
 

 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Programa de Pós-Graduação em Fármaco e Medicamentos 

Área de Produção e Controle Farmacêuticos 

 

 

 

 

 

 

Aplicação do extrato da microalga Botryococcus braunii em 

formulações cosméticas fotoprotetoras  

 

 

 

Maíra Bueno Ariede 

 

 

 

 

 

Dissertação para obtenção do Título de 

MESTRE 

 

 

Orientador: Prof. Dr. André Rolim Baby 

Coorientador: Prof. Dr. João Carlos Monteiro de Carvalho 

 

 

 

São Paulo 

2016



 

 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Programa de Pós-Graduação em Fármaco e Medicamentos 

Área de Produção e Controle Farmacêuticos 

 

 

 

 

 

 

Aplicação do extrato da microalga Botryococcus braunii em 

formulações cosméticas fotoprotetoras  

 

 

 

Maíra Bueno Ariede 

Versão Original 

 

 

 

 

Dissertação para obtenção do Título de 

MESTRE 

 

 

Orientador: Prof. Dr. André Rolim Baby 

Coorientador: Prof. Dr. João Carlos Monteiro de Carvalho 

 

 

 

São Paulo 

2016



 

 

Maíra Bueno Ariede 

 

 

Aplicação do extrato da microalga Botryococcus braunii em formulações 

cosméticas fotoprotetoras  

 

 

Comissão Julgadora da Dissertação 

para obtenção do Título de Mestre 

 

 

 

Prof. Dr. André Rolim Baby 

Orientador / Presidente 

 

 

 

1º examinador 

 

2º examinador 

 

3º examinador 

 

 

 

São Paulo, ____ de _______________ de 2016. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Dedicatória 

 

 

Dedico esta dissertação 

 

Aos meus pais, Edson e Olga 

Às minhas irmãs, Elouise e Eduarda 

Ao meu namorado, Fernando 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Agradecimentos 

 

Agradeço imensamente aos meus pais, pela confiança, apoio e 

encorajamento, nunca me deixando desistir dos meus sonhos.  

Às minhas irmãs, por toda ajuda e cumplicidade. 

Ao meu namorado, pelo companheirismo e estímulo. 

Ao meu orientador, Prof. Dr. André Rolim Baby, meus sinceros 

agradecimentos pela dedicação, confiança e por compartilhar seus 

conhecimentos. 

Ao meu coorientador, Prof. Dr. João Carlos Monteiro de 

Carvalho, pelo suporte, dicas e ensinamentos. 

A Profa. Dra. Edna Tomiko Myiake Kato, por todos os conselhos e 

ajuda para a realização desta dissertação.  

Aos técnicos do laboratório, Claudinéia e Edgar, por todo o apoio. 

A todos os amigos da pós-graduação, pelos conselhos, experiência 

e ajuda: Thalita, Ana, Thamires, Daniela, Camila, André, 

Michelli, Thayanne, Gabriela, Mirela, Letícia, Nádia, Alexandra, 

João, Eliane, Lina, Tércio, Caroline, Natália e Flávia.      

Á CNPq, pelo auxílio financeiro para a realização da pesquisa. 

Aos funcionários da FCF-USP, em especial ao David, pelo enorme 

suporte.  

 

Sou muitíssimo agradecida a todos que me acompanharam nessa 

trajetória, contribuindo para que este trabalho fosse concluído! 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A tarefa não é tanto ver aquilo que 

ninguém viu, mas pensar o que 

ninguém ainda pensou sobre aquilo 

que todo mundo vê.”  

 

(Arthur Schopenhauer) 



 

 

RESUMO 

ARIEDE, M. B. Aplicação do extrato da microalga Botryococcus braunii 
em formulações cosméticas fotoprotetoras. 2016. 94f. Dissertação 
(Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2016. 
 

Diversos produtos tópicos são desenvolvidos a fim de se evitar os efeitos 

nocivos da radiação ultravioleta (UV), dentre eles, os protetores solares 

constituídos por filtros físicos e/ou químicos. No entanto, os filtros químicos 

podem promover eventos adversos, razão pela qual a busca de ativos em 

fontes naturais tem-se mostrado de grande importância. A microalga 

Botryococcus braunii pode ser de potencial interesse em aplicações 

cosméticas, pois foi descrito que seu extrato aquoso apresentou redução da 

desidratação cutânea, induziu a produção do colágeno, bem como promoveu 

atividade antioxidante. Assim, o estudo visou analisar o auxilio da B. braunii na 

fotoproteção cutânea e na proteção da pele por meio da ação antioxidante in 

vitro. As formulações, constituídas de biomassa da microalga ou de seus 

extratos, acrescidas ou não de filtros, foram avaliadas quanto à: ação 

antioxidante, atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade. A B. braunii 

apresentou bom desempenho de crescimento, contendo lipídeos (25,65%) e 

proteínas (49,17%) em proporção semelhante à descrita na literatura. A 

presença de fenóis totais e a ação antioxidante foram analisadas nos extratos 

obtidos com clorofórmio, metanol e etanol 70%. O extrato obtido com etanol 

70% foi o que apresentou maior concentração de fenóis totais (68,9 µg/mL de 

ácido cafeico), porém inferior ao relatado na literatura; e a ação antioxidante 

não foi considerada significativa ao se comparar com o padrão Trolox®. Nas 

formulações, os extratos foram considerados ineficientes para ação 

antioxidante. Quanto à atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade, a B. 

braunii não apresentou eficácia adequada, existindo, porém, a possibilidade de 

os extratos atuarem na região da luz visível e contribuírem contra os efeitos 

danosos provocados por esta radiação à pele. 

 

Palavras-chave: microalga, Botryococcus braunii, fotoproteção, atividade 

antioxidante. 

 



 

 

ABSTRACT 

ARIEDE, M. B. Application of the Botryococcus braunii microalgae extract 
in sunscreens. 2016. 94f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

Several topical products are developed in order to avoid the harmful effects of 

ultraviolet (UV) radiation, including sunscreens made by physical and/or 

chemical filters. However, chemical filters may promote adverse events, which 

is why the search for actives from natural sources has proven to be of great 

importance. The microalgae Botryococcus braunii may be of potential interest in 

cosmetic applications, because it has been reported that its aqueous extract 

showed a reduction in skin dehydration, induced collagen production and 

promoted antioxidant activity. Thus, the study aimed to analyze the contribution 

of B. braunii in skin photoprotection and skin protection through in vitro 

antioxidant action. The formulations, consisting of biomass from the microalgae 

or their extracts, supplemented or not by filters, were evaluated for: antioxidant 

activity, photoprotective activity in vitro and photostability. The B. braunii 

showed good growth performance, containing lipids (25.65%) and protein 

(49.17%) in similar proportion to the described by the literature. The presence of 

phenolic compounds and antioxidant activity were analyzed in extracts obtained 

with chloroform, methanol and 70% ethanol. The extract obtained with 70% 

ethanol showed the highest concentration of total phenolics (68.9 mg/mL caffeic 

acid), but lower than that reported in the literature; and the antioxidant action 

was not considered significant when compared to the Trolox® standard. In the 

formulations, the extracts were considered inefficient for antioxidant action. In 

relation to the in vitro photoprotection activity and photostability, B. braunii did 

not provide adequate efficacy, however, there is a possibility that the extracts 

have an ability to act in the visible light region and contribute to the protection 

from the harmful effects caused by that radiation to the skin. 

 

 

Keywords: microalgae, Botryococcus braunii, photoprotection, antioxidant 

activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Diversos organismos, por consequência da exposição à radiação 

ultravioleta (UV), desenvolvem mecanismos de defesa a fim de diminuir os 

danos provocados por essa radiação, tais como a expressão e regulação de 

enzimas antioxidantes, a reparação molecular e a síntese de compostos com 

ações fotoprotetoras – como flavonoides, encontrados em plantas diversas; 

melanina, produzida em animais e humanos; micosporina, presente em fungos; 

e aminoácido do tipo micosporina, detectado em cianobactérias, algas e 

animais (PALLELA, NA-YOUNG, KIM, 2010; ROJAS, LONDOÑO, CIRO, 2016; 

SHICK, DUNLAP, 2002; SINHA, SINGH, HÄDER, 2007; SUH et al., 2014). 

 Compreendendo que a radiação UV é capaz de promover diversos 

danos à pele – entre eles o fotoenvelhecimento, caracterizado pela formação 

de rugas profundas e pigmentação anormal, e o câncer –, inúmeros estudos 

possuem por objetivo desenvolver formulações tópicas que contemplam 

substâncias ativas antioxidantes com ação fotoprotetora, as quais podem ser 

incorporadas a filtros solares UV, a fim de evitar tais prejuízos provocados pela 

radiação (GASPAR, CAMPOS, 2007; ROJAS, LONDOÑO, CIRO, 2016; 

SAEWAN, JIMTAISONG, 2015). 

 Diante da possibilidade de encontrar novos compostos com ação 

protetora, as indústrias vêm empregando pesquisas envolvendo componentes 

naturais para o desenvolvimento de produtos cosméticos, principalmente a 

partir de espécies do Reino Vegetal, por apresentarem moléculas ativas que 

podem contribuir para o combate aos danos causados à pele e, também, pela 

atual preferência dos consumidores por produtos naturais – ecológicos e 

produzidos de forma sustentável – em detrimento aos produtos sintéticos. 

Dessa forma, algumas algas e, principalmente, micro-organismos 

fotossintetizantes, que são organismos unicelulares procarióticos 

(cianobactérias) ou eucarióticos (microalgas), são utilizados como fontes 

primárias para a obtenção de componentes bioativos, atuando como 

ingredientes funcionais, podendo ser encontrados em suas composições 

carotenoides, ácidos graxos, polissacarídeos, peptídeos, vitaminas e esteróis. 

Adicionalmente, existe vantagem no uso de microalgas, em comparação às 

plantas, para a análise de compostos, uma vez que apresentam maior 
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eficiência de conversão fotossintética da luz solar, garantindo um rendimento 

superior, além de permitir a realização de manipulação e direcionamento de 

suas vias biossintéticas, por meio de alterações nas condições de cultivo, para 

a produção e acúmulo de componentes necessários ou de interesse 

(ANTIGNAC et al., 2011; BUONO et al., 2012; HU et al., 2008; SAEWAN, 

JIMTAISONG, 2015; WANG et al., 2015; XU et al., 2009). 

 Atualmente, já se encontram no mercado produtos cosméticos que 

contêm microalgas para uso tópico e capilar, bem como diversas patentes que 

relatam a ação de microalgas – utilizando suas células, seus componentes ou 

mesmo seus extratos – em produtos de caráter cosmético (HAGINO, SAITO, 

2010; HUNER et al., 2004; LOTAN, 2012). 

  A microalga Botryococcus braunii – que é caracterizada por sua 

capacidade de produzir longas cadeias insaturadas de hidrocarbonetos, 

representando mais do que 75% de sua massa seca – pode ser uma 

alternativa para o uso em cosméticos, pois verificou-se que o seu extrato 

aquoso foi capaz de produzir, in vitro, redução da desidratação cutânea, que 

influencia na aparência, no metabolismo, nas propriedades mecânicas e na 

função de barreira da pele; induzir a síntese de colágeno; estimular a 

diferenciação de adipócitos; e promover atividade antioxidante e anti-

inflamatória. Além disso, ficou comprovado, por meio do teste de citotoxicidade 

em células do tipo NIH3T3, em queratinócitos HaCaT e em MSC, que o extrato 

aquoso nas concentrações de 0,1 a 0,0025% não apresentou alteração na 

viabilidade celular. Neste sentido, seu uso para fins cosméticos se mostrou 

possivelmente viável (BUONO et al., 2012).  

 Considerando o potencial desta microalga para uso cosmético e a 

escassez de estudos sobre sua aplicação nesta área, a proposta do presente 

trabalho envolveu o cultivo de Botryococcus braunii e posterior análise da sua 

ação em formulações cosméticas fotoprotetoras, a fim de verificar sua 

influência na eficácia in vitro da formulação contra a radiação ultravioleta 

(UVA/UVB), bem como avaliar sua ação antioxidante potencial. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Radiação Ultravioleta 

 

A radiação ultravioleta (UV) é um dos principais fatores externos que 

provocam malefícios à pele e ao organismo humano, dentre eles os danos ao 

DNA, a produção de radicais livres, a queimadura, o envelhecimento cutâneo 

precoce e, até mesmo, o câncer de pele (ARAUJO, SOUZA, 2008; PERES et 

al., 2015; ROJAS, LONDOÑO; CIRO, 2016). 

De acordo com o comprimento de onda, o espectro da radiação UV é 

subdividido em três bandas: UVA, UVB e UVC. Os raios UVA apresentam 

comprimento de onda de 320 – 400 nm e, por terem maior poder de 

penetração, são capazes de atingir tanto a epiderme quanto a derme. Este tipo 

de radiação, devido à sua capacidade de reagir com o oxigênio molecular, 

promove a indução de processos oxidativos, com a formação de espécies 

reativas que podem desencadear processos inflamatórios na pele, 

fotoenvelhecimento e danos ao DNA. Tal radiação apresenta incidência 

independente da camada de ozônio, mantendo sua intensidade constante ao 

longo do dia e nas diferentes estações do ano. Por apresentar não 

uniformidade ao longo da região em que se encontra, a radiação UVA foi 

subdividida em UVA I (menos eritematosa e comprimento de onda 

compreendido entre 340 – 400 nm) e UVA II (mais eritematosa e 

fotossensibilizante, com comprimento de onda entre 320 – 340 nm) (CESTARI, 

OLIVEIRA, BOZA, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015; JANSEN et al., 2013a; 

LEVI, 2013; LORENCINI et al., 2014; POPIM et al., 2008; SKOTARCZAK et al., 

2015; TOFETTII, OLIVEIRA, 2010). 

 A radiação UVB, por sua vez, possui comprimento de onda de 290 – 

320 nm, sendo capaz de penetrar a epiderme e provocar danos diretos ao 

DNA, fotoimunossupressão, eritema, melanogênese e indução ao câncer. Já a 

radiação UVC possui menor intervalo de comprimento de onda (100 – 290 nm), 

sendo fortemente mutagênica, carcinogênica e capaz de provocar alteração na 

queratinização da pele. No entanto, esta é barrada na camada de ozônio (DE 

OLIVEIRA et al., 2015; HUPEL, POUPART, GALL, 2011; JANSEN et al., 
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2013a; LEVI, 2013; POPIM et al., 2008; SKOTARCZAK et al., 2015; TOFETTII, 

OLIVEIRA, 2010).  

 

2.2. Defesas contra a ação da radiação ultravioleta 

 

O organismo humano possui mecanismos para evitar os efeitos nocivos 

provocados pela radiação UV, como a produção de melanina, que é uma 

molécula capaz de converter a energia da radiação UV em calor; a presença de 

antioxidante endógeno para remover radicais livres; e o espessamento da 

camada córnea. No entanto, esses mecanismos podem não ser suficientes 

para evitar os efeitos deletérios da radiação UV em caso de exposição 

excessiva, sendo essencial o uso de protetores solares, pois estes possuem 

em sua composição filtros que tem por finalidade agir contra a radiação UV 

incidente, devendo apresentar, segundo os órgãos reguladores ANVISA 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária) e FDA (Food anda Drug 

Administration), amplo espectro de ação, para garantir a defesa na região UVA 

e UVB (ARAUJO, SOUZA, 2008; BRASIL, 2012; CESTARI, OLIVEIRA, BOZA, 

2012; GASPAR et al., 2013; JANSEN et al., 2013a; SAMBANDAN, RATNER, 

2011; UNITED STATES, 2011).    

Assim, os fotoprotetores podem ser constituídos por filtros inorgânicos 

(físicos) – que formam barreira sobre a pele, refletindo ou dispersando a 

radiação UV, como dióxido de titânio e o óxido de zinco – e/ou filtros orgânicos 

(químicos), que, por possuírem um grupamento carbonila acoplado a um anel 

aromático, são capazes de absorver a radiação UV, fenômeno que provoca 

ressonância na molécula, resultando na conversão da radiação de alta energia 

em uma mais inócua, como na forma de calor, por exemplo (CESTARI, 

OLIVEIRA, BOZA, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015; PALM, O’DONOGHUE, 

2007; SAEWAN, JIMTAISONG, 2015; SCHLUMPF et al., 2004). 

A maioria dos protetores solares apresentam no mínimo dois filtros UV, 

sendo um de ação na região UVA e o outro na região UVB. No entanto, a 

presença destes diferentes filtros pode acarretar em uma decomposição mais 

acelerada dos ativos, como é o caso dos filtros avobenzona (Butyl 

methoxydibenzoylmethane) e p–metoxicinamato de octila (Ethylhexyl 

methoxycinnamate), que são compostos que sofrem interação quando 
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associados em uma formulação (ARAUJO, SOUZA, 2008; GASPAR et al., 

2013; LHIAUBET-VALLET et al., 2010; SAEWAN, JIMTAISONG, 2015; 

SAMBANDAN, RATNER, 2011). 

A avobenzona (AVO), Figura 1a, é um filtro químico com ação na região 

UVA altamente fotoinstável e amplamente utilizado em formulações 

cosméticas. Este filtro sofre significante degradação, cerca de 50 a 60% de 

perda de suas propriedades, quando exposto à radiação UV (AFONSO et al., 

2014; ARAUJO, SOUZA, 2008; GASPAR et al., 2013; SAMBANDAN, RATNER, 

2011).  

 

Figura 1. Estrutura molecular dos filtros avobenzona e p-metoxicinamato de octila (Adaptado 

de LHIAUBET-VALLET et al., 2010). 

 

 

A AVO é comumente associada a filtros UVB nas formulações 

cosméticas – especialmente com o filtro p-metoxicinamato de octila (OMC), 

Figura 1b, que apresenta ação eficiente na região UVB, mesmo sendo 

conhecida a interação fotoinstável entre estes filtros. Assim, para evitar tal 

interação, ao associar a AVO com o OMC na formulação geralmente é utilizado 

um composto para conferir maior estabilidade, como o uso do octocrileno 

(Octocrilene) – amplamente reconhecido por retardar a degradação da AVO – 

ou de compostos antioxidantes, que são uma nova tendência cosmética, uma 

vez que estudos têm avaliado o benefício da combinação destes compostos 

em protetores solares (AFONSO et al., 2014; FREITAS, LOPES, GASPAR, 

2015; GASPAR et al., 2013; KIM et al., 2015; LHIAUBET-VALLET et al., 2010; 

PERES et al., 2015; SAMBANDAN, RATNER, 2011).  
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2.3. Análise da eficácia fotoprotetora de formulações cosméticas 

 

A eficiência dos protetores solares pode ser avaliada in vitro e in vivo por 

diversas técnicas que consideram os seguintes parâmetros: fator de proteção 

solar (FPS), que indica a capacidade da formulação em inibir a formação do 

eritema provocado pela radiação UVB; fator de proteção UVA (UVA-PF), que 

avalia a proteção contra a radiação UVA; e o comprimento de onda crítico (λc), 

que fornece a amplitude de proteção considerando o espectro completo da 

radiação UV (HUPEL, POUPART, GALL, 2011; UNITED STATES, 2011).  

Para avaliar a ação protetora da formulação, primeiramente é realizado 

teste in vitro, pois fornece um perfil de como o protetor se comporta, sendo 

mais rápido, evitando o uso desnecessário de voluntários e permitindo o 

aperfeiçoamento das formulações previamente à sua submissão aos testes 

clínicos (GAROLI et al., 2009; HUPEL, POUPART, GALL, 2011).  

Um dos métodos utilizados, aprovado pelos órgãos regulatórios ANVISA 

e FDA, consiste em mensurar o FPS por meio da transmitância espectral ao 

aplicar a formulação fotoprotetora em um suporte que mimetiza a pele, como 

as placas de PMMA (polimetilmetacrilato). O FPS da formulação é obtido por 

meio de cálculos matemáticos após esta ser submetida à análise 

espectrofotométrico de refletância difusa, sendo possível ter, ao final, uma 

perspectiva da atuação do protetor solar (COSMETICS EUROPE, 2011; 

GAROLI et al., 2009; HUPEL, POUPART, GALL, 2011). 

No entanto, a formulação só é considerada adequada após a 

determinação do FPS in vivo. Para isto, um teste que visa observar a proteção 

proporcionada pelo produto contra a formação de eritema é realizado em 

voluntários, os quais são expostos à radiação UVB gerada por um simulador 

solar que emite ondas de 290 a 400 nm, com limite total de irradiação de 1500 

W/m2.  No teste, é considerado o efeito decorrente da primeira reação 

eritematógena perceptível e com bordas claramente definidas, provocada pela 

radiação. Após a análise, o FPS é determinado ao comparar a dose 

eritematógena mínima (DEM) da pele protegida com o protetor solar com a 

DEM da pele não protegida (ALI et al., 2014; BRASIL, 2012; UNITED STATES, 

2011). 
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Para a avaliação do comprimento de onda crítico e UVA-PF, apesar de 

existir uma forma de avaliação in vivo, são predominantemente realizados 

ensaios in vitro, por serem validados, sendo ultimamente utilizado o método 

espectrofotométrico de refletância difusa acoplado à esfera de integração, que 

apresenta faixa espectral de 250 a 450nm, capaz de processar os dados de 

transmitância em cada comprimento de onda e transformá-los em parâmetros de 

eficácia fotoprotetora (BRASIL, 2012; SPRINGSTEEN et al., 1999; UNITED 

STATES, 2011). 

 

2.4. Finalidade da incorporação de bioativos em protetores 

solares 

 

Apesar de os protetores solares atuarem contra os efeitos prejudiciais à 

pele, atualmente nota-se a ocorrência de eventos adversos ocasionados pelo 

uso tópico de grandes quantidades de filtros químicos – como a ocorrência de 

dermatite de contato fotoalérgica ou fototóxica, provavelmente devido à 

subprodutos formados a partir da degradação dos filtros –, o que culminou no 

desenvolvimento de formulações com reduzidas concentrações destes filtros, 

visando, no entanto, a manutenção da ampla proteção frente às radiações UVA 

e UVB (AFONSO et al., 2014; GASPAR et al., 2013; HUPEL, POUPART, 

GALL, 2011; PEREIRA et al., 2015; PERES et al., 2015; VELASCO et al., 

2012).  

Assim, podem ser associados às formulações compostos naturais ou 

bioativos com o propósito de aumentar a eficácia fotoprotetora, visto que 

existem componentes que apresentam semelhança à estrutura química dos 

filtros orgânicos que possivelmente podem auxiliar na atividade fotoprotetora da 

formulação – o aminoácido do tipo micosporina, encontrado em microalgas, 

macroalgas e cianobactérias, é um exemplo de substância bioativa, por ser 

capaz de absorver a radiação UV no comprimento de onda na faixa de 310 a 

360 nm, dispersando-a sem promover a formação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) –  e compostos com ação antioxidante, como polifenóis, que 

podem contribuir juntamente com os filtros para evitar os efeitos nocivos da luz 

UV ou mesmo auxiliar na fotoestabilidade dos filtros, resultando no aumento do 

FPS da formulação sem a necessidade de empregar agentes UV adicionais   
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(AFONSO et al., 2014; BADEA et al., 2015; GASPAR et al., 2013; HUPEL, 

POUPART, GALL, 2011; MARTORANA et al., 2013; NISHIKAWA et al., 2013; 

OREN; GUNDE-CIMERMAN, 2007; PERES et al., 2015; VELASCO et al., 

2012). 

  

2.5. Estresse oxidativo e ação antioxidante 

 

O estresse oxidativo está relacionado à produção de radicais livres 

potencialmente nocivos, podendo provocar uma variedade de patologias, 

incluindo doenças neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatórias, artrite 

reumatoide, aterosclerose e indução de câncer (CAROCHO, FERREIRA, 2013; 

CHEN, BERTIN, FROLDI, 2013; KRISHNAIAH, SARBATLY, NITHYANANDAM, 

2011; SARANYA et al., 2014). 

 Os radicais livres (RL) são moléculas que apresentam em sua estrutura 

elétrons desemparelhados. Estas substâncias podem ser formadas a partir de 

três elementos: oxigênio, nitrogênio e enxofre. As espécies reativas de oxigênio 

(EROS), demonstrada na Figura 2, porém, são predominantemente 

encontradas no nosso organismo, sendo capazes de oxidar compostos ao doar 

elétrons e, com isso, provocar danos ao DNA, proteínas, inativar enzimas e 

induzir a peroxidação lipídica, contribuindo para o fotoenvelhecimento cutâneo 

e o câncer de pele.  
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Figura 2. Espécies reativas de oxigênio (EROs) produzidas no organismo humano em 

decorrência do estresse oxidativo (Adaptado de CHEN, HU, WANG, 2012). 

 

 

As EROs podem ser produzidas naturalmente a partir do metabolismo 

ou ser oriundas de fatores externos, como o ato de fumar, a poluição e a 

radiação UV, existindo maior formação de radicais livres na região espectral da 

radiação UVA em relação à região UVB (CAROCHO, FERREIRA, 2013; 

CEFALI et al., 2016; CHEN, HU, WANG, 2012; FREITAS, LOPES, GASPAR, 

2015; SIERRA et al., 2013). 

A fim de combater essas espécies reativas de oxigênio, o organismo 

humano desenvolveu defesas oriundas de reações enzimáticas ou não 

enzimáticas. Entre os compostos antioxidantes sintetizados pelo organismo 

capazes de neutralizar os radicais livres encontram-se a vitamina A, o ácido 

úrico e a coenzima Q10 (ubiquinona). As principais enzimas envolvidas no 

processo de proteção são: glutationa peroxidase, catalase e superóxido 

dismutase. As duas primeiras enzimas são responsáveis pela eliminação de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e a última pela conversão do radical superóxido 

volátil em peróxido de hidrogênio menos volátil. No entanto, essas defesas não 

evitam eficazmente a formação de EROS com a exposição em excesso à 

radiação solar, resultando em danos ao organismo (ALAM, BRISTI, 
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RAFIQUZZAMAN, 2013; CAROCHO, FERREIRA, 2013; CEFALI et al., 2016; 

CHEN, HU, WANG, 2012; ORESAJO et al., 2012). 

Assim, como a radiação solar, principalmente a radiação UVA, é um dos 

principais fatores exógenos responsáveis pela geração de radicais livres – 

como o peróxido de hidrogênio e  o radical hidroxila que são produzidos após 

15 minutos de exposição à radiação UV – tem-se estimulado o uso de 

protetores solares (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; JANSEN et al., 2013b; 

KAWAKAMI, GASPAR, 2015; RAMOS-E-SILVA et al., 2013).  

Não obstante, estudos têm demonstrado que somente o uso do protetor 

solar não é efetivo contra os efeitos danosos provocados pela radiação solar, 

assim os antioxidantes – substâncias conhecidas por sua “capacidade de 

atrasar, prevenir ou remover espécies reativas” que provocam danos oxidativos 

ao organismo – têm sido incorporados a protetores solares com o intuito de 

neutralizar os efeitos citotóxicos de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

gerados pela exposição à radiação UV ou mesmo pela fotodegradação dos 

filtros sintéticos presentes na formulação, tendo recebido especial atenção os 

compostos obtidos de fontes naturais, por estes apresentarem, em geral, 

nenhum prejuízo à saúde humana, baixo custo, versatilidade, além de serem 

obtidos de fontes renováveis (CAMPANINI et al., 2014; CHEN, HU, WANG, 

2012; CHIARI et al., 2014; FREITAS, LOPES, GASPAR, 2015; HALLIWELL, 

GUTTERIDGE, 2007; JANSEN et al., 2013b; KAWAKAMI, GASPAR, 2015; 

RAMOS-E-SILVA et al., 2013). 

 

2.6. Avaliação da atividade antioxidante  

 

Existe atualmente uma infinidade de métodos para avaliar a atividade 

antioxidante. No entanto, a técnica mais amplamente conhecida e utilizada 

para quantificar a atividade antioxidante de determinado composto, 

principalmente quando se trata da ação antioxidante de extratos de plantas, 

emprega o uso do radical livre DPPH• (1,1-diphenyl-2-pic-rylhydrazyl). Este 

método é baseado em uma reação direta entre o radical e um composto 

antioxidante, que permite observar a capacidade de os compostos 

antioxidantes reduzirem o radical DPPH por meio da detecção da queda da 

absorbância em espectrofotômetro, identificada pela alteração da coloração 
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roxa para amarela (Figura 3). O DPPH é um radical capaz de reagir com 

compostos que podem doar átomos de hidrogênio, apresentando comprimento 

de onda máximo entre 515 – 520 nm (CAROCHO, FERREIRA, 2013; CHEN, 

BERTIN, FROLDI, 2013; DENG, CHENG, YANG, 2011; KRISHNAIAH, 

SARBATLY, NITHYANANDAM, 2011; NOIPA et al., 2011). 

 

Figura 3. Reação do DPPH com compostos antioxidantes (Adaptado TEIXEIRA et al., 2013). 

 

 

Apesar do uso frequente do radical livre DPPH para analisar a ação 

antioxidante de amostras, deve-se tomar cuidados durante a análise em 

relação a alguns parâmetros, como exposição à luz, diferença de valor de pH, 

tempo de reação – que deve ser adequado para ocorrer o total equilíbrio da 

reação –, padronização do solvente – uma vez que já foi constatado que ao 

realizar o teste com extratos obtidos da mesma planta em diferentes solventes 

são obtidos resultados diferentes –, e quantidade de amostra (DAWIDOWICZ, 

WIANOWSKA, OLSZOWY, 2012; NOIPA et al., 2011; SHARMA, BHAT, 2009).    

 

2.7. Fontes de obtenção de compostos bioativos 

 

Compostos naturais são produzidos por diversas fontes biológicas, como 

plantas, animais e micro-organismos. Estes compostos são denominados 

metabólitos secundários, pois não estão envolvidos diretamente no 

crescimento, desenvolvimento e reprodução dos organismos, atuando 

principalmente em relação a defesas, como proteção de efeitos deletérios 

externos (MARTINS et al., 2014).   
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Estes metabólitos, portanto, passaram a ser de grande interesse para a 

indústria cosmética, sendo muitas vezes obtidos a partir de extratos de plantas 

e algas por apresentarem, entre outros, compostos bioativos antioxidantes 

(BAYDAR, BAYDAR, 2013; LEE et al., 2013; MARTINS et al., 2014).  

As plantas terrestres são muito utilizadas para obter compostos ativos. 

Dentre os compostos secundários encontrados em plantas, os fenólicos são 

considerados um dos principais constituintes que possuem ação antioxidante, 

por conterem em suas moléculas dois grupos hidroxilas e um anel aromático, 

sendo que, já se verificou que há proteção contra os efeitos provocados pela 

radiação UV ao incorporar espécies que contêm grande quantidade deste 

componente em formulações para uso tópico (GOIRIS et al., 2012; MARTINS 

et al., 2014, 2016; MARTORANA et al., 2013; SKOTARCZAK et al., 2015). 

Recentemente, as microalgas têm recebido crescente atenção como 

potencial fonte de obtenção de bioativos para uso em produtos cosméticos 

devido à possibilidade de modular seus metabolismos para obter compostos de 

interesse e ao fato de apresentarem grande variedade de componentes que 

podem promover ação antioxidante e proteção contra a radiação UV 

(CHOOCHOTE, SUKLAMPOO, OCHAIKUL, 2014; GOIRIS et al., 2012; 

MAADANE et al., 2015; MARTINS et al., 2014; WANG et al., 2015).  

A ação antioxidante das microalgas tem sido relacionada à presença de 

compostos fenólicos e carotenoides. No entanto, atribui-se a referida ação mais 

aos carotenoides, pois, apesar de alguns estudos já terem relatado classes de 

flavonoides, ainda há pouca informação sobre a presença de substâncias 

fenólicas em microalgas (CHOOCHOTE; SUKLAMPOO, OCHAIKUL, 2014; 

GOIRIS et al., 2012; MAADANE et al., 2015; MARTINS et al., 2014; SAFAFAR 

et al., 2015; SARANYA et al., 2014; WANG et al., 2015; WARD, 2016). 

Assim, por possuírem imensa biodiversidade, as microalgas 

representam uma das maiores fontes naturais de antioxidantes e, embora não 

esteja completamente esclarecida a importância da ação antioxidante dos 

compostos fenólicos, já foi constatado que quando a microalga é exposta à 

radiação UV ocorre um aumento da concentração destes compostos em sua 

composição, indicando que estas substâncias podem desempenhar alguma 

ação antioxidante frente a este estresse (GOIRIS et al., 2012; SAFAFAR et al., 

2015; SARANYA et al., 2014; WARD, 2016). 
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2.8. Microalga Botryococcus braunii 

 

B. braunii (Figura 4) é uma microalga fotossintetizante unicelular que 

pertence à família Chlorophyceae (chlorophyta), comumente encontrada em 

águas doces, salobras, lagos e represas de todos os continentes, conhecida 

por sua habilidade de sintetizar e acumular uma variedade de lipídeos que 

auxiliam na função barreira da pele. Este acúmulo está relacionado ao 

armazenamento de lipídeos no espaço extracelular (parede celular) e 

intracelular, diferentemente de outras microalgas já analisadas, que 

apresentaram os lipídeos apenas em seus citoplasmas (BANERJEE et al., 

2002; DAYANANDA et al., 2007a; DEMURA et al., 2014; FANG et al., 2004; 

FURUHASHI et al., 2016a; HIROSE et al., 2013; METZGER, LARGEAU, 2005; 

PÉREZ-MORA et al., 2016). 

 

Figura 4. Botryococcus braunii UTEX 2441 (25,2x). 

 

 

Esta microalga cresce formando colônias irregulares de 30 µm a 2 mm 

de tamanho, sendo constituídas por células elípticas de 6 a 20 µm de diâmetro 

e comprimento de 2,5 a 8 µm. Suas células são unidas por uma matriz 

mucilaginosa transparente, sendo possível existirem várias colônias ligadas 

umas às outras por meio de finos fios hialinos (ACHITOUV et al., 2004; LI, QIN, 

2005; PÉREZ-MORA et al., 2016). 

Sabe-se que para o crescimento e formação dos produtos da microalga 

B. braunii, em cultura, é necessária a presença de água, luz, CO2, quantidade e 

qualidade de nutrientes inorgânicos, bem como controle do valor de pH do 

meio, CO2, salinidade, temperatura e intensidade de luz, uma vez que o 
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excesso de irradiação pode provocar danos às células. Em relação aos 

nutrientes, é de fundamental importância o controle da quantidade de 

nitrogênio e fósforo presente na água, tendo em vista que estes elementos 

influenciam diretamente no crescimento da microalga e, portanto, a escassez 

de qualquer um deles prejudica o seu desenvolvimento. De acordo com o meio 

de crescimento, a B. braunii pode ser classificada em três tipos relacionados às 

características dos hidrocarbonetos formados, quais sejam: (i) tipo A, que 

compreende n-alcadienos e mono-, tri-, tetra-, e pentanos, que são derivados 

de ácidos graxos de C23 a C33; (ii) tipo B, que produz hidrocarbonetos 

triterpenoides conhecidos como botriococenos (C30-C37); e (iii) tipo L, que 

produz tetraterpenoides (C40) (AL-HOTHALY et al., 2016; BANERJEE et al., 

2002; DAYANANDA et al., 2007a, 2007b; FURUHASHI et al., 2016b; KOLLER 

et al., 2012; METZGER, LARGEAU, 2005; XIN et al., 2010). 

Esta microalga, além da presença dos hidrocarbonetos, também contém 

em sua composição os carotenoides, que apresentam ação antioxidante e, 

portanto, são capazes de eliminar os radicais livres, prevenindo os danos 

oxidativos às células e tecidos. Nos tipos B e L, este composto é mais 

pronunciado, havendo a produção do β-caroteno, da luteína e da neoxantina. 

No entanto, a luteína é o componente mais encontrado na fase estacionária, 

correspondendo de 22 a 29% dos carotenoides. Apesar de apresentar 

diferentes compostos, esta microalga ainda é muito utilizada na produção de 

biocombustível devido à sua habilidade de produzir grandes quantidades de 

hidrocarboneto (BANERJEE et al., 2002; FURUHASHI et al., 2016b; RAO et al., 

2006, 2007, 2010). 

Apesar de a presença dos carotenoides serem maiores nas linhagens B 

e L, estudos já avaliaram que a linhagem A desta microalga é capaz de 

aumentar a quantidade deste composto, bem como de sua biomassa, quando 

seu crescimento é realizado com baixos níveis de salinidade. Ademais, foi 

constatado que em sua composição também é possível encontrar compostos 

fenólicos, que podem contribuir na ação de produtos cosméticos que buscam 

evitar danos à pele. Tais ações, no entanto, foram pouco estudadas até o 

momento, o que torna a B. braunii de grande interesse para a pesquisa de 

novos bioativos em formulações cosméticas (BUONO et al., 2012; GOIRIS et 

al., 2012; RAO et al., 2007). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

O presente trabalho empregou a biomassa ou extrato da microalga 

Botryococcus braunii em formulações dermocosméticas fotoprotetoras na 

qualidade de potencial composto bioativo.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

  

(i) Realização do cultivo da microalga e análise de seus componentes na 

biomassa seca (lipídeos e proteínas totais). 

 

(ii) Preparo dos extratos com solventes distintos a partir da biomassa seca 

da microalga e análise da presença de fenóis totais. 

 

(iii) Preparo e caracterização física das formulações fotoprotetoras. 

 

(iv) Determinação da ação antioxidante dos extratos e das formulações 

dermocosméticas. 

 

(v) Avaliação da ação fotoprotetora in vitro e da fotoestabilidade funcional 

das formulações, acrescidas ou não da biomassa ou extrato da 

microalga B. braunii. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. MATERIAL 

 

4.1.1. Matérias-primas, reagentes e solventes 

 

 Ácido bórico PA – Synth® 

 Ácido cafeico pureza 98,0% – Sigma - Aldrich®  

 Ácido cítrico PA – Synth® 

 Ácido clorídrico PA – Synth® 

 Ácido sulfúrico PA – Synth®  

 Álcool cetearílico (e) fosfato de dicetila (e) fosfato de álcool cetílico 

etoxilado(10 OE) (Cetearyl Alcohol, Dicetyl Phosphate e Ceteth-10 

Phosphate) – Crodafos® CES, Mapric® 

 Avobenzona (Butyl methoxydibenzoylmethane) – Fragon® 

 Carbonato de sódio P.A. – Synth®  

 Cepas da Botryococcus braunii UTEX 2441 – Universdidade do 

Texas 

 Citrato férrico – Vetec® Química Fina 

 Cloreto de cálcio PA – Synth® 

 Cloreto de cobalto PA – Synth® 

 Cloreto de manganês PA – Synth® 

 Clorofórmio PA – Synth® 

 Co-polímero do ácido sulfônico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona 

neutralizado (ammonium cryloyldimethyltaurate/VP copolymer) – 

Aristoflex® AVC, Pharmaspecial® 

 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) – Sigma Aldrich® 

 EDTA sal dissódico PA – Synth® 

 Etanol PA – Synth® 

 Éter de petróleo PA – Synth® 

 Fenoxietanol (e) metilparabeno (e) etilparabeno (e) butilparabeno – 

Phenova®, Mapric® 

 Folin-Cioucalteu – Dinâmica® 

 Fosfato de potássio bibásico anidro PA – Synth® 
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 Hidróxido de sódio P.A. – Synth® 

 Metanol grau cromatográfico - Merck® 

 Metanol PA – Synth® 

 Nitrato de sódio PA – Synth® 

 p-metoxicinamato de octila (Ethylhexyl methoxycinnamate) – Fragon® 

 Propilenoglicol – Mapric® 

 Rutina trihidratada pureza 97,1% – Sigma - Aldrich® 

 Sódio molibdato PA – Synth® 

 Sulfato cúprico ou de cobre PA – Dinâmica® 

 Sulfato de magnésio PA – Synth® 

 Sulfato de potássio PA – Synth® 

 Sulfato de zinco PA – Synth® 

 Triglicérides de acido cáprico (e) caprílico – Crodamol® GTCC, 

Mapric® 

 Trolox (tetramethylchroman-2-carboxylic acid) – pureza 97%  – 

Sigma - Aldrich® 

 

4.1.2. Equipamentos e dispositivos diversos 

 

 Agitador mecânico - IKA® RW 20n 

 Banho de ultrassom – Unique® UltraCleaner 1600ª 

 Bloco digestor – Tecnal® TE007D 

 Câmara de fotoestabilidade - Atlas Suntest® CPS+ 

 Centrífuga – Cientec® CT-6000 R 

 Centrífuga - Hitachi® RX2 

 Centrífuga – Sorval® RC-5C Plus 

 Coluna de fase reversa C-18, CLC-C8(M), com 4,6mm x 25,0 cm e 

diâmetro de partícula de 5µm – Shimadzu® 

 Controle pH do meio – Mettler Toledo® M300 

 Cromatógrafo líquido de alta eficiência, detector espectrofotométrico 

de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com programa 

LC solution - Shimadzu® 



18 

 

 Espectrofotometria de refletância difusa com esfera de integração – 

Labsphere® UV2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer 

 Espectrofotômetro – FEMTO® 600 plus, munido de cubeta de quartzo 

de 1,0 cm de caminho óptico 

 Espectrofotômetro UV-Visível – Thermo Scientific® Evolution 600, 

munido de cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico e 

acoplado a um sistema computacional 

 Estufa – Fanem® 320E 

 Freezer – Consul® Facilite Frost Free 

 Freezer – Eletrolux® H400 

 Homogeneizador de Solução Ap-22 – Phoenix® 

 Membrana filtrante com abertura 0,45 µm (Milipore®) 

 Rotaevaporador – Fisatom® 801 

 Rotaevaporador RV10 digital, com banho de aquecimento – IKA® 

 Shaker – Infors HT® multitron 

 Tamis – Granutest® 0,42 mm 

 

4.2. MÉTODOS 

 

4.2.1. Crescimento e obtenção da biomassa seca da microalga 

Botryococcus braunii 

 

As cepas de Botryococcus braunii UTEX 2441 (Linhagem A), 

provenientes da Universidade do Texas, foram cultivadas em meio CHU 

(Quadro 1), utilizando sistemas devidamente estéreis. Inicialmente, a 

microalga foi mantida em frascos de Erlenmeyer sob agitação constante em 

shaker (Infors HT® multitron), à temperatura de 25±1 °C, até o meio possuir 

concentração celular de 200mg/L, aproximadamente. Posteriormente, as 

células passaram a ser cultivadas, por meio de processo descontínuo 

alimentado, em fotobiorreator tubular do tipo airlift, desenvolvido no Laboratório 

de Tecnologia de Fermentações do Departamento de Tecnologia Bioquímico-

Farmacêutica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de 

São Paulo (Figura 5), com controle do valor de pH em 7,8±0,2 com uso de gás 
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carbônico e temperatura de 25±1 °C (EROGLU, OKADA, MELIS, 2011; LI, QIN, 

2005; UTEX, 2011). 

 

Figura 5. Fotobiorreator tubular do tipo airflit utilizado no cultivo da B. braunii.  
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Quadro 1. Composição do meio CHU utilizado no crescimento da B. braunii (PÉREZ-MORA et 

al., 2016). 

 

Componentes Concentração 

Cloreto de cálcio (mg/L) 36,7 

Sulfato de magnésio (mg/L) 36,9 

Fosfato de potássio (mg/L) 8,7 

Nitrato de sódio (mg/L) 85,0 

Ácido cítrico (mg/L) 33,5 

Citrato Férrico (mg/L) 33,5 

Solução de micronutrientes CHU 

(µg/L): 
 

EDTA sal dissódico 0,05 

Ácido bórico 0,618 

Cloreto de manganês 0,0126 

Sulfato de zinco 0,044 

Sulfato cúprico 0,0196 

Cloreto de cobalto 0,02 

Sódio molibdato 0,0126 

Hidróxido de sódio (mg/L) 56,1 

Água purificada q.s.p. 1L 
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O crescimento da microalga foi observado a partir da retirada diária de 

uma alíquota da amostra do fotobiorreator, a qual era analisada no 

espectrofotômetro (em cubetas de quartzo e caminho óptico de 1cm à 680nm), 

sendo a absorbância empregada na equação da reta obtida por meio da curva 

de calibração (Item 4.2.2 infra). Durante o seu crescimento, a microalga foi 

diariamente “alimentada” com fósforo e nitrogênio por meio das soluções de 

fosfato de potássio (K2HPO4) e nitrato de sódio (NaNO3), respectivamente, 

visando a reposição destes nutrientes, sendo a quantidade necessária 

determinada em função do seu crescimento (PÉREZ-MORA et al., 2016). 

Para obter a biomassa seca da B. braunii, a microalga foi retirada do 

fotobiorreator e submetida à centrifugação de 4500 rpm por 20 minutos 

(Sorvall® RC-5C Plus). Em seguida, as células obtidas foram lavadas por duas 

vezes com água purificada, repetindo o processo de centrifugação, a fim de 

remover o sal adsorvido nas células. Por fim, a biomassa obtida foi seca em 

estufa (Fanem® 320E) a 55 °C por, aproximadamente, 12 horas, sendo 

posteriormente triturada com pistilo e almofariz, padronizando-se o tamanho da 

partícula em 0,42 mm em tamis Granutest®. Após, a biomassa foi armazenada 

em freezer (Eletrolux® H400) a -7,3 °C para, enfim, ser submetida às técnicas 

analíticas (PELIZER et al., 1999). 

 

4.2.2. Elaboração da Curva de Calibração de Botryococcus 

braunii 

 

A curva de calibração foi desenvolvida com base na correlação entre a 

absorbância (λ = 680 nm) de diferentes diluições da amostra e a 

correspondente concentração celular, em massa seca. Para isso, foram 

realizados dois procedimentos, sendo o primeiro relacionado à determinação 

da concentração celular expressa em biomassa seca por unidade de volume e, 

o segundo, à da absorbância (PÉREZ-MORA et al., 2016).  

Para o primeiro procedimento, quatro aliquotas de 15 mL da biomassa 

foram filtradas, à vácuo, em membranas (Milipore®) – previamente pesadas e 

dessecadas – de 1,2 µm cada. Após a filtração, as células contidas nas 

membranas foram lavadas a vácuo, por duas vezes, com água destilada, para 

a retirada do sal, sendo, então, mantidas em estufa (Fanem® 320E) a 55 °C por 
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24 h. Ao final do processo, cada membrana foi novamente pesada, inserindo-

se os dados na Equação 1. 

 

x (mg/L) =  (Mf – Mi/V) x 1000 

 

Equação 1. Cálculo da concentração celular na amostra. 

No qual: x= concentração celular expressa em massa seca (mg/L); Mf = Massa final da 

membrana; Mi= Massa inicial da membrana; V= volume de amostra filtrada (L). 

 

Em seguida, foi calculada a média dos resultados verificados, obtendo-

se a concentração celular da biomassa seca.  

Com relação ao procedimento para a determinação da absorbância de 

B. braunii, foi realizada a leitura, em triplicata, de diferentes diluições da 

biomassa do cultivo, em cubetas de quartzo (caminho óptico de 1 cm) à 680 

nm no espectofotrômetro 600 plus (FEMTO®), calculando-se, posteriormente, a 

média das três absorbâncias constatadas em cada diluição. Para a análise, foi 

utilizada água purificada como branco. 

 Com base nos resultados dos dois processos, foi estabelecida a curva 

de calibração, correlacionando, para cada diluição, a média da absorbância 

com a respectiva concentração celular (adquirida pela razão entre a média da 

concentração celular, obtida no primeiro procedimento, e a diluição). 

Por fim, a equação da reta de tendência linear resultante da curva, foi 

utilizada para verificar o crescimento da microalga B. braunii (PÉREZ-MORA et 

al., 2016). 

 

4.2.3. Determinação de lipídeos totais 

 

Os lipídeos totais na biomassa seca foram determinados por meio do 

método baseado na extração com solventes apolar e polar (PELIZER et al., 

1999). A biomassa da B. braunii (1g) foi submetida a uma extração em Soxhlet, 

primeiramente com éter de petróleo (solvente apolar) por 4h, com posterior 

remoção deste por meio de um rotaevaporador (Fisatom® 801). Em seguida, 

para a extração da fração lipídica polar da biomassa, foi utilizado no processo a 

mistura dos solventes clorofórmio-metanol 2:1 v/v, ocorrendo a extração até o 
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líquido ficar límpido. Após a retirada do solvente em rotaevaporador (Fisatom® 

801), foi realizado o cálculo considerando a diferença da massa do balão antes 

e após o procedimento (Equação 2), a fim de determinar a porcentagem de 

lipídeos na amostra (PELIZER et al., 1999; PIORRECK, BAASCH, POHL, 

1984; OLGUÍN et al., 2001). 

 

Lipídeo total (%) = Mf – Mi X 100 

                    Mam 

 

Equação 2. Cálculo para determinação de lipídeos totais. 

No qual: Mf = Massa final do balão; Mi = Massa inicial do balão; Mam = Massa da amostra. 

 

4.2.4. Determinação de proteínas totais 

 

A determinação do teor de proteína total foi realizada pelo método de 

Kjeldahl, adotando-se o fator de 6,25 para a conversão a partir dos teores de 

nitrogênio total (AOAC ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL 

CHEMISTS, 1984). Para realizar o procedimento, empregou-se a amostra 

ausente de lipídeos – resultante da análise de lipídeos totais –, seca e 

pulverizada, realizando-se digestão, destilação e titulação. 

Para a digestão, as amostras foram retiradas do cartucho Soxhlet e 

secas no dessecador por, aproximadamente, 12 horas. Em seguida, foram 

pesadas aproximadamente 20mg da amostra em papel manteiga e transferidas 

para o tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2 g do catalisador (1,9 g de 

sulfato de potássio e 0,1 g de sulfato de cobre) e 3 mL de ácido sulfúrico. O 

material foi aquecido a 350 ºC em bloco digestor na capela de exaustão até a 

amostra contida no tubo de ensaio tornar-se límpida. O branco foi preparado 

com o mesmo procedimento, mas sem a adição da biomassa. 

Para a destilação, foram colocados 5 mL de ácido bórico saturado – para 

recebimento da amônia – juntamente com o indicador Micro-Kjeldahl em um 

Erlemeyer, tendo sido adicionados na amostra, por meio da parte superior do 

aparelho, 10 mL de hidróxido de sódio 60%. O processo de destilação da 

amônia foi encerrado ao ter sido atingida a quantidade de, aproximadamente, 
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50 mL no frasco de Erlemeyer. Por último, a solução foi titulada com ácido 

clorídrico 0,02N. 

 

4.2.5. Obtenção dos extratos da microalga B. braunii 

 

A obtenção dos extratos da microalga se deu por processo de 

maceração realizado com três solventes distintos – clorofórmio, metanol e 

etanol/água (7:3 v/v) –, a fim de identificar aquele que proporcionaria a melhor 

extração dos componentes presentes na B. braunii.  

A análise se deu em tubo de ensaio de vidro com tampa de rosca, no 

qual foi adicionado 0,5 g da biomassa em contato com 15 mL de solvente, 

sendo posteriormente adicionado nitrogênio. Em seguida, a amostra 

permaneceu no escuro e sob agitação por 2 horas no homogeneizador de 

solução Ap-22, Phoenix®. Na sequência, foi realizada a centrifugação a 3000 

rpm por 15 minutos (Cientec® CT-6000 R), obtendo-se o extrato. Após, para 

garantir a extração total dos componentes, foram adicionados mais 15 mL do 

mesmo solvente na mesma biomassa, realizando-se novamente o referido 

processo (LI et al., 2007). Ao final de todo o experimento, foram obtidos 30 mL 

de extrato para cada solvente. 

Após a obtenção do extrato, e visando sua aplicação em formulações 

cosméticas, foi realizado o processo de padronização do solvente, sendo que, 

para isto, o extrato foi submetido à rotaevaporação (Rotaevaporador RV10 

digital, com banho de aquecimento, IKA®) a 30 °C para completa evaporação 

do solvente. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de etanol/água (7:3 v/v) 

na amostra, seguido de sonicação por 10 minutos e filtração (filtro de 0,45 µm, 

Micropore®). Por fim, os extratos foram armazenados em vidro âmbar e freezer 

(Consul® Facilite Frost Free) a -5,0 °C (POP et al., 2015; SAKLANI, CHANDRA, 

MISHRA, 2011). 

 

4.2.6. Determinação de Fenóis Totais 

 

Amostras e o padrão (ácido cafeico) foram preparados em solução 

metanol/água (60:40 v/v) acidificada (3g/L de HCL), sendo que 1 mL de cada 

extrato armazenado em etanol/água foi submetido à secagem sob nitrogênio. A 
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massa obtida foi ressuspendida em 1 mL da solução metanol/água acidificada 

com auxílio de banho de ultrassom (Unique® UltraCleaner 1600A) por 2 

minutos.  

Assim, a alíquota de 100 µL de cada amostra e padrão foi adicionada, 

separadamente, a 2 mL de carbonato de sódio 2%. Após 5 minutos, foi 

adicionado à solução 100 µL do reagente Folin-Ciocalteu 50% (Dinâmica®), 

ocorrendo a reação em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, a 

absorbância foi avaliada no espectrofotômetro UV-VIS Evolution® 600 (Thermo 

Scientific®) com cubetas de quartzo, caminho ótico de 1,0 cm e comprimento 

de onda de 750 nm. O branco foi preparado com todos os solventes e 

reagentes, sem a presença de amostra ou padrão. O resultado foi expresso em 

ácido cafeico, sendo a curva analítica realizada de 5,0 – 130,0 µg/mL (RAO et 

al., 2006) 

 

4.2.7. Perfil dos extratos por Cromatografia à Líquido de Alta 

Eficiência (CLAE) 

 

O perfil cromatográfico dos extratos foi realizado em Cromatógrafo à 

líquido de alta eficiência, detector espectrofotométrico de arranjo de diodos, 

modelo SPD-M20A, equipado com programa LC solution (Shimadzu®). Foi 

utilizada coluna de fase reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm e diâmetro de 

partícula de 5,0 µm - modelo Shim-pack VP-ODS - Shimatzu®). O ensaio foi 

realizado em sistema gradiente de 55 - 100% B (metanol em água Mili-Q) por 

85 minutos, com fluxo de 1 mL/min, volume de injeção de 30 µL para os 

extratos e 20 µL para o padrão Rutina (Sigma - Aldrich®) (SANTI et al., 2014).  

 

4.2.8. Preparo das formulações dermocosméticas antissolares 

 

Foram preparadas três gramas das formulações em diferentes bases – 

co-polímero do ácido sulfônico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona 

neutralizado (ammonium acryloyldimethyltaurate/VP copolymer, Aristoflex® 

AVC, Pharmaspecial) ou Álcool cetearílico (e) fosfato de dicetila (e) fosfato de 

álcool cetílico etoxilado (10 OE) (Cetearyl Alcohol, Dicetyl Phosphate e Ceteth-

10 Phosphate, Crodafos® CES, Mapric) – as quais foram acrescidas ou não de 
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biomassa ou extrato de B. braunii e filtros solares, a saber: avobenzona (butyl 

methoxydibenzoylmethane, Pharmaspecial) e p-metoxicinamato de octila 

(Ethylhexyl methoxycinnamate, Pharmaspecial), conforme demonstrado na 

Tabela 1. 
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Tabela 1. Composição qualitativa e quantitativa (%) das formulações dermocosméticas (F1 a F20). 

Componentes 

Proporção (% p/p) 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 

Aristoflex
®
 AVC 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 

Crodafos
®
 CES - - - - - - - - 6,0 6,0 

Propilenoglicol  - - - - - - - - 5,0 5,0 

AVO - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 

MCO  - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0 

Biomassa de B. braunii - - 10,0 10,0 - - 10,0 10,0 - - 

EC - - - - - - - - - - 

EM - - - - - - - - - - 

EE - - - - - - - - - - 

Crodamol
®
 - 3,5 - 3,5 - 3,5 - 3,5 - 3,5 

Phenova
®
 - - - - 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 

Água purificada 99,0 82,5 89,0 72,5 98,2 81.7 88,2 71,7 87,7 71,2 

Legenda. Componentes ativos das formulações dermocosméticas: AVO = avobenzona; MCO = p-metoxicinamato de octila; EC = Extrato da B. 

braunii obtido por Clorofórmio; EM = Extrato da B. braunii obtido por Metanol; EE = Extrato da B. braunii obtido por Etanol. 

 Nomenclatura INCI. AVO - butyl methoxydibenzoylmethane; MCO - ethylhexyl methoxycinnamate; Propilenoglicol - Propylene Glycol; Crodamol
® 

GTCC - Caprylic/Capric Triglyceride; Phenova
® 

- Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben. 
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Tabela 1 (continuação). Composição qualitativa e quantitativa (%) das formulações dermocosméticas (F1 a F20). 

Componentes 

Proporção (% p/p) 

F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20 

Aristoflex
®
 AVC 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

Crodafos
®
 CES 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 

Propilenoglicol  5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

AVO - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 

MCO  - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0 

Biomassa de B. braunii 10,0 10,0 - - - - - - - - 

EC - - - - 10,0 10,0 - - - - 

EM - - - - - - 10,0 10,0 - - 

EE - - - - - - - - 10,0 10,0 

Crodamol
®
 - 3,5 - 3,5 - 3,5 - 3,5 - 3,5 

Phenova
®
 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 

Água purificada 77,7 61,2 87,7 71,2 77,7 61,2 77,7 61,2 77,7 61,2 

Legenda. Componentes ativos das formulações dermocosméticas: AVO = avobenzona; MCO = p-metoxicinamato de octila; EC = Extrato da B. 

braunii obtido por Clorofórmio; EM = Extrato da B. braunii obtido por Metanol; EE = Extrato da B. braunii obtido por Etanol. 

 Nomenclatura INCI. AVO - butyl methoxydibenzoylmethane; MCO - ethylhexyl methoxycinnamate; Propilenoglicol - Propylene Glycol; 

Crodamol
® 

GTCC - Caprylic/Capric Triglyceride; Phenova
® 

- Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben.
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A preparação das formulações F1-F4 foi realizada como segue: o agente 

geleificante Aristoflex® AVC foi previamente hidratado em béquer de vidro com 

quantidade suficiente de água purificada. Em seguida, a água restante foi 

incorporada ao gel e fez-se a homogeneização, manualmente, com bastão de 

vidro. Ao mesmo tempo, os filtros UV foram dissolvidos em triglicérides de 

ácido cáprico e caprílico. Posteriormente, os compostos ativos foram 

incorporados ao gel já formado, com bastão de vidro e agitação vigorosa. A 

biomassa de B. braunii, antes de ser incorporada, foi submetida à redução de 

partícula em álcool P.A. com auxílio do banho de ultrassom (Unique® 

UltraCleaner 1600A) por período de 30 minutos. As formulações foram 

acondicionadas em frascos plásticos, avaliadas quanto às suas características 

físicas (aspecto, cor e odor) e mantidas sob refrigeração a 4°C (Consul® 

Facilite Frost Free) para posteriores análises. 

No preparo das formulações F5 a F8, o agente geleificante Aristoflex® 

AVC foi hidratado em água, sob agitação de 1000 rpm, em agitador mecânico, 

com hélice tipo centrífuga. Os filtros UV foram dissolvidos em triglicérides de 

ácido cáprico e caprílico, sendo posteriormente incorporados ao gel na forma 

de um fio constante e sob agitação. O conservante foi adicionado durante o 

processo de agitação. A biomassa da B. braunii foi inserida por meio do 

processo de espatulação. As formulações foram acondicionadas, avaliadas 

quanto às suas características físicas (aspecto, cor e odor) e mantidas sob 

refrigeração a 4°C (Consul® Facilite Frost Free) para posteriores análises. 

As formulações F9 – F12 foram preparadas da seguinte maneira 

(PINTO, 2014): 

Fase A - Aristoflex® AVC foi hidratado em água e propilenoglicol, sob 

agitação de 1000 rpm, em agitador mecânico, com hélice tipo centrífuga, 

durante 10 minutos e, posteriormente, foram aquecidos a 75,0 ºC. 

Fase B - Os componentes Crodafos® CES; triglicérides de ácido cáprico 

e caprílico e os filtros UV orgânicos foram aquecidos à temperatura de 75,0 ºC. 

Após, a Fase B foi vertida lenta e constantemente sobre A sob agitação 

de 1000 rpm, em agitador mecânico, com hélice tipo centrífuga. Após, a 

velocidade foi elevada gradualmente até 5000 rpm e mantida por 2 minutos. O 

conservante foi adicionado durante o processo de agitação. As formulações 

foram resfriadas à temperatura ambiente, sendo então acondicionadas, 
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avaliadas quanto às suas características físicas (aspecto, cor e odor) e 

mantidas sob refrigeração a 4°C (Consul® Facilite Frost Free) para posteriores 

análises. 

As formulações contendo o extrato da microalga (Tabela 1) foram 

preparadas da mesma forma descrita para as formulações F9 – F12, 

apresentando como diferença a incorporação dos diferentes extratos obtidos ao 

invés da biomassa seca da microalga.   

 

4.2.9. Atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade de 

formulação contendo B. Braunii 

 

A avaliação da eficácia in vitro com relação à radiação UVA e UVB das 

formulações fotoprotetoras foi realizada por meio da espectrofotometria de 

refletância difusa com esfera de integração (Labsphere® UV2000S Ultraviolet 

Transmittance Analyzer), tendo intervalo espectral de 250 a 450 nm. As 

amostras foram aplicadas em placa de polimetilmetacrilato (PMMA) sob a 

forma de filme fino e uniforme, compreendendo uma área de 1,3 mg/cm2 

(COSMETICS EUROPE, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015; UNITED STATES, 

2011).   

De acordo com Velasco e colaboradores (2008), a determinação da 

eficácia in vitro das formulações foi baseada nos seguintes parâmetros: fator de 

proteção solar estimado (FPS) e comprimento de onda crítico. As análises 

foram realizadas em triplicatas, tendo sido utilizados, pelo menos, cinco 

registros de transmitância por placa (SPRINGSTEEN et al., 1999).  

 O FPS estimado foi obtido por meio da Equação 3, pelo programa UV-

2000® (COSMETICS EUROPE, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015). 





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Equação 3. Fator de Proteção Solar in vitro (FPS estimado).  

Na qual: Eλ = eficácia eritematógena espectral da CIE (Commission Internationale de l'Eclairage); Sλ = 

irradiância solar espectral; Tλ = transmitância espectral da amostra; dλ = intervalo dos comprimentos de 

onda. 
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 O comprimento de onda crítico estimado das amostras foi determinado 

pela Equação 4 (COSMETICS EUROPE, 2011; UNITED STATES, 2011). 

 

 

 

Equação 4. Comprimento de onda crítico in vitro.  

Na qual: A(λ) = absorbância espectral da amostra; d(λ) = intervalo dos comprimentos de onda. 

 

As placas de PMMA contendo as amostras, após a análise do FPS e do 

comprimento de onda crítico, foram submetidas ao processo de irradiação em 

câmara de fotoestabilidade (Atlas Suntest® CPS+) com dose fixa de 2088 kJ/m2 

(correspondente à irradiação de 1 hora), irradiância igual a 55 W/m2, e 

temperatura de 35°C (SCALIA, MEZZENA, 2010). 

Subsequentemente, as amostras foram novamente avaliadas no 

Labsphere® UV2000S para obtenção dos valores de FPS e de comprimento de 

onda crítico, sendo os resultados comparados com aqueles obtidos antes da 

etapa da irradiação. Tal comparação teve por objetivo avaliar a influência da 

microalga B. braunii na fotoestabilidade funcional dos filtros. 

 

4.2.10. Determinação do potencial antirradicalar do extrato e 

da formulação contendo o extrato da B. braunii 

  

A atividade antioxidante da microalga e da formulação foi determinada 

pela ação sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH•).  

O método empregado consistiu em promover a reação de 1 mL do 

extrato com 3 mL de DPPH• (100 µM) por 30 minutos em temperatura 

ambiente e no escuro. Após, as amostras foram analisadas em 517 nm em 

espectrofotômetro UV-VIS Evolution® 600, com cubetas de quartzo de caminho 

ótico de 1,0 cm. Assim, foi possível observar a porcentagem de sequestro de 

radicais livres (%SRL) por meio da Equação 5 que correlacionou a 

absorbância da amostra (Absamostra) com o controle negativo (Abscontrole), 
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constituído por álcool etílico/água (7:3 v/v) e solução 100,0 µM de DPPH•, na 

proporção indicada (DE OLIVEIRA et al., 2015; SCALIA, MEZZENA, 2010). 

 

%SRL = [(Abscontrole–Absamostra) x 100]/Abscontrole 

 

Equação 5. Equação da porcentagem de sequestro de radicais livres. 

Lengenda: %SRL: Porcentagem de radicais livres sequestrados; Abscontrole: Absorbância do 

controle negativo; Absamostra: Absorbância da amostra.  

 

O resultado da ação antioxidante dos extratos (concentração 10%) foi 

correlacionado ao padrão de Trolox® por meio de curva padrão realizada de 3,0 

– 30,0 µg/mL (MITTAL et al., 2014; VILLAÑO et al., 2007) 

Para avaliar a ação antioxidante das formulações, foi realizado o mesmo 

procedimento aplicado aos extratos. Entretanto, em razão da presença de 

componentes que tornaram as soluções turvas a fim de obter o sobrenadante e 

realizar o experimento, 0,1 g de cada formulação foi adicionado em 1 mL de 

etanol 70% e, em seguida, submetido à centrifugação a 3000 rpm por 20 

minutos. 

 

4.2.11. Análise estatística 

 

Os dados foram avaliados pelo programa Minitab®, versão 17, em 

triplicata, empregando ANOVA (modelo linear generalizado) ou delineamento 

experimental do tipo fatorial, compreendendo o nível de significância de 5% 

(p≤0,05) para a determinação de resultados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Determinação do crescimento da B. braunii 

 

Para verificar o crescimento celular da B. braunii foi necessária a 

realização da curva de calibração (Figura 6), descrita no item 4.2.2. 

  

Figura 6. Curva de calibração para determinação da concentração celular de Botryococcus 

braunii. 

 

Legenda: Leitura realizada em cubetas de quartzo a 680 nm, conforme procedimento do item 

4.2.2. 

 

Após a elaboração da curva, foi possível determinar o crescimento da B. 

braunii, ao empregar a absorbância da alíquota retirada diariamente do 

fotobiorreator (item 4.2.1 supra) na equação da reta (Equação 6). 

 

x = 427,14 x abs + 0,6649 

 

Equação 6. Equação da reta obtida da curva de calibração da B. braunii. 

No qual: x= concentração celular (mg/L); abs= absorbância 

 

O cultivo da microalga foi realizado por alimentação intermitente com 

fosfato de potássio e nitrato de sódio, em quantidade proporcional ao seu 

crescimento celular diário, com intuito de evitar possível estresse inibitório 

devido à altas concentrações de nutrientes, bem como de fornecer, ao mesmo 
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tempo, a correção dos elementos fósforo e nitrogênio no meio, uma vez que 

fazem parte da composição elementar da biomassa de B. braunii (PÉREZ-

MORA et al., 2016). 

O controle do valor de pH em torno de 7,8±0,2 foi realizado pela adição 

de gás carbônico no sistema através de uma válvula solenoide que, além de 

contribuir com o referido controle, supria as células ao incorporar o carbono, 

que também faz parte da sua composição elementar (PÉREZ-MORA et al., 

2016). 

 No cultivo foram obtidos os seguintes valores de crescimento, conforme 

ilustra a Figura 7. 

 

Figura 7. Crescimento da B. braunii realizado em fotobiorreator tubular do tipo airflit em 

diferentes períodos. 
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5.2. Determinação de lipídeos totais 

 

A escolha do sistema solvente e do método para a extração de lipídeos 

de microalgas é importante, uma vez que a eficácia do processo está 

relacionada à permeabilidade celular e parâmetros de extração. A temperatura 

é um parâmetro considerável, visto que os lipídeos passam a ser instáveis em 

alta temperatura, sendo o Soxhlet um sistema adequado, pois, durante o 

processo, se evita a temperatura alta de ebulição do solvente, e, 

consequentemente, a possível decomposição da gordura. Com relação ao 

solvente, é recomendada a mistura de clorofórmio-metanol para a extração, 

embora seja necessária, no caso da microalga B. braunii, uma pré-extração 

com solvente mais apolar (éter de petróleo), a fim de acelerar o processo, uma 

vez que esta apresenta muitas moléculas apolares em sua composição, como 

a presença de ácido linoleico (C18:2n6) , ácido oleico (C18:1n9), ácido 

palmítico (C16:0) e ácido esteárico (C18:0) (LEE, YOON, OH, 1998; LUQUE-

GARCÍA, CASTRO, 2004; PÉREZ-MORA et al., 2016). 

De acordo com Mata e colaboradores (2010), a concentração de lipídeos 

na espécie estudada pode variar de 25,0 a 75,0% do peso seco da biomassa e 

esta diferença pode ocorrer devido à variações ambientais, condições de 

cultivo – como deficiência de nitrogênio ou estresse salino – e a fase de 

crescimento da microalga. Já no estudo de Rao e colaboradores (2007), foi 

observado conteúdo lipídico total na faixa de 24,0 a 28,0% ao realizar cultivo 

em diferentes salinidades, o que comprovou que a forma ou os parâmetros 

durante o crescimento da microalga podem influenciar na produção dos 

componentes (ZHILA, KALACHEVA, VOLOVA, 2011). Neste estudo, o 

resultado obtido da extração de lipídeos da biomassa seca de B. braunii, 

realizado em duplicata, apresentou média de 25,65%, sendo, portanto, 

compatível com os dados obtidos da literatura.  

 

5.3. Determinação de proteínas totais 

   

As microalgas verdes são conhecidas por apresentarem em sua 

composição grande quantidade de componentes, em particular as proteínas 

(SKJÅNES, REBOURS, LINDBLAD, 2012).  
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As proteínas de algas e microalgas são, atualmente, alvos de diversas 

pesquisas, uma vez que foi verificado que possuem ação em produtos 

cosméticos. Existem proteínas ou mesmo peptídeos – derivados da proteína 

hidrolisada – que conferem retenção de umidade ao cabelo e à pele, 

mostrando-se conveniente ao uso em cosméticos. Ademais, muitas microalgas 

apresentam em sua composição a micosporina e/ou aminoácido do tipo 

micosporina que exibem ação protetora contra a radiação UV no comprimento 

de onda de 310-365 nm e, portanto, torna-se de grande interesse para uso 

comercial. Por conseguinte, as proteínas podem ser interessantes fontes para 

estudos de futuras formulações dermocosméticas (HAGINO, SAITO, 2010; 

SAMARAKOON, JEON, 2012). 

Segundo Batista e colaboradores (2013), as microalgas verdes, como 

Chlorella vulgaris (green) e Spirulina maxima, apresentam aproximadamente 

40% de proteína em sua composição, sendo que esta concentração pode 

variar de acordo com os fatores ambientais a qual a microalga é submetida 

durante o seu crescimento. Nos estudos realizados por Órpez e colaboradores 

(2009) e Pérez-Mora (2016), a concentração de proteína encontrada na B. 

braunii foi de 30,1 e 32,4%, respectivamente. No presente estudo, foi obtida 

média de concentração de 49,17% de proteínas. Essa discrepância nos dados 

referentes ao teor proteico da biomassa pode estar relacionada à diferença ou 

alteração de algum parâmetro durante o cultivo da B. braunii, como a 

intensidade da luz, pois, segundo relatos, a intensidade elevada durante o 

cultivo é capaz de estimular a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), as quais podem atuar na inibição da síntese de proteínas, enquanto 

que a baixa intensidade pode ocasionar uma melhor formação destas na 

microalga, já que existe uma menor tendência da ocorrência de EROs 

(SKJÅNES, REBOURS, LINDBLAD, 2012). 

 

5.4. Avaliação de fenóis totais 

 

A quantidade de fenóis totais nos extratos foi determinada por meio de 

comparação da absorbância com curva analítica de ácido cafeico (Figura 8). 
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Figura 8. Curva analítica expressa em ácido cafeico (µg/mL). 

 

Legenda: Leitura realizada em cubetas de quartzo no espectrofotômetro UV-VIS Evolution
®
 

600 (Thermo Scientific
®
) com cubetas de quartzo de caminho ótico de 1,0 cm a 750 nm, 

conforme procedimento do item 4.2.6. 

 

De acordo com a equação da reta, a média das absorbâncias dos 

diferentes extratos foi empregada no cálculo, resultando em equivalência de, 

aproximadamente, 18,8 µg/mL; 25,4 µg/mL e 68,9 µg/mL de ácido cafeico para 

os extratos EC, EM e EE, respectivamente. 

 Ao comparar estes resultados com os obtidos por Rao e colaboradores 

(2006), verificou-se que a microalga apresentou equivalência de concentração 

de ácido cafeico inferior do que a relatada no estudo, pois, na análise dos 

referidos autores, os extratos da B. braunii obtidos em metanol e etanol 

apresentaram, respectivamente, concentração de 128,0 e 84,3 µg/mg de fenóis 

totais expressos em ácido cafeico, enquanto que no presente trabalho foi 

obtido concentração de 12,1 e 7,6 µg/mg, respectivamente. Tal divergência de 

concentração de fenóis totais poderia ser explicada em função da cepa 

utilizada no presente estudo. Esta foi diferente da utilizada por Rao e 

colaboradores (2006), que utilizaram a cepa UTEX LB 572 (linhagem A), 

indicando que, ainda que as microalgas sejam da mesma linhagem, pode haver 

diferença nas concentrações de compostos fenólicos presentes em sua 

composição (RAO et al., 2010). Ainda, tais distintos resultados podem estar 

relacionados às condições de crescimento da microalga, como luz, salinidade e 

nutrientes, as quais podem influenciar sua composição final, pois o processo 
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pelo qual a microalga foi cultivada neste estudo possuiu diferenças com relação 

ao de Rao e colaboradores (2006), como o emprego de luminosidade contínua, 

cultivo em fotobiorreator e uso do processo de secagem em estufa para obter a 

biomassa da microalga (SABEENA, FARVIN, JACOBSEN, 2013; SKJÅNES, 

REBOURS, LINDBLAD, 2012).  

 O meio de obtenção da biomassa seca também pode ter contribuído 

para a concentração inferior dos compostos encontrados, tendo em vista que, 

em estudo recente com diferentes algas, foi observado que o tratamento da 

amostra pode apresentar diferença em relação aos metabólitos produzidos, 

havendo maior preservação dos componentes da biomassa seca em processo 

de liofilização em comparação ao processo de secagem em estufa (MA et al., 

2015).  

 

5.5. Perfil dos extratos por Cromatografia à Líquido de Alta 

Eficiência (CLAE) 

 

A fim de obter informações qualitativas sobre como as substâncias 

presentes nos extratos da B. braunii se apresentam, foram identificados os 

perfis cromatográficos das amostras. Na Figura 9 estão ilustrados os perfis 

cromatográficos dos extratos obtidos com clorofórmio, metanol e etanol 70%. 
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Figura 9. Perfil cromatográfico qualitativo dos extratos de B. braunii obtidos por diferentes solventes. 

 

Legenda. Análise realizada no equipamento Cromatógrafo líquido de alta eficiência, detector espectrofotométrico de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com 

programa LC solution (Shimadzu
®
), injeção 30 µL, detector PDA (350 nm), fluxo de 1 mL/min e coluna de fase reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm e diâmetro de partícula de 5,0 

µm - modelo Shim-pack VP-ODS - Shimatzu
®
). Gradiente de metanol em água Mili-Q, 5 min a 55%, de 5 a 65 min 55 - 100% B, 65 a 75 min 100% B, tempo total de corrida 85 

min. 
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Observou-se que houve diferenciação na composição dos extratos 

conforme o tipo de solvente empregado. Este resultado é corroborado por 

diversos estudos, pois a extração de componentes está relacionada a diversos 

fatores, como a polaridade e/ou proporção do solvente e o processo extrativo 

utilizado, por exemplo (CHOOCHOTE, SUKLAMPOO, OCHAIKUL, 2014; 

GHITESCU et al., 2015; MACHU et al., 2015; WARD, 2016).  

Apesar de o metanol e o etanol apresentarem polaridade semelhante, 

alguns estudos descreveram que tais solventes, quando empregados em 

processo extrativo e material vegetal idênticos, resultam em diferentes níveis 

de concentração dos compostos nos extratos, o que se constatou nos extratos 

da microalga B. braunii, pois houve picos com maior intensidade ao ser 

utilizado o solvente extrator etanol 70%, seguido do clorofórmio e metanol 

(BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2013; HUSSEIN et al., 2013; KANATT et 

al., 2015). 

 Como substância padrão do método de CLAE, foi utilizada a rutina 

(cromatograma representado na Figura 10), que, por ser um composto fenólico 

encontrado amplamente no Reino Vegetal, incluindo algas, poderia estar 

presente nos extratos da microalga (AL-SAIF, ABDEL-RAOUF, AREF, 2014; 

ARAUJO, ROSADO, FERNANDES, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2015, 2016b; 

KUMAR, MURUGESAN, BHUVANESWARI, 2015; PERES et al., 2015). 
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 Figura 10. Cromatograma do padrão Rutina. 

 

Legenda. Análise realizada no equipamento Cromatógrafo líquido de alta eficiência, detector 

espectrofotométrico de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com programa LC 

solution (Shimadzu
®
), injeção 30 µL, detector PDA (350 nm), fluxo de 1 mL/min e coluna de 

fase reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm e diâmetro de partícula de 5,0 µm - modelo Shim-pack 

VP-ODS - Shimatzu
®
). Gradiente de metanol em água Mili-Q, 5 min a 55%, de 5 a 65 min 55 - 

100% B, 65 a 75 min 100% B, tempo total de corrida 85 min. 

 

 A Rutina é um flavonoide que possui ação antioxidante e apresenta 

estrutura molecular semelhante aos filtros químicos, a qual permite absorção 

na faixa do espectro UV. Devido à estas características, este flavonoide tem 

sido alvo de estudos para auxiliar nos produtos cosméticos, visando à 

fotoproteção (DE OLIVEIRA et al., 2016ab; VELASCO et al., 2008). 

 Em estudo realizado por Choquenet e colaboradores (2008) averiguou-

se que, ao incorporar a rutina em emulsão O/A na concentração de 10% (p/p), 

o valor do fator de proteção solar (FPS) foi semelhante ao do reconhecido filtro 

UVB homossalato. Em relação à radiação UVA, também foi observado que 

este flavonoide foi capaz de realizar a fotoproteção para esta faixa de radiação, 

tornando-o um composto atrativo para uso em formulações fotoprotetoras. 

 Ao associar a rutina, em concentração de 0,1% (p/p), aos filtros UVA 

benzofenona-3 e avobenzona (AVO), verificou-se no estudo de De Oliveira e 

colaboradores (2015) que, in vitro, ocorreu aumento do FPS de 54% da 

formulação contendo o flavonoide e a benzofenona-3, bem como a prevenção 
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da foto-oxidação do filtro UVA. No entanto, não foi obtido desempenho eficaz 

quando associada ao filtro AVO, provocando a redução do valor do FPS. Neste 

mesmo estudo foi constatado que a formulação contendo rutina apresentou 

atividade antioxidante 40 vezes superior em comparação à formulação controle 

que não continha o flavonoide, confirmando, assim, o seu potencial de 

sequestro de radicais livres. Portanto, existindo a possibilidade de presença 

deste composto na microalga, e devido às suas habilidades de poder atuar na 

melhora da eficácia fotoprotetora, bem como de contribuir para ação 

multifuncional por exercer ação antioxidante, este flavonoide foi utilizado como 

substância padrão para o método. 

Ao analisar o cromatograma do padrão com os perfis dos extratos, 

constatou-se a ausência de rutina em suas composições, uma vez que não 

foram verificados picos relativos à esta substância.  

 

5.6. Preparo das formulações dermocosméticas antissolares 

 

As formulações foram analisadas de acordo com as suas características 

físicas (aspecto, cor e odor), descritas na Tabela 2. 
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Tabela 2. Características físicas das formulações dermocosméticas.  

Formulações Composição Aspecto Características organolépticas 

F1 Base Aristoflex
®
 AVC 

  

Gel homogêneo, incolor e inodoro 

F2 
Base Aristoflex

®
 AVC com 

filtos AVO e MCO  

  

Gel homogêneo, de coloração branca e odor característico 

F3 
Base Aristoflex

®
 AVC com 

células da B. braunii 

 

Gel homogêneo, de coloração verde escuro e odor característico 

F4 
Base Aristoflex

®
 AVC com 

com células da B. braunii e 
filtos AVO e MCO  

 

Gel homogêneo, de coloração verde claro e odor característico 

F5 Base Aristoflex
®
 AVC 

 

Gel homogêneo, incolor e inodoro 

F6 
Base Aristoflex

®
 AVC com 

filtos AVO e MCO  

 

Gel homogêneo, de coloração branca e odor característico 

F7 
Base Aristoflex

®
 AVC com 

células da B. braunii 
(espatuladas) 

  

Gel homogêneo, de coloração verde escuro e odor característico 

Legenda. AVO = Avobenzona; MCO = Metoxinamato de octila. 
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Tabela 2 (Continuação). Características físicas das formulações dermocosméticas.  

Formulações Composição Aspecto Características organolépticas 

F8 

Base Aristoflex
®
 AVC com 

com células da B. braunii 
(espatuladas) e filtos AVO e 

MCO  
  

Gel homogêneo, de coloração verde escuro e odor característico 

F9 Base Crodafos
®

 CES 

 

Emulsão homogênea, de coloração branca e odor característico 

F10 
Base Crodafos

®
 CES com 

filtos AVO e MCO  

 

Emulsão homogênea, de coloração branca e odor característico 

F11 
Base Crodafos

®
 CES com 

células da B. braunii 

(espatuladas) 

 

Emulsão homogênea, de coloração verde escuro e odor 
característico 

F12 

Base Aristoflex
®
 AVC com 

células da B. braunii 
(espatuladas) e filtos AVO e 

MCO  
 

Emulsão homogênea, de coloração verde escuro e odor 
característico 

F13 Base Crodafos
®
 CES 

  

Emulsão homogênea, de coloração branca e odor característico 

F14 
Base Crodafos

®
 CES com 

filtos AVO e MCO  

 

Emulsão homogênea, de coloração branca e odor característico 

Legenda. AVO = Avobenzona; MCO = Metoxinamato de octila. 
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Tabela 2 (Continuação). Características físicas das formulações dermocosméticas.  

Formulações Composição Aspecto Características organolépticas 

F15 

Base Crodafos
®
 CES com 

extrato da B. braunii 
(solvente utilizado 

clorofórmio) 
  

Emulsão homogênea, de coloração amarela e odor característico 

F16 

Base Crodafos
®
 CES com os 

filtros AVO e MCO e o 
extrato da B. braunii 
(solvente utilizado 

clorofórmio)  

Emulsão homogênea, de coloração amarela e odor característico 

F17 
Base Crodafos

®
 CES com 

extrato da B. braunii 
(solvente utilizado Metanol) 

 

Emulsão homogênea, de coloração amarela e odor característico 

F18 

Base Crodafos
®
 CES com os 

filtros AVO e MCO e o 
extrato da B. braunii 

(solvente utilizado Metanol) 
 

Emulsão homogênea, de coloração amarela e odor característico 

F19 
Base Crodafos

®
 CES com 

extrato da B. braunii 
(solvente utilizado Etanol) 

 

Emulsão homogênea, de coloração amarela e odor característico 

F20 

Base Crodafos
®
 CES com os 

filtros AVO e MCO e o 
extrato da B. braunii 

(solvente utilizado Etanol) 
 

Emulsão homogênea, de coloração branca e odor característico 

Legenda. AVO = Avobenzona; MCO = Metoxinamato de octila. 
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O emprego do Aristoflex® AVC na formulação se deu em razão de ser 

um co-polímero sintético formador de gel em sistema aquoso, apresentando 

propriedades sensoriais e espalhabilidade adequadas. O gel não é irritante e 

confere adesividade com agradável sensação à pele, sem o toque pegajoso 

dos polímeros tradicionais, apresentando carga aniônica e transparência, além 

de estabilidade quanto à ampla faixa de valor de pH (4 a 9), bem como quando 

associado a uma variedade de substâncias ativas. Ademais, este polímero é 

estável perante a radiação UV e pode atuar como agente espessante e 

estabilizador de emulsões, uma vez que é possível utilizá-lo com fases oleosas 

diversas, como fluidos de silicone, ceras e hidrocarbonetos, acarretando na 

formação de sistemas estáveis (ADRIANO et al., 2014; DANIELS, 2012; 

PERES; DIAS, 2011; ZANINI, 2007).  

No preparo das formulações F3 e F4, foi necessária a redução de 

partícula da biomassa da B. braunii, descrito no item 4.2.8, pois a preparação 

precisou estar homogênea para aplicação e análise pelo Labsphere® UV2000S. 

(ABUÇAFY et al., 2016; COSMETICS EUROPE, 2011).  

Inicialmente, a análise foi realizada por meio da incorporação da 

biomassa da microalga com redução de partículas em etanol, tendo sido 

constatado que a microalga não promoveu a ação esperada (item 5.7.1 infra). 

Assim, novas formulações foram desenvolvidas com uso da biomassa e de 

seus extratos – obtidos a partir de diferentes solventes –, alterando-se o 

veículo, bem como o processo de incorporação – com emprego da espatulação 

para garantir a homogeneidade da formulação –, a fim de verificar se estas 

alterações poderiam contribuiriam para melhor ação da microalga B. braunii.  

A base Crodafos® CES foi selecionada como o veículo alternativo, pois é 

uma base autoemulsificante fosfatada que apresenta alta estabilidade em 

sistemas óleo/água (O/A). Esta base possibilita melhor formação de filme que o 

gel, contribuindo para aumento do FPS da formulação fotoprotetora (CRODA 

EUROPE, 2016; PINTO, 2014; SOHN et al., 2016). Por fim, todas as 

formulações apresentaram-se homogêneas. 
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5.7. Atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade de 

formulação contendo B. braunii 

 

Segundo a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), um 

fotoprotetor deve promover ação contra a radiação UVA e UVB, tendo que 

apresentar, no mínimo, FPS igual a 6 e comprimento de onda crítico igual ou 

superior a 370 nm – valor que corresponde a 90% da área integrada entre 290 

a 400 nm (intervalo espectral que abrange a radiação UVB e UVA) (BRASIL, 

2012;). 

A fotoproteção in vitro das formulações F1 a F20 foi analisada por 

espectrofotometria de refletância difusa com esfera de integração em 

Labsphere® UV-2000S, o qual fornece o FPS e o comprimento de onda crítico 

por meio da conversão dos valores de transmitância ou absorbância, que são 

calculados pela diferença entre a radiação emitida na placa de PMMA contendo 

a amostra e a radiação detectada após sua passagem pela formulação 

(DUEVA-KOGANOV et al., 2009; PERES et al., 2015).  

A fotoestabilidade é um procedimento que envolve a irradiação prévia 

das formulações fotoprotetoras. Este processo é considerado uma etapa 

fundamental, pois permite averiguar mudanças no fator de proteção solar (FPS) 

quando as amostras são expostas à radiação UV emitida pela câmera de 

fotoestabilidade, e, portanto, auxilia na conveniente avaliação e determinação 

da fotoestabilidade das formulações (UNITED STATES, 2011).  

 

5.7.1. Avaliação do FPS e comprimento de onda crítico das 

formulações contendo a incorporação da biomassa seca de 

B. braunii 

 

Ao realizar o experimento, foi constatado que as formulações contendo 

os filtros solares apresentaram absorção da radiação UV, compreendendo 

espectro de absorção nas regiões UVB e UVA. Este amplo espectro ocorreu 

devido à ação conjunta dos filtros presentes na formulação, uma vez que a 

avobenzona é capaz de absorver a radiação na faixa de 310 a 400 nm, que 

compreende a região UVA, enquanto que o p-metoxicinamato de octila absorve 
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a radiação UVB, com máximo de absorção, geralmente, em 310 nm (MOTA, 

FREITAS, TODESCHINI, 2009; PALM, O’DONOGHUE, 2007).  

A seleção dos filtros teve por objetivo a obtenção de uma formulação 

com amplo espectro de absorção, tendo sido considerado, ainda, que estes 

são utilizados em fotoprotetores disponíveis no mercado e que existem estudos 

científicos que comprovam a segurança e eficácia. Ressalta-se que a 

avobenzona (Figura 11A) é uma molécula fotoinstável que se cliva por meio da 

irradiação e, quando associada ao p-metoxicinamato de octila (Figura 11B), 

desempenha maior probabilidade de quebra e interação fotoinduzida entre os 

filtros, provocando, por consequência, a redução da proteção UVA e do FPS da 

formulação (AFONSO et al., 2014; BALOGH et al., 2011; BISSONNETTE, 

2008; KIM et al., 2015; LHIAUBET-VALLET et al., 2010; NASH, 2006; 

RIBEIRO, 2010; SCALIA, MEZZENA, 2010; VELASCO et al., 2008). 

 

Figura 11. Estrutura molecular dos filtros avobenzona e p-metoxicinamato de octila (Adaptado 

de LHIAUBET-VALLET et al., 2010). 

 

 

Na Tabela 3 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de 

onda crítico, antes e após o processo de irradiação das formulações F1 a F4 

(incorporação das células após sofrerem redução de partícula em álcool), tendo 

na Figura 12 a ilustração das respectivas curvas de absorbância. 
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Tabela 3. Valores de FPS e comprimento de onda crítico (nm) in vitro das formulações F1 a F4 

antes e após irradiação. 

Formulações 

FPS Comprimento de onda crítico (λc) 

Pré – irradiação Pós – irradiação Pré – irradiação Pós – irradiação 

F1 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F2 10,0 ± 1,7Aa 8,0 ± 1,1Aa 381,0 ± 1,1Aa 376,0 ± 1,0Ab 

F3 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F4 7,0 ± 1,0Ba 4,0 ± 0,6Bb 381,0 ± 1,0Aa 372,0 ± 3,5Ab 

Legenda. FPS = Fator de Proteção Solar; N.A. = não aplicável; F1 – Formulação gel base; F2 

– Formulação gel com filtros; F3 – Formulação gel com B. braunii com partícula reduzida; F4 – 

Formulação gel contendo filtros e B. braunii com partícula reduzida. 

- Resultados de eficácia fotoprotetora expressos como média ± desvio padrão. 

- Letras diferentes representam diferença significativa, tendo letra maiúscula para a diferença 

entre as formulações e minúscula para os dados antes e após a irradiação. 
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Figura 12. Curvas de absorbância das formulações F1 a F4, mensuradas no comprimento de 

onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiação (AI) e após (IR). 

 

Legenda. F1 – Formulação gel base; F2 – Formulação gel com filtros; F3 – Formulação gel 

com B. braunii com partícula reduzida; F4 – Formulação gel contendo filtros e B. braunii com 

partícula reduzida.  

 

 

Para formulações F1 a F4, o comprimento de onda crítico (λc) 

permaneceu com valor superior a 370 nm e não apresentou diferença entre as 

amostras F2 e F4 (COSMETICS EUROPE, 2011). O mesmo não ocorreu para 

os valores de FPS, pois foi observada diferença entre as formulações. Na 

formulação F3, houve ausência de FPS, constatando-se, portanto, que, ao 

utilizar somente a microalga, não foi possível obter auxílio na fotoproteção por 

obtenção de FPS. Já, com relação às formulações F2 e F4, apesar de ambas 

apresentarem absorção da radiação UV, a F2 – contendo somente os filtros – 

obteve melhor desempenho, exibindo valor de FPS superior (10,0 ± 1,7) em 

relação à F4 (7,0 ± 1,0), composta de filtros e a microalga B. braunii. Assim, 

nas condições do estudo, a associação da microalga não favoreceu a melhora 

da eficácia por meio do FPS in vitro.  

A redução do FPS na formulação F4 poderia estar relacionada a uma 

interação entre os filtros e a microalga, pois estudos apontaram que 



51 
 

determinados filtros UV podem reagir com aminoácidos livres e proteínas, por 

possuírem em sua estrutura o grupamento carbonila eletrofílico, o qual reage 

com o grupo nucleofílico das proteínas, sob condições térmicas e/ou por meio 

da irradiação, culminando na formação de produtos que apresentam influência 

no espectro de ação do filtro UV. Desta maneira, considerando-se que a 

microalga possui proteínas em sua composição, pode ter ocorrido interação 

com os filtros na formulação F4, resultando em menor ação desta em relação à 

F2 (STIEFEL, SCHWACK, NGUYEN, 2015; STIEFEL, SCHWACK, 2013, 

2014). 

Outra possibilidade a ser considerada está relacionada ao método de 

incorporação utilizado para a microalga, pois é sabido que a forma de 

incorporação ou mesmo o processo de extração de compostos podem interferir 

diretamente na qualidade dos compostos ativos (SASIDHARAN et al., 2011). 

Assim, foi realizado novo processo de incorporação da microalga e alteração 

da base da formulação. 

Na Tabela 4 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de 

onda crítico, antes e após o processo de irradiação das formulações F5 a F8 

(biomassa incorporada por processo de espatulação), tendo na Figura 13 a 

ilustração das respectivas curvas de absorbância. 
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Tabela 4. Valores de FPS e comprimento de onda crítico (nm) in vitro das formulações F5 a F8 

antes e após irradiação com incorporação da biomassa por espatulação. 

Formulações 

FPS Comprimento de onda crítico (λc) 

Pré – irradiação Pós – irradiação Pré – irradiação Pós – irradiação 

F5 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F6 10,0 ± 2,1Aa 8,0 ± 4,5Aa 382,0 ± 0,6Aa 373,0 ± 3,0Ab 

F7 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F8 7,0 ± 1,0Ba 5,6 ± 1,2Ba 383,0 ± 0,6Aa 380,0 ± 0,6Bb 

Legenda. FPS = Fator de Proteção Solar; N.A. = não aplicável; F5 – Formulação gel base; F6 

– Formulação gel com filtros; F7 – Formulação gel com B. braunii; F8 – Formulação gel 

contendo filtros e B. braunii. 

- Resultados de eficácia fotoprotetora expressos como média ± desvio padrão. 

- Letras diferentes representam diferença significativa, tendo letra maiúscula para a diferença 

entre as formulações e minúscula para os dados antes e após a irradiação. 
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Figura 13. Curvas de absorbância das formulações F5 a F8, mensuradas no comprimento de 

onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiação (AI) e após (IR). 

 

Legenda. F5 – Formulação gel base; F6 – Formulação gel com filtros; F7 – Formulação gel 

com B. braunii; F8 – Formulação gel contendo filtros e B. braunii. 

 

Ao adotar novo método de incorporação, constatou-se que o 

comprimento de onda crítico (λc) das formulações F6 e F8 permaneceram 

acima de 370 nm, antes e após o processo de irradiação, favorecendo a ação 

na região UVA (COSMETICS EUROPE, 2011). 

A ação das variáveis para o FPS pode ser confirmada por intermédio do 

gráfico de Pareto de causa e efeito (Figura 14), que apresenta barras de cada 

variável e suas combinações e reta de referência indicativa do nível de 

significância do teste estatístico (α = 0,05); e pelo gráfico de efeitos principais, 

que demonstra o efeito isolado de cada variável para o resultado do FPS, sendo 

que quanto maior a inclinação da reta, maior é o impacto da variável no 

resultado (Figura 15) (PERES et al., 2016). 
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Figura 14. Gráfico de Pareto ilustrando o efeito de cada variável e suas combinações para o 

resultado do FPS das formulações F5 a F8. 

 

 

Figura 15. Gráfico de efeitos principais para o FPS das formulações F5 a F8. 

 

 

Constatou-se que a microalga isoladamente (F7) não foi considerada 

significativa para o efeito do FPS, assim como na formulação averiguada 

anteriormente (F3), ou seja, independentemente da forma de incorporação, não 

houve ação da microalga contra a absorção da radiação UVB. 
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 As formulações F6 e F8 apresentaram influência no efeito do FPS, 

sendo que a presença do filtro isoladamente garantiu ação mais pronunciada, 

pois a distância entre a reta de referência e o final da barra foi maior em relação 

à combinação dos filtros e a microalga, ou seja, a incorporação da microalga 

gerou redução do FPS da formulação, o que foi comprovado pelo gráfico de 

efeitos principais (Figura 15), indicando possível interação entre a microalga e 

os filtros UV. 

Desta forma, tendo em vista que a alteração do método de incorporação 

da B. braunii não contribuiu para a melhora na eficácia do FPS das 

formulações, foi realizada a análise do desempenho das formulações 

fotoprotetoras com a alteração da base, de gel para creme.  

Na Tabela 5 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de 

onda crítico (nm), antes e após o processo de irradiação das formulações F9 a 

F12, tendo na Figura 16 a ilustração das respectivas curvas de absorbância. 

 

Tabela 5. Valores de FPS e comprimento de onda crítico (nm) in vitro das formulações F9 a 

F12 antes e após irradiação. 

Formulações 

FPS Comprimento de onda crítico (λc) 

Pré – irradiação Pós – irradiação Pré – irradiação Pós – irradiação 

F9 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F10 29,0 ± 4,7Aa 8,0 ± 1,1Ab 378,0 ± 0,6Aa 370,0 ± 3,0Ab 

F11 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F12 12,0 ± 1,5Ba 5,0 ± 1,0Bb 382,0 ± 0,6Ba 378,0 ± 1,1Bb 

Legenda. FPS = Fator de Proteção Solar; N.A. = não aplicável; F9 – Formulação creme base; 

F10 – Formulação creme com filtros; F11 – Formulação creme com B. braunii; F12 – 

Formulação creme contendo filtros e B. braunii. 

- Resultados de eficácia fotoprotetora expressos como média ± desvio padrão. 

- Letras diferentes representam diferença significativa, tendo letra maiúscula para a diferença 

entre as formulações e minúscula para os dados antes e após a irradiação. 
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Figura 16. Curvas de absorbância das formulações F9 a F12, mensuradas no comprimento de 

onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiação (AI) e após (IR). 

 

Legenda. F9 – Formulação creme base; F10 – Formulação creme com filtros; F11 – 

Formulação creme com B. braunii; F12 – Formulação creme contendo filtros e B. braunii. 

 

Ao realizar a substituição de base, foi constatado que as formulações 

F10 e F12, antes e após o processo de irradiação, mantiveram o comprimento 

de onda crítico (λc) no intervalo do valor recomendado (370 nm) para favorecer 

a ação na região UVA (COSMETICS EUROPE, 2011; BRASIL, 2012).   

O fator de proteção solar (FPS) para as formulações F10 e F12 

apresentaram diferença, tendo a primeira – contendo somente os filtros – 

melhor desempenho, exibindo valor de FPS superior (29,0 ± 4,7) em relação à 

F12 (12,0 ± 1,5), composta de filtros e a microalga B. braunii. 

Por meio do gráfico de Pareto de causa e efeito (Figura 17), foi possível 

averiguar que todas as variáveis influenciaram no efeito do FPS, sendo que os 

filtros foram os que mais contribuíram na formulação e, por meio do gráfico de 

efeitos principais (Figura 18), constatou-se que a irradiação e a incorporação da 

microalga promoveram redução do FPS da formulação e que os filtros foram os 

responsáveis pela ação fotoprotetora. 
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Figura 17. Gráfico de Pareto ilustrando o efeito de cada variável e suas combinações para o 

resultado do FPS das formulações F9 a F12. 

 

 

Figura 18. Gráfico de efeitos principais para o FPS das formulações F9 a F12. 

 

 

Ao comparar o desempenho do FPS das formulações fotoprotetoras nas 

duas bases, foi possível determinar por meio do gráfico de interações (Figura 

19) – o qual permite avaliar quais componentes influenciaram no resultado do 

FPS das amostras – que a base creme promoveu melhor FPS ao ser 

associada com a microalga antes do processo de irradiação, não havendo 

diferença do valor do FPS após referido processo em comparação com o valor 
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obtido na base gel. Ademais, foi possível observar que, em ambas as bases, a 

formulação contendo somente os filtros resultou em FPS superior em relação 

àquelas contendo a microalga com os filtros.  

 

Figura 19. Gráfico de interações para o FPS das formulações fotoprotetoras com diferentes 

bases. 

 

 

Indiferentemente da base utilizada, comprovou-se que, ao adicionar a 

biomassa seca da microalga na formulação fotoprotetora, esta produziu a 

redução do FPS, o que pode ter ocorrido em razão da interação dos filtros UV 

com compostos presentes na microalga, como por exemplo, a proteína 

(STIEFEL, SCHWACK, NGUYEN, 2015). 

 

5.7.2. Avaliação do FPS e comprimento de onda crítico das 

formulações contendo a incorporação de extratos de B. 

braunii 

 

A partir dos resultados obtidos, a formulação base creme foi selecionada 

para a incorporação dos diferentes extratos, uma vez que forneceu maior FPS 

e manteve o comprimento de onda crítico (nm) no intervalo do valor 
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recomendado (370 nm), sendo tal resultado atribuído, normalmente, ao fato de 

a preparação emulsionada promover a formação de filmes uniformes, espessos 

e não transparentes, proporcionando elevados níveis de fotoproteção (BRASIL, 

2012; PINTO, 2014; SAMBANDAN, RATNER, 2011). 

Na Tabela 6 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de 

onda crítico, antes e após o processo de irradiação das formulações F13 a F20, 

tendo na Figura 20 a ilustração das respectivas curvas de absorbância. 

 

Tabela 6. Valores de FPS e comprimento de onda crítico (nm) in vitro das formulações F13 a 

F20 antes e após irradiação. 

Formulações 

FPS 
Comprimento de Onda Crítico 

(λc) 

Pré – irradiação Pós – irradiação Pré – irradiação Pós – irradiação 

F13 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F14 35,0 ± 3,2Aa 9,0 ± 1,7Ab 377,0 ± 0,6Aa 370,0 ± 3,0Ab 

F15 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F16 21,0 ± 4,7Ca 9,0 ± 1,1Ab 378,0 ± 0,6Aa 363,0 ± 3,6Ab 

F17 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F18 29,0 ± 2,8Aba 11,0 ± 1,1Ab 377,0 ± 0,6Aa 360,0 ± 2,5Ab 

F19 N.A. N.A. N.A. N.A. 

F20 23,0 ± 3,2BCa 12,0 ± 4,7Ab 378,0 ± 0,0Aa 363,0 ± 3,2Ab 

Legenda. FPS = Fator de Proteção Solar; N.A. = não aplicável; F13 – Formulação creme base; 

F14 – Formulação creme com filtros; F15 – Formulação creme com EC; F16 – Formulação 

creme contendo filtros e EC; F17 – Formulação creme EM; F18 – Formulação creme contendo 

filtros e EM; F19 – Formulação creme com EE; F20 – Formulação creme contendo filtros e EE. 

- Resultados de eficácia fotoprotetora expressos como média ± desvio padrão. 

- Letras diferentes representam diferença estatisticamente significativa, tendo letra maiúscula 

para a diferença entre as formulações e minúscula para os dados antes e após a irradiação. 
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Figura 20. Curvas de absorbância das formulações F13 a F20, mensuradas no comprimento 

de onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiação (AI) e após (IR). 

 

Legenda. F13 – Formulação creme base; F14 – Formulação creme com filtros; F15 – 

Formulação creme com EC; F16 – Formulação creme contendo filtros e EC; F17 – Formulação 

creme EM; F18 – Formulação creme contendo filtros e EM; F19 – Formulação creme com EE; 

F20 – Formulação creme contendo filtros e EE. 
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Constatou-se que, quando incorporados isoladamente, os extratos não 

foram capazes de exercer potencial de fotoproteção, comprovando que não 

possuem em sua composição substâncias que apresentem ação contra os 

raios UV ou concentração adequada de moléculas capazes de absorver a 

radiação UV – como fenóis totais –, resultando em FPS não significativo 

(MUNHOZ et al., 2012; SIIPOLA et al., 2015). 

A incorporação dos extratos na formulação fotoprotetora resultou, antes 

do processo de irradiação, na redução do valor do FPS e em valores de 

comprimento de onda crítico acima do valor recomendado (370 nm). No 

entanto, após o processo de irradiação, tanto os valores de FPS quanto de 

comprimento de onda crítico decaíram de forma significativa.  

A redução do valor do FPS pode ter decorrido da incompatibilidade de 

componentes dos extratos com os respectivos filtros, tendo o EM apresentado 

menor influência na redução do FPS, dado corroborado pelo gráfico de efeitos 

principais (Figura 21), provavelmente pelo fato de o metanol ter promovido a 

extração diferenciada de componentes – indicativo desta ação verificado pela 

análise em CLAE (item 5.5), na qual se observou menor quantidade e 

intensidade de picos –, o que pode ter reduzido a interferência destas 

substâncias na ação dos filtros (BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2013; 

HERNANDES, 2015; MUNHOZ et al., 2012; STIEFEL, SCHWACK, NGUYEN, 

2015).  
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Figura 21. Gráficos de efeitos principais o qual compara o FPS das formulações fotoprotetoras 

em relação aos extratos e processo de irradiação. 

 

Legenda. 0 – sem presença do extrato; 10 – com presença do extrato; IR – Irradiado; FPS – 

Fator de Proteção Solar; EC – Extrato obtido com Clorofórmio; EM – Extrato obtido com 

Metanol; EE – Extrato obtido com Etanol.  

 

 Assim, ainda que se tenha realizado a extração dos compostos da 

microalga, a fim de incorporá-los à formulação fotoprotetora de forma mais 

concentrada, não foi constatada influência positiva no FPS da formulação e, 

após a irradiação, houve redução dos valores de comprimento de onda crítico 

(nm) para valor abaixo do recomendado (370 nm), indicando inexistência de 

ação na região UVA e, portanto, ausência de amplo espectro de ação (BRASIL, 

2012; SASIDHARAN et al., 2011; UNITED STATES, 2011) 

Além da possibilidade de interação entre os filtros e os extratos, já 

mencionada, a ausência de contribuição destes para o FPS da formulação 

pode estar relacionado à sua eventual atuação na região da luz visível, e não 
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UV, pois, ao realizar a varredura1 dos extratos na mesma proporção utilizada 

no preparo das formulações (Figura 22), verificou-se que possuem espectro 

que compreende a região do visível (400 – 700nm) (GRETHER-BECK et al., 

2014; PLEFKA et al., 2011).  

 

Figura 22. Varredura espectral dos diferentes extratos da B. braunii. 

 

Legenda. Espectros dos extratos obtidos com diferentes solventes, sendo eles, clorofórmio, 

metanol e etanol (7:3 v/v), realizados em Espectrofotômetro UV-VIS Evolution
®
 600 (Thermo 

Scientific
®
) com cubetas de quartzo e caminho ótico de 1,0 cm em intervalo espectral de 190 – 

800 nm.  

 

Os danos provenientes da luz visível são relativamente pouco 

exporados, mas é sabido que dependendo do comprimento de onda, pode 

provocar impactos fotobilológicos na pele, contribuindo para o 

fotoenvelhecimento, formação de radicais livres, redução da produção de 

colágeno e estimulo à pigmentação nas peles tipos IV-VI, também podendo 

culminar na formação de melasmas ou outras fotodermatoses, o que indica a 

necessidade de se incorporar nas formulações compostos que auxiliem na 

                                                 
1
 A varredura foi realizada com intuito de observar a região espectral de ação dos extratos na 

concentração utilizada no preparo da formulação. Método empregado: solução em DMSO, contendo 

10,0% do extrato, sendo realizada, em seguida, sua leitura em espectrofotômetro UV-VIS Evolution
®
 600 

(Thermo Scientific
®
) com cubetas de quartzo de caminho ótico de 1,0 cm, em intervalo espectral de 190 – 

800 nm. 
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proteção da pele contra a luz visível (GRETHER-BECK et al., 2014; J.  

KRUTMANN  et  al, 2016; LIEBEL et al., 2012; LOHAN et al., 2016; MAHMOUD 

et al., 2010; PLEFKA et al., 2011; VANDERSEE et al., 2015; ZASTROW et al., 

2009; ZASTROW, LADEMANN, 2016). 

Dentro do espectro da luz visível, a luz azul (400 – 500 nm) atua na 

região próxima do espectro UVA e é particularmente importante, uma vez que 

pode penetrar de forma mais profunda na pele do que a radiação UV, por 

apresentar maior comprimento de onda. Esta radiação é capaz de produzir 

danos a nível celular, podendo promover redução da proliferação e 

diferenciação de queratinócitos, bem como interferir na diferenciação dos 

fibroblastos (CHIARELLI-NETO, et al., 2014; J.  KRUTMANN  et  al, 2016; 

MODEPALLI, NAYAK, 2016).  

Desta forma, diante da possibilidade de ação da microalga B. braunii na 

região do visível, segundo a varredura, com ação mais evidente na região 

próxima de 400 – 500 nm; bem como da necessidade de garantir a proteção da 

pele contra os malefícios causados por esta radiação, novos estudos podem 

ser direcionados para verificar a ação da microalga na prevenção dos danos 

provocados na faixa espectral do visível (CHIARELLI-NETO, et al., 2014; J.  

KRUTMANN  et  al, 2016; VANDERSEE et al., 2015). 

 

5.8. Determinação do potencial antirradicalar do extrato e da 

formulação contendo o extrato da B. braunii 

 

A atividade antioxidante da microalga B. braunii foi avaliada tanto nos 

extratos obtidos com diferentes solventes (variando às concentrações), quanto 

nas formulações em que os extratos foram incorporados. 

Para analisar a capacidade de sequestro de radicais livres, foi utilizado o 

composto DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), que é um radical livre capaz 

de reagir com átomos de hidrogênio doados por substâncias antioxidantes, 

resultando na alteração da coloração da solução de roxa para amarela, devido 

à formação do composto 2,2-difenil-1-picril-hidrazina de coloração amarela 

(AMATATONGCHAI et al., 2012; BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERSET, 

1995; GÜLÇIN et al., 2010; PYRZYNSKA, PĘKAL, 2013). 
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Na análise dos extratos (Figura 23), realizada em diferentes 

concentrações, observou-se que a extração com o solvente clorofórmio 

resultou em porcentagem de inibição de DPPH• inferior em relação aos demais 

solventes. Ao comparar os extratos obtidos pelos solventes etanol e metanol, 

constatou-se que estes apresentaram ação antioxidante semelhante. 

 

Figura 23. Potencial antioxidante dos extratos obtidos por diferentes solventes da microalga B. 

braunii. 

 

Legenda. EC = Extrato obtido com solvente clorofórmio; EM = Extrato obtido com solvente 

metanol; EE = Extrato obtido com solvente etanol. 

 

A ação antioxidante dos respectivos extratos em concentração 10% –

concentração utilizada nas formulações – foi comparada com o padrão Trolox® 

(tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (Figura 24), pois é uma substância com 

conhecida ação antioxidante, análoga à vitamina E, amplamente utilizada como 

referência em estudos com a finalidade de comparar a sua ação em relação ao 

material em análise (MISHRA, OJHA, CHAUDHURY, 2012; MITTAL et al., 

2014; VILLAÑO et al., 2007). 
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Figura 24. Curva de inibição do radical livre DPPH pelo padrão de Trolox
®
. 

 

 

A partir da equação da reta (y = 2,665047x - 5,14598; R² = 0.99), obtida 

na curva do Trolox®, foi observado que o EC apresentou menor ação 

antioxidante, tendo equivalência com a concentração de 4,0 µg/mL do padrão, 

enquanto que os extratos obtidos por metanol e etanol resultaram em 

equivalência de 6,6 µg/mL de Trolox®. Este resultado provavelmente ocorreu 

devido à menor capacidade do clorofórmio de extrair, nesta microalga, 

substâncias que proporcionam ação antioxidante, como por exemplo, os 

compostos fenólicos, que apresentam maior afinidade com solventes polares e, 

portanto, mais difíceis de serem extraídos por solventes de baixa polaridade 

(BAGLA, et al., 2016; HUSSEIN et al., 2013; YE et al., 2015; EDDINE, REDHA, 

LADJEL, 2016).  

Apesar de constatar que os extratos não possuem ação antioxidante 

elevada, uma vez que possuem concentração inferior à concentração inibitória 

mínima de 50% (IC50) do Trolox®, correspondente a 20,7 µg/mL, foi analisado 

se, ao incorporá-los à formulação, a ação antioxidante relatada continuaria a 

ser exercida da mesma forma ou se provocaria alguma contribuição à 

formulação fotoprotetora. A Figura 25 demonstra a ação antioxidante 

observada nas formulações F14 a F20. 
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Figura 25. Atividade antioxidante das formulações F14 a F20 expressa em Trolox
®
 (µg/mL). 

 

Legenda. F14 – Formulação creme com filtros; F15 – Formulação creme com EC; F16 – 

Formulação creme contendo filtros e EC; F17 – Formulação creme EM; F18 – Formulação 

creme contendo filtros e EM; F19 – Formulação creme com EE; F20 – Formulação creme 

contendo filtros e EE. 

 

Por meio da análise estatística, elaborou-se o gráfico de Efeitos 

Principais (Figura 26), que representa cada variável isolada, sendo que quanto 

maior a inclinação da reta, maior é o impacto da variável no resultado. Com base 

neste gráfico, foi observado que, quando incorporados na formulação 

fotoprotetora, os extratos não apresentaram potencial de ação antioxidante, 

pois apresentam porcentagem de inibição inferior ao valor do IC50 do padrão 

Trolox® (20,7 µg/mL), bem como não geraram impacto na atividade 

antioxidante, uma vez que houve mínima inclinação da reta (OLIVEIRA et al. 

2016; PERES et al., 2016).  
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Figura 26. Gráficos de Efeitos principais de cada variável em relação à atividade antioxidante 

para os diferentes extratos. 

 

 

Ademais, foi observado no gráfico de interações (Figura 27) – o qual 

permite avaliar quais componentes influenciaram no resultado da atividade 

antioxidante das formulações – que houve interação dos extratos EC e EE na 

presença do filtro, contribuindo para a manutenção ou mesmo redução da ação 

antioxidante da formulação fotoprotetora (PERES et al., 2016).  
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Figura 27. Gráficos de Interações para a atividade antioxidante das formulações fotoprotetoras 

F14 a F20. 

 

 

 

Portanto, apesar de existir dados na literatura que relatam que a 

microalga B. braunii apresenta atividade antioxidante eficaz, no presente 

estudo não foi constatada esta ação (BUONO et al., 2012; RAO et al., 2006; 

UQUICHE, ANTILAF, MILLAO, 2016). A ausência da ação antioxidante pode 

estar relacionada ao tipo de cepa e linhagem, pois existe diferença em relação 

à composição da microalga de acordo com estes fatores. Outra possibilidade 

está relacionada às condições de crescimento da microalga, uma vez que é 

sabido que sua composição pode ser alterada durante o crescimento, conforme 

a presença de luz, salinidade e nutrientes, entre outros fatores (RAO et al., 

2006; SABEENA, FARVIN, JACOBSEN, 2013; SKJÅNES, REBOURS, 

LINDBLAD, 2012).  

Ademais, a ação pode ter sido prejudicada pelo método de extração 

utilizado, bem como pelo tipo de solvente, os quais podem não ter permitido a 

obtenção de concentração suficiente de compostos antioxidantes da biomassa 

da microalga, tais como fenóis totais e carotenoides, contribuindo para o 
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resultado ineficaz da redução do radical livre DPPH• e, consequentemente, 

para a ineficiência da microalga para a ação antioxidante (CUSTÓDIO et al., 

2015; RAO et al., 2006). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Nas condições experimentais adotadas, pode-se concluir que durante o 

cultivo da microalga Botryococcus braunii houve crescimento celular adequado, 

gerando, aproximadamente, 4,0 g de biomassa por fotobiorreator. 

 A biomassa apresentou teor de lipídeos totais (25,65%) compatível com 

os relatos na literatura, comprovando a característica da microalga em relação 

à produção destes compostos. A quantidade de proteínas (49,17%) na 

biomassa da B. braunii foi superior à descrita na literatura.  

Com relação à quantidade de fenóis totais, observou-se que os valores 

obtidos, em concentração equivalente ao padrão ácido cafeico, foram inferiores 

aos dados obtidos em estudo já realizado para a mesma espécie e gênero, 

tanto para o extrato EE quanto para o EM, indicando que a alteração das 

condições de crescimento da microalga, além do tipo de processo utilizado 

para obtenção da biomassa seca, pode influenciar nos componentes ativos 

presentes no extrato.   

 A partir da biomassa seca e de seus extratos, foram preparadas 

formulações com dois tipos de base (gel e creme), nas quais se verificou 

compatibilidade entre os componentes incorporados. 

 Quanto à atividade fotoprotetora e fotoestabilidade das formulações 

contendo a biomassa seca ou extratos, independentemente da base utilizada e 

forma de incorporação, a microalga B. braunii desempenhou eficácia 

considerada inadequada na presença dos filtros, sendo observado que a base 

creme acrescida dos filtros foi a que apresentou melhor desempenho em 

relação ao FPS da formulação. 

 Na análise da atividade antioxidante dos extratos e das formulações, foi 

constatado que não ocorreu ação antioxidante significativa, pois foram obtidos 

valores inferiores – 4,0; 6,6; e 6,6 respectivamente para EC, EM e EE – ao 

correspondente à concentração inibitória mínima de 50% do padrão (20,7 

µg/mL). O mesmo ocorreu quando os extratos foram incorporados na 

formulação, sendo possível identificar provável interação entre a microalga e os 

filtros, o que pode ter interferido na ação antioxidante.   

 Dessa forma, constatou-se que os extratos obtidos da microalga B. 

braunii não apresentaram eficácia quanto à atividade antioxidante quando 
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incorporados à formulação, bem como não houve influência da microalga ou de 

seus extratos na fotoproteção e fotoestabilidade das formulações. 
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