors. The crude acetone 

extract of C. minutissima showed better inhibitory activity than acarbose standard against AG. 

Further, purification and spectral characterization of positive fractions of C. minutissima 

acetone extract led to the construction of virtual ASM library of 178 metabolites comprising 

major classes of terpenoids and alkaloids. Moreover, the computational studies (Ensemble 

Docking and Molecular Dynamic Simulation) of these metabolites against AG inhibition 

showed that Lucidine B obtained from C. minutissima was interacted with 3A4A with the 

least binding energy (-318.089 ± 26.202 KJ mol-1) and hydrogen bond interaction with Glu408 
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(Hydrogen bond occupancy: 122.36 %) depicting non-competitive inhibition. Also, 

pharmacokinetics and toxicological profiling showed that the Lucidine B followed Lipinski 

'Rule of five' and holds good drug-likeness properties. Also, AMES toxicity and oral rat acute 

toxicity suggest that Lucidine B is non-mutagenic (non-carcinogenic) and non-toxic. 

In spite of high protein and bioactive metabolite content, C. minutissima contains low 

dietary fibre content which could be complemented by its incorporation into the millet for the 

development of functional food like cookies as a therapeutic solution for diabetic patients. 

Hence, the current study evidenced the possible use of nutritionally rich C. minutissima as the 

natural key ingredient for the development of Ready to use therapeutic food (RUTF) like 

cookie. The increased incorporation of 1, 2, and 6 % C. minutissima significantly enhanced 

the protein content, phenolics, and essential elements such as calcium, iron, and zinc of the 

cookies. The increased incorporation upto 6% C. minutissima significantly exhibited 

antioxidant potential, reduced the digestibility (69.60 %) and lowered the available sugar (low 

expected glycaemic index: 35.03) in the simulated digestive system. However, in the sensory 

analysis, the higher concentration (6 %) of C. minutissima scored less appreciation due to 

bitterness, despite better nutritional properties. Overall, this work provides a spotlight on the 

utilization of an under-explored C. minutissima as the source of protein and essential nutrients. 

C. minutissima was evidenced as a bioactive reserve of antioxidants and AG inhibitors 

associated with oxidative stress-related disorders like diabetes. This study delivered in-depth 

profiling and unveiled the mechanism of action of AG inhibition along with the development 

of Chlorella-incorporated millet cookies as a therapeutic functional food. 
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सार 

वर्तमान कार्त में नू्यट्र ासु्यटट्कल अनुप्रर्ोग के टलए सबसे कम खोजी गई क्लोरेला टमनुटट्टसमा 

की टिटकत्सीर् क्षमर्ा की जाांि की गई। बार्ोमास उत्पादन के टलए सी. टमनुटट्टसमा का अपसे्कटलांग 

30 एल फोट्ोबार्ोररएक्टर और 150 एल रेसवे जैसे टवटिन्न सेट्अप में कम लागर् वाले एनपीसी मीटिर्ा 

का उपर्ोग करके टकर्ा गर्ा था। र्ह ध्यान रखना टदलिस्प है टक एनपीसी मीटिर्ा के साथ बीजी11 

को प्रटर्स्थाटपर् करके से्कल-अप खेर्ी ने बार्ोमास टवकास पर नकारात्मक प्रिाव नही ां िाला, जो 

दर्ातर्ा है टक इस सी. टमनुटट्टसमा स्ट्र ेन के टलए अपेक्षाकृर् महांगे ट्र ेस र्त्ोां और अन्य पूरक की 

आवश्यकर्ा नही ां है। सी. टमनुटट्टसमा प्रिुर मात्रा में प्रोट्ीन (26.11%) और आवश्यक र्त्ोां (592.32 

µg g-1 आर्रन, और 182.11 µg g-1 टजांक) से समृद्ध था। टवटिन्न टवलार्क अकत  (बढ़र्ी धु्रवर्ा: 

हेके्सन>क्लोरोफॉमत>एटथल एसीटे्ट्>एसीट्ोन>मेथनॉल>पानी) की स्क्रीटनांग जहाां एसीट्ोन अकत  ने अन्य 

अकत  के बीि उच्चर्म गटर्टवटिर्ाां टदखाईां। पहली बार, इस अध्यर्न से पर्ा िला टक एसीट्ोन अकत  

मैक्रोमोलेकू्यल्स (िीएनए और प्रोट्ीन) को ऑक्सीिेटट्व क्षटर् से बिा सकर्ा है, इसके अलावा β-

कैरोट्ीन और माांस मॉिल के ऑक्सीकरण को क्रमर्ः  200 पीपीएम पर 79.75% और 300 पीपीएम 

साांद्रर्ा पर 97.97% र्क कम कर सकर्ा है। 

टिटकत्सीर् क्षमर्ा का मूल्ाांकन करने के टलए, इस अध्यर्न ने सांिाटवर् एजी अवरोिकोां की पहिान 

करने के टलए सी. टमनुटट्टसमा के बार्ोएसे-टनदेटर्र् अांर्ीकरण को टनर्ोटजर् टकर्ा। सी. टमनुटट्टसमा 

के कचे्च एसीट्ोन अकत  ने एजी के खखलाफ एकरबोस मानक की रु्लना में बेहर्र टनरोिात्मक गटर्टवटि 

टदखाई। इसके अलावा, सी. टमनुटट्टसमा एसीट्ोन अकत  के सकारात्मक अांर्ोां के रु्खद्धकरण और 

वणतक्रमीर् लक्षण वणतन के कारण 178 मेट्ाबोलाइट््स की विुतअल एएसएम लाइबे्ररी का टनमातण हुआ, 

टजसमें टे्रपेनोइि्स और एल्कलॉइि्स के प्रमुख वगत र्ाटमल थे। इसके अलावा, एजी टनषेि के खखलाफ 

इन मेट्ाबोलाइट््स के कम्प्यूटे्र्नल अध्यर्न (एने्सबल िॉटकां ग और आणटवक गटर्र्ील टसमुलेर्न) 

से पर्ा िला है टक सी. टमनुटट्टसमा से प्राप्त लू्टसिाइन बी को सबसे कम बाध्यकारी ऊजात (-318.089 

± 26.202 केजे मोल -1) और हाइिर ोजन बांिन के साथ 3 ए 4 ए के साथ इांट्रैक्ट टकर्ा गर्ा था। गू्ल408 

के साथ सहिाटगर्ा (हाइिर ोजन बाांि अटििोग: 122.36%) गैर-प्रटर्स्पिी अवरोि को दर्ातर्ा है। 

इसके अलावा, फामातकोकाइनेटट्क्स और ट्ॉखक्सकोलॉटजकल प्रोफाइटलांग से पर्ा िला है टक 

लू्टसिाइन बी ने टलटपांस्की के 'पाांि के टनर्म' का पालन टकर्ा है और इसमें दवा जैसे अचे्छ गुण हैं। 
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इसके अलावा, एएमईएस टवषाक्तर्ा और मौखखक िूहे की र्ीव्र टवषाक्तर्ा से पर्ा िलर्ा है टक 

लू्टसिाइन बी गैर-उत्पररवर्तजन (गैर-काटसतनोजेटनक) और गैर-टवषाक्त है। 

उच्च प्रोट्ीन और बार्ोएखक्टव मेट्ाबोलाइट् सामग्री के बावजूद, सी. टमनुटट्टसमा में आहार फाइबर की 

मात्रा कम होर्ी है टजसे मिुमेह के रोटगर्ोां के टलए टिटकत्सीर् समािान के रूप में कुकीज़ जैसे 

कार्ातत्मक िोजन के टवकास के टलए बाजरा में र्ाटमल करके पूरक टकर्ा जा सकर्ा है। इसटलए, 

वर्तमान अध्यर्न ने कुकी जैसे उपर्ोग के टलए रै्र्ार टिटकत्सीर् िोजन (आररू्ट्ीएफ) के टवकास के 

टलए प्राकृटर्क प्रमुख घट्क के रूप में पोषण से िरपूर सी. टमनुटट्टसमा के सांिाटवर् उपर्ोग का 

प्रमाण टदर्ा है। 1, 2, और 6% सी. टमनुटट्टसमा के बढे़ हुए समावेर् ने कुकीज़ की प्रोट्ीन सामग्री, 

टफनोटलक्स और कैखशर्र्म, आर्रन और टजांक जैसे आवश्यक र्त्ोां को काफी बढ़ा टदर्ा। 6% सी. 

टमनुटट्टसमा र्क बढे़ हुए समावेर्न ने एां ट्ीऑक्सीिेंट् क्षमर्ा को महत्पूणत रूप से प्रदटर्तर् टकर्ा, 

पािनर्खक्त को कम टकर्ा (69.60%) और टसमु्यलेटे्ि पािन र्ांत्र में उपलब्ध िीनी (कम अपेटक्षर् 

ग्लाइसेटमक इांिेक्स: 35.03) को कम कर टदर्ा। हालााँटक, सांवेदी टवशे्लषण में, बेहर्र पोषण गुणोां के 

बावजूद, सी. टमनुटट्टसमा की उच्च साांद्रर्ा (6%) को कड़वाहट् के कारण कम सराहना टमली। कुल 

टमलाकर, र्ह कार्त प्रोट्ीन और आवश्यक पोषक र्त्ोां के स्रोर् के रूप में कम खोजे गए सी. 

टमनुटट्टसमा के उपर्ोग पर प्रकार् िालर्ा है। सी. टमनुटट्टसमा को मिुमेह जैसे ऑक्सीिेटट्व र्नाव-

सांबांिी टवकारोां से जुडे़ एां ट्ीऑखक्सिेंट् और एजी अवरोिकोां के बार्ोएखक्टव ररजवत के रूप में प्रमाटणर् 

टकर्ा गर्ा था। इस अध्यर्न ने गहन प्रोफाइटलांग प्रदान की और एक टिटकत्सीर् कार्ातत्मक िोजन के 

रूप में क्लोरेला-टनगटमर् बाजरा कुकीज़ के टवकास के साथ-साथ एजी टनषेि की कारतवाई के र्ांत्र का 

अनावरण टकर्ा। 
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