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Resumo 

A microalga Chlorella vulgaris apresenta em sua biomassa diferentes metabólitos, 

tais como, lipídios, polissacarídeos, enzimas, proteínas, que auxiliam na produção 

de agentes cicatrizantes. Um único tratamento não preenche os requisitos para 

ser aplicado a todos os tipos de lesões cutâneas, tendo em vista que um produto 

deve ser selecionado com base na profundidade, extensão, localização e origem 

da lesão. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi realizar a caracterização do 

extrato de C. vulgaris e da formulação para a atividade cicatrizante. Inicialmente a 

microalga foi cultivada em meio padrão suplementado com 1% de milhocina. A 

biomassa seca foi ressuspendida em tampão na concentração de 50 mg/mL, 

sonicada e centrifugada para caracterização do sobrenadante, denominado de 

extrato celular. A caracterização foi realizada pela análise qualitativa de 

fitoquímicos por ensaio colorimétrico e para o doseamento de fenóis totais foi 

realizado espectroscopia e expresso por ácido gálico (AG). As proteínas presentes 

no extrato foram precipitadas com sulfato de amônio, purificadas por cromatografia 

de troca iônica e o perfil eletroforético analisado por gel SDS-PAGE. Foi realizada 

atividade hemaglutinante das frações proteicas obtidas utilizando eritrócitos 

bovinos, equinos e do sistema sanguíneo humano ABO (tipo A, B e O). A 

citotoxicidade in vitro do extrato celular foi testada em diferentes concentrações 

em fibroblastos primários. A caracterização da formulação foi realizada através de 

estudo organoléptico, avaliação do pH, espalhabilidade e viscosidade.  Os 

excipientes da formulação foram submetidos à espectroscopia no infravermelho 

por transformada de Fourier (FT-IR) para análise da estrutura das moléculas, e ao 

analisador termogravimétrico (TGA) para análise da estabilidade térmica. No 

extrato foi detectado a presença de terpenos e conteúdo de fenóis totais de 1,35 ± 

0,18 mg/g de AG. Na etapa de purificação foram obtidos dois picos, o primeiro 

eluído a 0,15 M de NaCl e o segundo pico eluído a 1,0 M. Apenas o primeiro pico 

demonstrou teor proteico de 250 μg/mL, atividade hemaglutinante de ≥ 25 para tipo 

B e uma única banda com aproximadamente 36 kDa. O extrato apresentou 

citocompatibilidade, não induzindo efeito citotóxico nas células durante o período 

de 48h. A formulação apresentou cor esverdeada, textura suave, ligeiramente 

turva, odor característico do extrato da microalga e pH na faixa de 7,09 ± 0,07. Os 

resultados do teste de espalhabilidade e viscosidade indicam que a formulação 

pode facilmente fluir e se espalhar na área aplicada. A partir do FT-IR foi possível 



observar a presença de amina, carboidratos e terpenos. De acordo com a curva 

TGA, o percentual de perda de massa final do extrato celular foi de 23,56%, 

ocorrendo a 218,64 °C. carbopol teve perda de massa de 19,39%, ocorrida a 

301,62%. A perda de massa da metilisotiazolinona foi de 94,69%; a curva mostra 

que a qualidade diminuiu rapidamente até 152,2 °C, principalmente por 

evaporação da água. A eficácia terapêutica das formulações tópicas é influenciada 

por fitoconstituintes ativos e características veiculares que desempenham um 

papel importante no controle da permeabilidade do medicamento. As biomoléculas 

ativas provenientes destes microrganismos fotossintéticos tornam-se uma 

alternativa potencial para o tratamento de doenças, apresentando alta 

disponibilidade e baixa toxicidade. 

Palavras-chave: Microalga, Compostos bioativos, Caracterização físico-química, 

Estabilidade do gel, Lesões.  



Abstract 

The microalgae Chlorella vulgaris presents in its biomass different metabolites 

such as lipids, polysaccharides, enzymes, proteins, which help in the production of 

healing agents. A single treatment does not meet the requirements to be applied to 

all types of skin lesions, since a product must be selected based on the depth, 

extent, location and origin of the lesion. Therefore, the objective of this work was to 

perform the characterization of C. vulgaris extract and the formulation for healing 

activity. Initially, the microalgae was cultivated in standard Bold's Basal medium 

supplemented with 1% corn steep liquor. The dried biomass was resuspended in a 

concentration of 50 mg/mL buffer, sonic and centrifuged for characterization of the 

supernatant, called cell extract. The characterization was performed by qualitative 

analysis of phytochemicals by colorimetric test and for the dosage of total phenols, 

spectroscopy was performed and expressed by gallic acid (AG). The proteins 

present in the extract were precipitated with ammonium sulfate, purified by ion 

exchange chromatography and the electrophoretic profile analyzed by SDS-PAGE 

gel. Hemagglutinating activity of the protein fractions obtained using bovine, equine 

and human ABO (type A, B and O) red blood cells was performed. The in vitro 

cytotoxicity of the cell extract was tested in different concentrations in primary 

fibroblasts. The characterization of the formulation was performed through 

organoleptic study, evaluation of pH, spreadability and viscosity.  The excipients of 

the formulation were submitted to Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 

for analysis of the structure of the molecules, and to a thermogravimetric analyzer 

(TGA) for thermal stability analysis. Terpenes and total phenol content of 1.35 ± 

0.18 mg/g AG were detected in the extract. In the purification step two peaks were 

obtained, the first eluate at 0.15 M of NaCl and the second at 1.0 M. Only the first 

peak showed protein content of 250 μg/mL, hemagglutinating activity of ≥ 25 for 

type B and a single band with approximately 36 kDa. The extract showed 

cytocompatibility, not inducing cytotoxic effect in the cells during the 48h period. 

The formulation had a greenish color, smooth texture, slightly cloudy, characteristic 

odor of the microalgae extract and pH in the range of 7.09 ± 0.07. The results of 

the spreadability and viscosity test indicate that the formulation can easily flow and 

spread over the applied area. From the FT-IR it was possible to observe the 

presence of amine, carbohydrates and terpenes. According to the TGA curve, the 

percentage of final cell extract mass loss was 23.56%, occurring at 218.64 °C. 



carbopol had a mass loss of 19.39%, occurring at 301.62%. The loss in mass of 

methylisothiazolinone was 94.69%; the curve shows that the quality decreased 

rapidly to 152.2 °C, mainly by evaporation of water. The therapeutic efficacy of 

topical formulations is influenced by active phytoconstituents and vehicular 

characteristics that play an important role in the control of the drug permeability. 

The active biomolecules from these photosynthetic microorganisms become a 

potential alternative for the treatment of diseases, presenting high availability and 

low toxicity. 

Keywords: Microalgae, Chemical constituents, Physical-chemical characterization, 

Gel stability, Lesions.  
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1. Introdução  

As microalgas são microrganismos fotossintetizantes exploradas devido ao 

seu potencial em diversas aplicações comerciais, como na saúde humana e 

animal, na produção de energia (biocombustíveis), no tratamento de efluentes e 

na obtenção de compostos de interesse na indústria alimentar, química e 

farmacêutica (GAUTAM et al., 2013; HTET et al., 2018; MATA et al., 2010).  

Esses microrganismos possuem a capacidade de modular o seu 

metabolismo de acordo com as alterações ambientais, apresentando a capacidade 

de sintetizar, metabolizar, acumular e secretar uma grande diversidade de 

metabolitos primários e secundários, com potenciais aplicações de interesse 

biotecnológico (JABEEN et al., 2019). Apresentam em sua biomassa compostos, 

tais como, pigmentos, lipídios, polissacarídeos, enzimas e outros metabólitos 

biologicamente ativos, os tornando uma fonte biológica promissora de novos 

compostos bioativos (MAGRO et al., 2013; YADAVALLI  et al., 2018). 

Uma espécie de importância econômica entre as microalgas é Chlorella 

vulgaris devido a sua propriedade de produzir diferentes bioativos, reconhecidos 

por desempenharem papéis fisiológicos nos organismos (ALBAAYIT et al., 2015; 

KORDJAZI et al., 2013; NASCIMENTO-NETO et al., 2012). Estudos realizados 

com o gênero Chlorella demonstram potenciais bacteriostáticos, bactericidas, 

antioxidantes, antifúngica, antiviral, antitumoral e anti-inflamatória e cicatrizante 

(MELO et al., 2019; SAEIDNIA et al., 2009; UMA et al., 2011; YADAVALLI et al., 

2018). 

A cicatrização é um grande desafio para a saúde pública, uma vez que os 

custos públicos estão crescendo devido ao envelhecimento da população e ao 

aumento acentuado na incidência de doenças, como diabetes e obesidade, as 

quais contribuem significativamente para a má cicatrização de feridas (LI et al., 

2015). Segundo o World Care Market (2017), o mercado de tratamento de feridas 

deve atingir US $ 22,81 bilhões em 2022, em comparação ao ano de 2018 de US 

$ 18,99 bilhões. Os fatores que impulsionam esse aumento incluem o aumento na 

expectativa de vida, o qual é acompanhado pelo aumento do risco de doenças e 

incidência de feridas agudas e crônicas, as quais requerem atenção clínica, e ao 

aumento do número de acidentes de trânsito.  
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A disponibilidade de curativos eficientes ainda é limitada, e apesar dos 

grandes avanços na área, fazem-se necessárias pesquisas para minimizar os 

custos e aperfeiçoar os recursos já existentes, principalmente, no contexto da 

aceleração e na melhora do processo de reparação, bem como proporcionar 

facilidade de utilização, menor risco de lesão tissular e atividade antiflogística 

(SILVA et al., 2008). As substâncias existentes no extrato de microalgas podem 

contribuir com atividades biológicas, podendo ser tão eficientes quantas aquelas 

produzidas por síntese química, entretanto para a transformação desses 

compostos em um medicamento deve ser assegurada a integridade química e 

farmacológica desses, garantindo a constância de sua ação biológica e a 

segurança de utilização (TOLEDO et al., 2003), que devem ser empregadas em 

cada fase da idealização, avaliação e obtenção do medicamento (SILVA-JUNIOR 

E PEREIRA, 2009). 

Desta forma, o desenvolvimento de abordagens terapêuticas que facilitem a 

cicatrização de feridas representa uma grande valia na área biomédica e clínica. 

As biomoléculas presentes em microrganismos fotossintetizantes podem ser uma 

potencial fonte na produção de agentes cicatrizantes, em que se torna necessário 

conhecer as moléculas responsáveis por essa ação cicatrizante, e definir os 

possíveis fitofármacos que justificam seu grande potencial farmacêutico e 

biotecnológico. Ainda há um crescente interesse em estudar e entender como os 

produtos naturais podem contribuir para este processo, com o objetivo de 

melhorar estas características ou complementar as já existentes, tornando-os 

acessíveis ao maior número de pessoas, mediante o desenvolvimento de 

tecnologias mais simples e baratas, igualmente eficientes e que se aproveitem de 

diversos tipos de matérias-primas. 
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2. Revisão Bibliográfica  

2.1 Microalga Chlorella vulgaris: cultivo, constituintes químicos e atividades 

biológicas. 

As microalgas são um grupo de grande diversidade filogenética, presentes 

em habitats de água doce e marinhos, que possuem mecanismos adaptativos às 

variações de seus habitats (temperatura, salinidade e intensidade luminosa), 

produzindo uma gama de metabolitos secundários biologicamente ativos 

(MARKOU E NERANTZIS, 2013). Podem converter a energia solar em energia 

química, fixando CO2, e sua eficiência pode ser dez vezes maior quando 

comparadas às plantas terrestres (SATHASIVAM et al., 2018).  

São microrganismos com potencial atrativo para indústria farmacêutica, 

cosmética e nutricional (GIL-CHÀVEZ et al., 2013; WANG et al., 2015). As 

diferentes vias metabólicas ativadas, como estratégias de defesa por cada espécie 

de microalga, explicam sua imensa diversidade em termos de composição 

estrutural e química (MORAIS et al,. 2015). A sua alta taxa de crescimento, menor 

ocupação de terra e água, além da capacidade de crescer sob condições 

adversas, como em altas condições salinas ou em áreas que não têm nutrientes 

requeridos por outras culturas, evidencia que as microalgas têm muitas vantagens 

sobre espécies oleaginosas (CHISTI, 2007, 2008).  

A microalga verde Chlorella vulgaris (Figura 1), unicelular, esférica, 

microscópica (diâmetro de 2-10 μm) e de água doce, pertence ao filo Chlorophyta, 

classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales e família Chlorellaceae (SAFI et al. 

2014). Sua forma reprodutiva é rápida (autósporo), sua reprodução é 

exclusivamente assexuada; em 24 horas uma célula de Chlorella se reproduz em 

ótimas condições pela auto-esporulação (YAMAMOTO et al., 2004).  
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Figura 1. Microalga Chlorella vulgaris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(Fonte: ALGAL RESOURCE DATABASE: 

http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/strainDetailAction.do?stockNo=NIES-642) 
 

2.1.1 Cultivo da Chlorella vulgaris 

O cultivo da microalga Chlorella vulgaris é uma forma promissora de 

geração de biomassa com potencial energético para as mais diversas aplicações. 

É capaz de combinar técnicas autotróficas e heterotróficas para o seu 

crescimento, sendo chamado de cultivo mixotrófico, o qual assimila 

simultaneamente fontes inorgânicas e orgânicas de carbono (LEUPOLD et al., 

2013). Diferentes estudos já foram realizados cultivando C. vulgaris  em resíduos, 

como: suinocultura (JI et al., 2011, 2013; MARJAKANGAS et al., 2015), laticínios 

(ABREU et al., 2012; QIN et al., 2014; SHI et al., 2016), soro de leite, vinhaça e 

milhocina (MELO et al., 2018). Estudos demonstram que as condições 

mixotróficas aumentam o conteúdo e produtividade dos lipídios e proteínas em 

Chlorella sp. (ABREU et al., 2012; WAN et al., 2011;). 

A utilização de meios de cultura alternativos, como subprodutos 

agroindustriais, tem base em meios de cultura de baixo custo e considerável 

disponibilidade. São apresentados como uma opção sustentável na produção de 

http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/strainDetailAction.do?stockNo=NIES-642
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microalgas, como efluentes de biodigestores, lodo digerido, esgoto doméstico 

esterilizado, resíduos de suinocultura, soro de leite hidrolisado, altos níveis de 

amônia, água residual artificial, glicerol, milhocina (FENG et al., 2011; HE et al., 

2013; ISLETEN-HOSOGLU E ELIBOL, 2017; KONG et al., 2012). São ricos em 

compostos que aumentam significativamente a produção de biomassa, agregam 

valor, encurtam o ciclo de crescimento, além de ser uma alternativa de tratamento 

para remoção de poluentes (CARVALHO et al., 2019; CHINNASAMY et al., 2010; 

GODOS et al., 2009; PARK et al., 2012;).  

A milhocina é um subproduto agroindustrial proveniente do processamento 

do milho, sua composição é muito variável, dependendo da origem da matéria-

prima e de seu processamento, dentre os compostos são encontrados 

aminoácidos, vitaminas, polipeptídios, açúcares e minerais, e alguns destes são 

úteis como fonte natural de nitrogênio, com baixo custo (CHIANI et al., 2010; 

DOMINGOS, 2009;). Tem sido utilizada com sucesso na produção de ácido lático 

(LIU et al., 2010),  enzimas e etanol (SILVEIRA et al., 2001), para o crescimento 

de cianobactérias, induzindo a produção de bioativos, como proteases (BARROS 

et al., 2016) e enzimas fibrinolíticas (SOUZA et al., 2016). 

2.1.2 Constituintes químicos da Chlorella vulgaris 

Chlorella vulgaris é amplamente reconhecida por seu alto conteúdo lipídico 

(MIAO, 2016), em que durante o seu ciclo de crescimento pode atingir 5-40% em 

relação à biomassa (BECKER, 1994), sendo encontrados predominantemente 

glicolipídios, ceras, hidrocarbonetos, fosfolipídios e ácidos graxos (LEE, 2008; HU 

et al., 2008). Dentre os carboidratos, o amido é o polissacarídeo mais abundante 

para C. vulgaris. Entre os pigmentos essa microalga apresenta a clorofila com 

maior abundância, contendo quantidades importantes de carotenoides (SAFI et al., 

2014).   

Dependendo do modo de cultivo, a biomassa de C. vulgaris pode 

apresentar altos teores de proteínas, com valores entre 42-58% do peso seco da 

biomassa (SAFI et al, 2014). Diversas proteínas e enzimas foram relatadas nos 

extratos de Chlorella, como: nitrato-redutase, catalase, glicoproteínas, proteases, 

alcalases (CHU et al., 2006). O seu perfil de aminoácidos essenciais das proteínas 

extraídas, compara-se aos padrões recomendados pela Organização Mundial de 
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Saúde (OMS) e Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 

(FAO), sendo uma valorização adicional ao mercado industrial, especialmente 

alimentar (AVILA-LEON, 2010; BECKER, 2004; FAO/WHO, 1991).  

A biomassa obtida de cultivos autotróficos ou heterotróficos pode 

apresentar diferentes metabólitos secundários, tais como flavonoides, saponinas, 

taninos, compostos fenólicos e terpenos (DANTAS et al., 2015; JAYSHREE et al., 

2016; UMA et al., 2011; YADAVALLI et al., 2018). Esses metabólitos podem atrair 

considerável interesse biotecnológico por causa de seus potenciais efeitos 

benéficos sobre a saúde humana e animal no controle de doenças.  

2.1.3 Atividades biológicas da Chlorella vulgaris 

As substâncias presentes nos extratos de microalgas contêm propriedades 

farmacológicas com atividade biológica, que podem reduzir a inflamação e 

estimular a cicatrização, contribuindo significativamente para o processo de 

aceleração e reparo tecidual (YASUKAWA et al., 1996). 

As atividades biológicas descritas para o gênero Chlorella incluem a 

redução de inflamações, atividade antioxidante, antitumoral (ZHANG et al., 2019). 

Como suplemento alimentar apresentou efeitos benéficos ao crescimento, 

imunidade e reconstrução tecidual (GUZMAN et al., 2001). A inclusão dietética 

durante 6 semanas aumentou a fagocitose, bem como a expressão de RNAm de 

interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-α) e interferon -γ (IFN-γ) (CHENG et 

al., 2017). Regulação das expressões gênicas para alterar atividades celulares, 

como: migração celular, deposição de matriz extracelular e o sucesso final da 

regeneração tecidual (ZHANG et al., 2012).  

Estudos ainda demonstram que a microalga é um potente modificador de 

resposta imune celular, pela sua capacidade de potencializar as defesas do 

hospedeiro aumentando a hematopoiese principalmente de células progenitoras 

de macrófagos e a ativação de macrófagos maduros (JUSTO et al., 2001).  

Jayshree et al., (2016) identificaram os flavonoides como agentes na atividade 

anti-inflamatória, antiproliferativa e anticancerígena, bem como alguns esteróides 

de extratos de Chlorella foram capazes de reduzir a inflamação e o 

desenvolvimento de tumor na pele, sugerindo que esses compostos bioativos 
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apresentam a capacidade de interferir no processo de cicatrização (YASUKAWA 

et al., 1996). 

2.2 A pele e o processo de cicatrização 

A pele é o maior órgão humano e possui uma área de aproximadamente de 

2m2, apresenta pH variável entre 4,5 e 6,0, dependendo da região do corpo ou da 

idade,  com três camadas diferentes: epiderme, derme e hipoderme (Figura 2) 

(CASSANO E TROMBINO, 2017; KHALILI et al., 2018; LEONARDI et al., 2002; 

SAND et al., 2009). A epiderme porção epitelial composta por queratinócitos; a 

derme, porção conjuntiva mais profunda de células do tecido conjuntivo denso, 

integrada majoritariamente pela associação complexa entre fibroblastos e matriz 

extracelular (MEC), além dos apêndices cutâneos (pelos, glândulas sudoríparas e 

sebáceas), fibras nervosas e vasos sanguíneos. A epiderme e a derme são 

separadas por uma fina camada comumente denominada membrana basal. 

Subjacente à derme encontra-se a hipoderme, uma camada frouxa de tecido 

adiposo cuja função é ancorar as demais camadas da pele e servir como conexão 

entre os tecidos e órgãos adjacentes (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013). 

Figura 2. A estrutura da pele humana. 

 

Fonte: Tortora et al. (2012). 
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A desintegração na função defensiva da pele pode ser resultado direto de 

danos térmicos ou físicos na pele (DHIVYA et al., 2015; GHOMI et al., 2019). Para 

reestruturar ocorre a cicatrização, que é um processo dinâmico e multifacetado, 

em humanos ou animais, governado por fases celulares e humorais para que 

ocorra o reparo da lesão, que podem ser classificados em três fases sequências, 

mas sobrepostas: fase inflamatória, proliferativa e de remodelação (Figura 3) 

(LINDLEY et al. 2016). 

O processo para reconstruir a integridade inicia-se com o controle do 

sangramento do local da ferida, plaquetas são agregadas e consequentemente um 

tampão é formado e ocorre a migração de células inflamatórias para o local da 

ferida. A transição da fase inflamatória para a proliferativa é marcada pela 

migração e proliferação de fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais, 

ocorrendo a angiogênese, levando à reepitelização e formação do tecido de 

granulação. A proliferação dos fibroblastos é estimulada pelo pH ácido nos tecidos 

lesados (LAUREANO E RODRIGUES, 2011). Finalmente, a recuperação do tecido 

ocorre pela redução da presença de células, vascularização e deposição de 

colágeno, consistindo a fase de remodelação, que depende de fatores como o pH 

e a colonização bacteriana do local da ferida (LAUREANO E RODRIGUES, 2011; 

MANDELBAUM et al., 2003; PEREIRA et al., 2016). 
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Figura 3. Etapas do processo de cicatrização. 

Fonte: Adaptado de Chandika et al. (2015). 

 

O processo de cicatrização de feridas pode ser afetado por fatores locais e 

sistêmicos. Os fatores locais incluem a radiação, hipotermia, infecção e demanda 

de oxigênio para os tecidos. Por outro lado, os fatores sistêmicos estão 

relacionados ao estado de saúde do paciente (GHOMI et al., 2019).  Além disso, a 

má nutrição e a idade são fatores que podem prolongar a cicatrização (DHIVYA et 

al., 2015).  

A ferida pode ser classificada como aguda ou crônica de acordo com o 

processo e duração da cicatrização, na primeira ocorre em um tempo previsível 

entre 8 e 12 semanas. Já as feridas crônicas não cicatrizam em um período de 

tempo fixo (GHOMI et al., 2019), como úlceras venosas e arteriais, úlceras por 

pressão e úlceras diabéticas, gerando imobilidade do paciente, comprometimento 

da circulação e doenças sistêmicas (SHILO et al., 2013).  As feridas agudas ou 

crônicas são desafios para o sistema de saúde, uma vez que consomem uma 

grande quantidade de recursos e profissionais para o tratamento, em que 

requerem abordagens multidisciplinares para alcançar resultados eficazes 

(FRYKBERG E BANKS, 2015).  
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Segundo o World Care Market (2017), o mercado de tratamento de feridas 

deve atingir US $ 22,81 bilhões em 2022, em comparação ao ano de 2018 de US 

$ 18,99 bilhões. Os fatores que impulsionam esse aumento incluem o aumento na 

expectativa de vida, o qual é acompanhado pelo aumento do risco de doenças e 

incidência de feridas agudas e crônicas, as quais requerem atenção clínica, e ao 

aumento do número de acidentes de trânsito. 

 A disponibilidade de curativos que são capazes de alcançar a cicatrização 

adequada, ainda é limitada, apesar dos grandes avanços terem sido alcançados 

se faz necessárias pesquisas para minimizar os custos, aperfeiçoar os recursos já 

existentes, no contexto da aceleração e no melhoramento do processo de 

reparação, bem como proporcionar facilidade de utilização, menor risco de lesão 

tissular e atividade antiflogística (SILVA et al., 2008).  Com isso, facilitar o acesso 

ao maior número de pessoas mediante ao aproveitamento de diversos tipos de 

matérias-primas (ERENO, 2003; KTARI et al., 2017). 

2.2.1 Produtos cicatrizantes  

A utilização de produtos de origem animal ou vegetal para tratamento de 

feridas é uma prática observada desde os primórdios da humanidade, em que 

sofreu modificações para melhores resultados. Existem relatos que na 

Mesopotâmia era usada argila para tratar feridas em 2500 a.C, já na Grécia era 

usado vinho ou vinagre para limpar feridas em 460-370 a.C (DAUNTON et al., 

2012). No final do século 20, curativos oclusivos foram preparados para fornecer 

condições estáveis e proteção à ferida. De acordo com a forma física, os produtos 

cicatrizantes estão disponíveis na forma de pomadas, filmes, espumas, géis, os 

quais podem conter compostos bioativos de origem animal, vegetal ou sintética 

(GHOMI et al., 2019).   

O produto de origem animal que tem maior importância para aceleração do 

processo de cicatrização é a esponja de colágeno (GUMARGALIEVA et al., 2014), 

de origem porcina, é absorvida completamente pelo organismo, porém apresenta 

alto custo de produção e aquisição. Os curativos baseados em compostos de 

origem vegetal desempenham destaque na literatura, pois não apresentam 

toxidade e podem ser utilizados por um longo período de tempo (RADHIKA E 

ARUN KUMAR, 2017; SUGANYA et al., 2011). A demanda por matérias-primas de 

baixo custo para cicatrização levou à produção de produtos sintéticos com base 
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em polímeros, como o poliuretano (GUMARGALIEVA et al., 2014), o qual tem sido 

amplamente utilizado devido à sua biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e alta 

permeabilidade (BAHRAMI et al, 2019; SAHRARO et al., 2016; XU et al, 2014, 

2016). 

Enzimas são utilizadas em terapias para remover resíduos celulares e 

tecido necrosado, como a colagenase extraída da cultura de Clostridium 

histolyticum, capaz de quebrar as ligações do peptídeo do colágeno (MARTÍN-

FERRERO et al., 2013). Seu uso no tratamento de feridas, úlceras e escaras 

promove a formação de novos tecidos, a reepitelização e não afeta o colágeno 

saudável e o tecido recém-formado (FRADE et al., 2012). Diversas formas 

farmacêuticas para sua aplicação terapêutica, como creme ou pomada estão 

disponíveis (BRASILEIRO et al., 2008). 

Ao longo dos anos, foram desenvolvidas diferentes medicamentos a partir 

de moléculas bioativas derivadas de microrganismos para superar as limitações 

ou para otimizar a administração das fontes convencionais. A utilização de 

biomoléculas ativas presentes em microrganismos fotossintetizantes pode ser uma 

potencial fonte na produção de agentes cicatrizantes, uma vez que um só tipo de 

tratamento não preenche os requisitos para ser aplicado a todo o tipo de ferida 

cutânea. O uso de produtos derivado de algas tem considerável potencial 

terapêutico, proporcionando dessa forma um crescente interesse em estudar e 

entender como esses produtos naturais podem contribuir para o processo da 

cicatrização, com o objetivo contribuir e/ou complementar as formulações já 

existentes (SERAFINI et al.,2014).  

Algumas pesquisas com propostas de tratamento apresentaram resultados 

significativos, como os experimentos de Kordjazi et al. (2013), onde demonstraram 

uma melhora significativa, síntese de colágeno e regeneração da epiderme 

usando polissacarídeos sulfatados extraídos das algas Padina tetrastromatica e 

Padina boergesenii, utilizando pomadas como veículo em feridas de ratos. Estudo 

realizado utilizando uma formulação contendo polissacarídeos sulfatos das algas 

marinhas Caulerpa racemosa, Cryptonemia crenulata e Gracilaria birdiae 

demonstrou uma atividade cicatrizante estatisticamente significativa (RIBEIRO, 

2016). 
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O potencial pró-cicatrizante de lectinas isoladas a partir da alga vermelha 

Bryothamnion seaforthii já foi observado em feridas agudas em camundongos. 

Sendo sugerido como potencial médico no tratamento de feridas agudas por 

induzir células do sistema imune e por promover a oclusão mais rápida da lesão 

(NASCIMENTO-NETO et al., 2012). 

A cicatrização de feridas a partir de microalgas ainda não é bem relatada na 

literatura. Hidalgo-Lucas et al. (2014) investigaram a cicatrização de feridas 

utilizando ROQUETTE Chlorella sp., pó comercial produzido pela ROQUETE 

Frères, através de aplicação cutânea e administração oral, demonstrando um 

potencial médico para doenças de pele. Em adição, Melo et al. (2019) realizaram o 

estudo de um hidrogel à base de Chlorella vulgaris em condições autotrófica e 

mixotrófica, observando maior depósito de colágeno e presença de apêndices 

cutâneos, além da diminuição de células inflamatórias utilizando o extrato 

mixotrófico, sugerindo como uma nova formulação tópica para diversos distúrbios 

de pele. 

Os hidrogéis são veículos feitos de materiais hidrofílicos e insolúveis. Eles 

contêm de 70 a 90% de água, portanto são capazes de criar um ambiente úmido, 

sendo usados para o tratamento de feridas secas (DHIVYYA et al., 2015; 

VOWDEN et al., 2017). O ambiente úmido da ferida facilita o desbridamento 

autolítico do tecido necrótico. Os hidrogéis podem ser utilizados em queimaduras, 

feridas cirúrgicas, úlceras por pressão. 

2.3 A importância das caracterizações físico-químicas e reológicas das 

formulações 

A caracterização da matéria-prima é de grande importância, uma vez que 

permite o conhecimento da composição química, podendo ajudar a direcionar na 

aplicação desses compostos para as diversas atividades biológicas (DANTAS et 

al., 2015). As formulações constituídas de ativos naturais devem se adequar as 

recomendações preconizadas nas resoluções das agências reguladoras, que 

determinam quais os controles que devem ser empregados em cada fase da 

idealização, avaliação e obtenção do medicamento (SILVA-JUNIOR E PEREIRA, 

2009).   
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Os produtos destinados ao uso na pele devem apresentar consistência 

pseudoplástica, que tem a característica de alta espalhabilidade com modificação 

da sua forma com pequeno esforço mecânico e com adaptação ao relevo do local 

de aplicação (CARVALHO et al., 2010; PESSANHA, 2011), sem proporcionar 

incômodo ao paciente. Por outro lado, um creme tópico precisa ser mais viscoso 

para que o medicamento se mantenha na superfície da pele por mais tempo. Isto 

é importante para a permeação do composto ativo, caso contrário, será um 

desperdício se a aplicação tópica durar apenas alguns minutos e facilmente 

eliminada pelo movimento físico. A aplicação tópica é bem conhecida por sua 

baixa permeabilidade e lenta penetração na pele (DAS et al., 2013). Portanto, o 

perfil reológico da forma da formulação tópica é importante para maximizar o 

período de contato entre o medicamento e a pele (ABID-HUSSAIN et al., 2012). 

Os veículos escolhidos devem permitir que o medicamento permaneça no local de 

ação desejado por um tempo adequado e em uma concentração eficaz (MALATHI 

et al., 2014).  

Um medicamento cicatrizante deve ser selecionado com base no tipo da 

ferida, na profundidade, em sua localização e extensão da ferida, e observando 

possíveis infecções (BUDOVSKY et al., 2015). Uma formulação ideal para feridas 

deve seguir as seguintes características: (1) controlar a umidade ao redor da 

ferida, (2) proporcionar a troca de gases, (3) eliminar do excesso de exsudatos, (4) 

proteger a ferida de infecções e microrganismos, (5) diminuir a necrose da 

superfície da ferida, (6) ter proteção mecânica, (7) facilidade de remoção, (8) ser 

biocompatível, biodegradável e não tóxico (GHOMI et al., 2019).  

2.4 Teste de estabilidade das formulações 

Os estudos de estabilidade são necessários aos produtos farmacêuticos, 

uma vez que fornecem o comportamento do produto frente às variações do 

ambiente a ser submetido em um intervalo de tempo, em que visa definir o prazo 

de validade e as condições de armazenamento (BRASIL, 2015; CARVALHO et al., 

2005; USP XXIX, 2006). A estabilidade desses produtos pode ser influenciada 

pela temperatura, umidade e luminosidade, e de outros relacionados ao produto 

como propriedades físicas e químicas de substâncias ativas e excipientes 

farmacêuticos, processo de fabricação, bem como pela composição da 

embalagem escolhida (USP XXIX, 2006). Sendo a temperatura de grande 
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importância, pois pode causar instabilidade aos constituintes químicos, já que 

fornece energia para acelerar as reações químicas de degradação (CAPUCHO, 

2007). Os produtos farmacêuticos devem se adequar a Resolução RDC nº 

318/2019 que estabelece os critérios para a realização dos estudos de 

estabilidade dos insumos farmacêuticos a serem comercializados no Brasil. 

Essas avaliações assumem cada vez mais importância, pois permitem 

compreender o veículo na fase de desenvolvimento, controlar a qualidade da 

matéria-prima, prever as variações que possam tornar a formulação instável 

durante o período de armazenamento e garantir a consistência do produto na 

liberação e penetração cutânea das biomoléculas (ALMEIDA E BAHIA, 2003; 

GASPAR E MAIA-CAMOS, 2003). 

Dessa forma, devido a alta incidência de lesões cutâneas por diferentes 

doenças ou acidentes, torna-se necessário o desenvolvimento de pesquisas com 

o objetivo de propiciar um tratamento alternativo e/ou complementar aos 

pacientes, levando em consideração a importância de estudos de estabilidade e 

da caracterização da matéria-prima para que as formulações farmacêuticas 

tenham melhor eficácia e baixo custo. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral:  

Caracterização do extrato da microalga Chlorella vulgaris e do gel para uso 

em feridas cutâneas 

3.2 Objetivos específicos:  

● Realizar triagem fitoquímica do extrato da microalga; 

● Precipitar e purificar proteínas do extrato da microalga;  

● Avaliar a atividade cicatrizante das frações proteicas in vitro;  

● Analisar o extrato e um gel à base de extrato de C. vulgaris por Espectroscopia 

no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR); 

● Determinar o melhor pH, espalhabilidade, viscosidade de um gel à base de 

extrato de C. vulgaris;  

● Avaliar a estabilidade acelerada e de longa duração, conforme a resolução 

RDC nº 318 de 2019 da ANVISA; 
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Abstract 

Introduction: Chlorella vulgaris microalgae are source of bioactives such as proteins, fatty 

acids, pigments and phytochemical with therapeutic activity and biotechnological 

applications.  

Objective: The present study aimed to characterize Chlorella vulgaris extract and its 

formulation for the treatment of cutaneous wounds. 

Materials and Methods: C. vulgaris microalgae was cultivated in a standard medium 

supplemented with 1% corn steep liquor. The dried biomass was at the concentration of 50 

mg/mL buffer, sonicated and centrifuged to characterize the supernatant called cell extract. 

Characterization was performed by qualitative analysis of phytochemicals by colorimetric 

test and determination of total phenols by spectrophotometry expressed by gallic acid (AG). 

The proteins present in the extract were precipitated with ammonium sulfate, purified by 

ion exchange chromatography and the electrophoretic profile analyzed by SDS-PAGE gel. 

Hemagglutinaing activity of the protein peaks obtained using bovine, equine and human 

ABO blood system (type A, B and O) erythrocytes was performed. The in vitro cytotoxicity 

of the extract was tested in different concentrations in primary fibroblasts. The 

characterization of the formulations was performed through organoleptic properties, pH, 

spreadability and rheological profiles. The excipients of the formulation were submitted to 

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) for analysis of the structure of the 

molecules, and to a thermogravimetric analyzer (TGA) for thermal stability analysis. 

Results and Discussion: Terpenes and total phenol content of 1.35 ± 0.18 mg/g AG were 

detected in the extract. In the protein purification were obtained two peaks, the first eluted 

at 0.15 M of NaCl and  the second eluted at 1.0 M. Only the first peak showed protein 

content of 250 μg/mL, hemagglutinating activity of ≥ 2
5
 for erythrocyte type B and a single 

band with approximately 36 kDa. The cell extract presented cytocompatibility with primary 

fibroblasts during 48h.The formulations had a green colour, smooth texture, slightly 

cloudy, characteristic smell of microalgae extract and pH s in the range of 7.09 ± 0.07. The 

results of the spreadability and viscosity test indicate that the formulation can easily flow 

and spread over the applied area. From the FT-IR it was possible to observe the presence of 

amine, carbohydrates and terpenes in the cell extract. According to the TGA curve, the 

percentage of final cell extract mass loss was 23.56%, occurring at 218.64 °C. Carbopol 

had a mass loss of 19.39%, occurring at 301.62%. The loss in mass of 
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methylisothiazolinone was 94.69%; the curve shows that the quality decreased rapidly to 

152.2 °C, mainly by evaporation of water. 

Conclusions: Cell extract of C. vulgaris presents proteins, carbohydrates, phenols and 

terpenes which can promote the skin cells proliferation and act on tissue repair. The 

therapeutic efficacy of topical formulations is influenced by active phytoconstituents and 

vehicular characteristics that play an important role in the control of the drug permeability.   
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1. Introduction  

Bioactive metabolites from microalgae are interesting in the development of new 

products for medical, pharmaceutical, cosmetic, and food industries (Nascimento-Neto et 

al, 2012; Kordjazi et al., 2013; Wang et al., 2015). The microalgae Chlorella vulgaris had a 

strong increase in applications in the last years due to their property of producing different 

bioactive (Nascimento-Neto et al, 2012, Kordjazi et al., 2013, Albaayit et al., 2015). 

Proteins and enzymes such as nitrate reductase, catalase, lectins, proteases, alkalases (Chu 

et al., 2006) and secondary metabolites such as flavonoids, saponins, tannins, phenolic 

compounds and terpenes (Uma et al., 2011; Dantas et al., 2015, Jayshree et al., 2016; 

Yadavalli et al., 2018) have been reported in Chlorella extracts. Some studies with 

Chlorella spp. extract demonstrate several biological activities as antitumor activity (Cha et 

al., 2008; Ramos et al., 2010), antioxidants (Vijayavel et al., 2007), and wound healing 

(Melo et al., 2019). 

Every year, millions of people suffer skin injuries caused by various factors such as 

fire, heat, electricity, chemicals, or diseases (Pan et al., 2017). Over the years, new methods 

for administering medicines are developed in order to overcome limitations of the 

conventional vehicles or to optimize the administration of these drugs. Many medicaments 

meant for topical application to intact or broken skin have been presented in the form of 

semisolid consistency include ointments, cream,   emulsions, and  gels (Shelke and 

Mahajan, 2015). 

  Hydrogel based wound dressings possess all the necessary properties that wound 

healing requires as maintaining a moist environment at the wound interface, allowing 

gaseous exchange, maintaining a barrier to microorganisms, biocompatibility and ability to 

topically deliver several classes of drugs (Gupta and Garg, 2002; Paul et al., 2004; Nho et 

al., 2014). Thus, a wound dressing acts as a barrier and show rapid wound closure, reducing 

scar formation is highly required. 

Physical and chemical stability of topical formulations must be determined to 

evaluate quality of product and must be kept constant during the formulation shelf-life. The 

physical stability of a topical formulation can be evaluated by rheological behavior, 

structural and morphological parameters. Furthermore, the performance of topical products 

depends to a great extent on the rheological behavior (Jiao and Burgess 2003; Gianeti et al. 

2012). 
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Bioactives can be as efficient as those produced by chemical synthesis where the 

transformation of these compounds into a drug must ensure chemical and pharmacological 

integrity (Toledo et al., 2003). In this way, the use of biomolecules with therapeutic activity 

and applications in biotechnology obtained from microalgae can be a potential source in the 

production of healing therapeutic agents. For this, it is necessary to know the molecules 

responsible for this biological action and to define the possible phytopharmaceuticals which 

justify its great pharmaceutical and biotechnological potential. There is still a growing 

interest in studying and understanding how natural products can contribute to this process, 

with the aim of improving the characteristics  

Thus, this work aimed to characterise a topical formulation of cell extract of 

Chlorella vulgaris to activity wound healing. 

2. Materials and methods  

2.1. Microorganism and culture conditions 

The freshwater microalga Chlorella vulgaris (UTEX, 1803) was obtained from the 

University of Texas culture collection (Austin, TX). C. vulgaris was cultivated in Bold's 

Basal medium (Bischoff and Bold, 1963) supplemented with 1% corn steep liquor (Silva et 

al., 2017), at 27 ± 1 °C, light intensity of 52 ± 5 μmol photons m
-2

s
-1

 and aeration constant. 

After stationary phase of cell growth had been reached, biomass was centrifuged at 340 xg 

for 8 min (Sigma Laboratory Centrifugue 6-15, Osterode am Harz, Germany) and 

lyophilized (SP Scientific BenchTop Pro, Warminster, USA) for subsequent analysis. 

2.2 Preparation of the extract 

The extracts were prepared according to Chu et al. (2006). The extraction was 

performed at 50 mg/mL using Tris-HCl-Saline buffer (pH 7.5 at 0.15M), using ice bath 

sonication (Sonicator Bandelin electronic, Berlin, Germany) in 10 cycles of 1 minute, 

interval of 1 minute between each pulse. The material was centrifuged (Hermle 

Labortechnik Centrifugue 326 HK, Wehingen, Germany) at 820 xg for 7 minutes at 4 °C. 

The supernatant was used as cell extract for the experimental activities. 
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2.4 Phytochemical characterization 

2.4.1 Phytochemical screening 

Phytochemical analysis of the extract was carried out using ethanol chemical 

solvent. The presence and absence of phytoconstituents  such  as alkaloids, terpenoids, 

steroids, tannins, saponins, flavonoids, phenols, coumarins, quinones and glycosides were  

according  on Savithramma et al. (2011). 

2.4.2 Determination of total phenolic content 

The total phenolic content of Chlorella vulgaris extract was determined using a 

spectrophotometric method (Singleton et al. 1999). A methanolic solution of the extract at 1 

mg/mL was used in the analysis. The reaction mixture was prepared mixing 0.5 mL of a 

methanolic solution of extract, 2.5 mL of 10% Folin–Ciocalteu’s reagent dissolved in water 

and 2.5 mL of 7.5% sodium bicarbonate.  A blank was prepared concomitantly, containing 

0.5 mL methanol, 2.5 mL of 10% Folin–Ciocalteu’s reagent dissolved in water and 2.5 mL 

of 7.5% sodium bicarbonate. The samples were then incubated at 45 ◦C for 45 min and the 

absorbance was measured at 765 nm. Quantification was done on the basis of a standard 

curve of gallic acid. The results were expressed as gallic acid equivalents (mg of GA/g of 

extract). All samples were analyzed triplicate. 

2.5 Proteins characterization 

2.5.1 Protein Purification 

The cell extract of C. vulgaris was precipitated with 60% ammonium sulfate,  

resuspended in 0.15M Tris-HCl-NaCl buffer pH 7.5 and loaded on anion exchange 

chromatography using HiTrapTM DEAE FF column (0.7 x 2.5 cm) (AKTA ™ avant 25, 

Uppsala, Sweden). Elution was performed at a flow rate of 1 mL/min with a linear gradient 

of 0.0-1 M NaCl in the same buffer. Fractions were monitored and collected at 280 nm. 

2.5.2 Protein concentration  

The protein content of the samples was determined by the BCA protein assay 

reagent kit (BCATM Protein Assay Kit, Thermo SCIENTIFIC). Serum albumin was used 

as the standard protein. 

2.5.3 Analysis of the extract in electrophoresis 

SDS-PAGE gel was performed at 12.5% (w/v) according to Laemmli (1970). The 

protein bands were revealed by silver nitrate. The molecular patterns were: Myosin from 
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porcine heart (200 kDa), β-Galactosidase from E. coli (116 kDa), Phosphorylase b from 

rabbit muscle (97 kDa), Albumin (66 kDa), Glutamic Dehydrogenase from bovine liver (55 

kDa), Ovoalbumin from chicken egg (45 kDa), Glyceraldehyde-3-phosphate 

Dehydrogenase from rabbit muscle (36 kDa), Carbonic Anhydrase from bovine 

erythrocytes (29 kDa) and Trypsinogen from bovine pancreas (24 kDa). 

2.5.4 Hemagglutinating activity 

The determination of hemagglutinating activity (HA) of purified fractions was 

performed in microtiter plates described by Correia and Coelho (1995). Extract preparation 

(50 μL) were twofold serialy diluted with 0.15 M NaCl, followed by the addition of a 50 μL 

suspension of bovine erythrocytes, horses erythrocytes or human blood erythrocytes (blood 

type A, type B, and type O) treated with 2.5% (v/v) glutaraldehyde. After resting for 45 

min, HA was expressed as the highest dilution exhibiting hemagglutination. 

Hemagglutination was observed macroscopically and expressed as a titer. 

2.6 Cytotoxicity Assay 

Human fibroblast cells were seeded at a density of 1 x 10
4
 cels/mL in a 96-well 

plate and cultured for 24h in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), at 37 °C, 5% 

CO2. The extract was solubilized in the afore mentioned culture medium and filtered using 

0.22 μm membrane (Kasvi, Paraná, Brazil). Different concentrations were tested: 1000 

µg/ml, 500 µg/ml, 250 µg/ml, 125 µg/ml e 62.5 µg/ml for 48h. After this period, 20μL of 

MTT (5 mg/mL) was added to each well. After 3h of incubation at 37 °C, 5% CO2 was 

added 130μL in each SDS well (20%). Cell viability was measured by comparing the 

absorbance in a microplate reader (570 nm) between treated and untreated cells. Analyses 

were performed in three replicates for each sample. Cell metabolic activity (%) was 

calculated as follows: 100x (ODs/ODc), where ODs is the mean value of the measured 

optical density of each tested sample and ODc is the mean value of the measured optical 

density of cells incubated without extract (control). The study was performed in three 

replicates, using primary human fibroblasts obtained from 3 donors (7th passage). 

2.7 Preparation of gel formulation 

Carbopol-940 (0.8% w/w) was dissolved in distilled water and stirred until the clear 

solution was reached. Methylisothiazolinone (0.2% w / w) was slowly added to the above 

mixture. The formulated gel was kept overnight in a refrigerator to allow swelling. After 24 

hours, 25% microalgae extract was added to the carbopol-940 gel with stirring to obtain a 
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homogeneous mixture. Carbopol-940 gel was neutralized to pH 7.0-7.5 with 

triethanolamine. 

2.8 Gel characterization 

2.8.1 Organoleptic evaluation 

The gel formulation was inspected for smell, homogeneity, colour and consistency 

by visual inspection.  

2.8.2 pH measurement 

 The pH of the gel formulation was determined by using a digital pH meter (Quimis 

Q400AS, Diadema, São Paulo). The measurement of pH of formulation was e in triplicate 

and average values were calculated. 

2.8.3 Viscosity:  

The measurement of viscosity was  with a Rheology International viscometer  (Ri:2: 

M /H1/H2,  California, EUA) with spindle type S7, rotation speed of 10 to 100 rpm with 

sample volume of 60 mL at temperature 18 ± 0.50 ºC. The measurement of viscosity of 

formulation was done in triplicate and average values were calculated. 

2.8.4 Spreadability determination  

This procedure was performed, in triplicate, according to Knorst (1991). This 

method uses a circular mold plate of glass (diameter = 20 cm, width = 0.2 cm) with a 

central orifice of 1.2 cm diameter, which is placed on a glass support plate (20 cm x 20 cm) 

positioned over millimetric graph paper. 

Each sample was introduced into the orifice of the die plate and the surface leveled 

with a spatula. The plaque mold was carefully removed and a glass plate of known weight 

was placed over the sample. After one minute, the diameter in opposing positions (as 

covered by the sample) was read with the aid of the graph paper scale. Subsequently, we 

calculated the average diameter. This procedure was repeated successively adding other 

plates in one-minute intervals. The results were expressed as spreadability of the sample 

due to the applied weight, according to the equation, which corresponds to the mean of 

three determinations. 

    
d
2
.  

4
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where: Ei = spreadability of the sample weight for a given i (cm
2
); d = diameter (cm). 

2.9 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

FTIR spectra of the cell extract, carbopol-940 and formulation were collected on an 

infrared spectrophotometer (Spectrum 400 PerinElmer
®
, Massachusetts, EUA).  The IR 

spectra were obtained in the range of 4000 to 650 cm
-1

 at a resolution ratio of 4 cm
−1

 and 

the scan number was 16. This procedure was performed in triplicate. 

2.10  Thermogravimetric Analysis (TGA) 

Thermal stability of the cell extract, carbopol-940 and methylisothiazolinone were 

evaluated  in a thermogravimetric analyzer TGA (DTG-60H, Barueri, São Paulo). The 

study was carried out under dynamic nitrogen atmosphere (100 mL.min
-1

) and heating ratio 

of 10 ºC min
–1

. 5±05 mg of the samples were analyzed over a temperature range of 30 to 

600 ºC. 

3. Results and Discussion  

3.1 Phytochemical characterization  

Different phytochemicals were reported to have biological activities which may 

help in protection against various diseases. For example, most of the steroids and 

triterpenoids algal have analgesic properties (Sumayya and Murugan, 2016). Qualitative 

analysis of the Chlorella vulgaris extract demonstrated the presented only terpene. Previous 

works reports that terpenes has anti-inflammatory (Han, 2005), antifungal (Lasram et al., 

2019), antimicrobial activities (Patil and Kumbhar, 2018) and these biological activities 

contributes to wound healing. 

The total phenol contents in the Chlorella vulgaris extract was 1.35 ± 0.18 mg/g of 

GA. This values was lower than reported by Dantas et al. (2015) and Ali and Doumandji 

(2017) using Chlorella vulgaris (3.45 ± 0.26 mg/g)
 
and Chlorella pyrenoidosa (106.52 ± 

0.25 mg/g) cultivated in phototrophic conditions. This show that the growth conditions as 

salinity, luminosity and nutrient availability and type of culture, autotrophic or 

heterotrophic, influence on total phenol contents of Chlorella microalgae. 

3.2 Protein Characterization 

The elution profiles indicated two peaks of protein (Figure 1). The first peak eluted 

at 0.15 M NaCl and the second eluted at 1.0 M. Only the first peak showed total protein 

content of 250 ± 0.005 μg/mL and  hemagglutinating activity ≥ to 2
5
, erythrocyte type B of 
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the ABO human blood system. Melo et al., 2019 reported the hemagglutinating activity of 

C. vulgaris mixotrophic extract with values of ≥ 2
48

 using rabbit erythrocytes and ≥ 2
24

 

using type B of the ABO human blood system. Many investigators reported different 

biological roles from lectins, such analgesic activities (Leite et al., 2012), anti-

inflammatory (Vanderlei et al., 2010; Araujo et al., 2013), wound healing (Coriliano et al., 

2014) and hydrogel formulation from lectins with potential wound healing (Sousa et al., 

2019).  

The protein the first peak eluted was analyzed by SDS-PAGE gel electrophoresis 

and revealed a single band with an approximate molecular mass of 36 kDa (Figure 2). 

Proteins, such as keratin, sericin and lectins, can contribute to wound healing through 

granulation tissue formation, keratinocyte migration and fibroblast stimulation, with 

consequent increase in collagen production (Abood et al., 2018; Kamalathevan et al., 2018; 

Kim et al., 2019; Yang et al., 2019).  
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Figure 1. Chromatographic profile of Chlorella vulgaris extract applied HiTrapTM DEAE 

FF column; PI eluted with Tris-HCl pH 7.5 with 0.15 M NaCl; PII eluted with Tris-HCl pH 

7.5 with 1 M NaCl. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. SDS-PAGE analysis of the fractions of purified proteins from Chlorella vulgaris 

extract using DEAE ion-exchange chromatography column. M: Molecular weight marker; 

1: Purified 0.15 M NaCl; 2: Purified 1.0 M NaCl. 
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3.3 Cytotoxicity Assay 

Though Chlorella vulgaris is approved by the U.S. Food and Drug Administration 

(FDA) as GRAS (Generally Recognized as Safe), C. vulgaris extract was tested in vitro on 

fibroblast cell at different concentrations to identify the non-toxic concentration. The 

extract showed cytocompatibility with proliferative effect on human fibroblast culture after 

48 hours of treatment (Figure 3). 

 

 

Figure 3. Percentage cell viability of various concentrations of Chlorella vulgaris 

microalgae extract and the control group (DMEN) on fibroblast cells. Each value represents 

the mean and SD of 3 experiments. 

 

Over the years, different natural products have been used for therapeutic purposes. 

With a focus on bioproducts, microalgae represent a promising and natural source for the 

production of biochemically active substances such as proteins, pigments, lipids and other 

compounds. Metabolite variations are related to the diversity of defense mechanisms that 

result in a variety of compounds produced by various metabolic pathways, resulting in 

several beneficial biological activities such as antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial 

and immunomodulatory (Qi and Kim, 2016; Vaz et al.,2016; Bari et al., 2017). 
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The terpenes and lectins in the C. vulgaris extract are described as antioxidant, anti-

inflammatory, immunomodulatory agents. The synergistic effects of these compounds may 

aid in healing activity. There are few documented studies using microalgae for wound 

healing, and the lack of studies does not provide sufficient support to understand the 

mechanism of activity of this extract. 

3.4 Gel characteristics 

Macroscopic characteristics of the gel formulation showed green color, a smooth 

texture, slightly turbid and homogeneous and characteristic odor of microalgae extract.  

As the physiological pH of the open wounds is 7.1 to 7.3, it is required that the pH 

value of preparation should remain in this range (Dandasi et al., 2020). The gel showed pH 

values of 7.09 ± 0.07.  No any skin irritation in mice was observed due to gel application 

for twelve days of study (Melo et al., 2019).  

Spreadability, which is an important characteristic of the topical dosage form, is 

carried out to describe the spread and distribution of gel when applied to the skin. The 

bioavailability efficacy of the gel depends on its ability to spread (Garg et al., 2002; 

Saryanti and Zulfa, 2017). The spreadability of the formulation was considered high by 

having a higher spread in short time (Figure 4). Spreadability was in the range of 14.18 to 

28.73 gm.cm/sec. These results indicate that the spreadability achieved leaves a thinner 

film on the skin. In other words, less force will be required to spread the product in 

inflamed, hairy or oily areas, such chronics injuread. 

The spreading high helps in the uniform application of the formulation to the skin, 

so the prepared gels must satisfy the optimal quality in topical application. The therapeutic 

efficacy of active principle depends on their spread of the gel. Furthermore, this is 

considered an important factor in patient compliance with treatment. Therefore, the 

determination of spreadability factor is an important parameter for the semisolid 

development intended to skin application once it is performed to verify if the semisolids 

would present ease of application (Garg et al., 2002). 
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Figure 4. Determination of the spreadability of the gel formulation. 

 

Besides the spreadability evaluation, rheological behavior is another fundamental 

assessment in the scope of semisolid characterization. Rheological tests were performed to 

evaluate how microalgae extract influences the viscosity behavior of the carbopol vehicle. 

Figure 5 shows the behavior the formulation which had viscosity tested at ten times with 

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 rpm. In respect to the rheological evaluation, the 

formulation presented non-Newtonian pseudoplastic flow, characteristic of solutions of 

gelling agents and semisolids (Aulton, 2005; Rathod and Mehta, 2015). Furthermore, this 

gel was characterized by thixotropy. This flow behavior presented by the semisolids is 

desirable, as it means that the gel formulation can easily flow and spread in the applied 

area. If the formulation spreads easily, not much force is required to its application, an 

important favorable characteristic in the development of formulations intended to treat 

injured areas. This result is clinically relevant once the pain is a symptom frequently 

associated with injured areas (Rigo et al., 2015).  
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Figure 5. Effect of shear rate on the viscosity of formulation gel. 
 

The consistency the gel is one of the most important features for topical analgesic 

and anti-inflammatory formulations due to being applied to the thin layers of the skin, so 

that the hydrogel viscosity plays an important role in controlling of drug permeation. The 

efficacy of topical therapy is conditioned to the spreading of the medicine on a uniform 

layer on the damaged skin to guarantee a standard dose of the active compound. 

Furthermore, a formulation developed to treat injuries cannot require too much force to 

spread once these damaged areas are often also painful and sensitive (Garg et al., 2002). 

Worldwide, there is a constant interest in the development of new topical products, 

like gels and creams, intended for the treatment of wound (Pegoraro et al., 2019). 

Hydrogels should exhibit basic features, such as swelling capacity, drug compatibility, 

safety, low toxicity, shelf stability and high purity; other requirements include 

biocompatibility, biodegradability, mechanical strength and multiple biofunctionalities. For 

tissue engineering, hydrogel biodegradability is essential as they invariably function as 

temporary extracellular matrix until replaced by new tissue, while bioactivity is essential 

for guiding cell behavior, such as proliferation, differentiation and matrix production (Jin 

and Dijstra, 2010).  
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3.5 FTIR spectroscopy 

In Figure 6 FT-IR spectrum of the extract of Chlorella vulgaris at 3187 cm
-1

 

indicates the presence of OH stretching, indicates carboxylic acids. The extract displayed 

absorption bands in the region of 2954 cm
-1

 due to C-H stretching vibration, indicates 

terpenes (Majunder et al., 2009). The band 1629 cm
-1

 is assigned to amine stretching 

(Yokoi et al., 1998). The observed sharp peak at 1553 cm
-1

 for N-O stretching.  The peak at 

1401 cm
-1

 was the joint contribution of the vibration of OH and C-H (Qian et al., 2006).  

Other peak at 1295 cm
-1

 C-N stretching, indicates the presence of Aromatic amines. The 

extract showed band related to the stretching vibration of carbohydrates in the region at 

1035 cm
−1 

(Bremer and Geesey, 1991; Bramhachari and Dubey, 2006).  

C. vulgaris contains several carbohydrates, including β-1,3 glucan,  a modifier of 

the response biological with activity immunostimulator and a free-radical scavenger (Wang 

et al., 2010).  Studies report the ability of β-1,3-glucan to activate the innate immunity 

response with effects also on adaptive immunity, inducing humoral immune responses,  

increasing the antimicrobial activity of mononuclear and neutrophil cells (Wakshull et al., 

1999) and macrophage response (Chanput et al., 2012). According to the results of the 

FTIR analysis, C. vulgaris cell extract composition may be correlation with the healing 

activity. 

FTIR analysis was used to test for any chemical or physical interactions between: 

cell extract and carbopol hydrogel. Figure 6 presents the spectra of cell extract, formulation  

and of gel before mixing (extract and carbopol hydrogel). 

The carbopol hydrogel consists of Carbopol®940, methylisothiazolinone, purified 

water, and triethanolamine. This composition is responsible for the following characteristic 

peaks in the carbopol hydrogel spectrum: the peak located at 3332 and 3334 cm
-1

 is 

associated ( –OH) free hydroxyl group; the (C=O) carbonyl group can be determined 1637 

and 1638 cm
-1

. All three peaks are clearly visible in the spectra of formulation.  These 

results are suggestive of a lack of chemical interaction between the cell extract and 

carbopol hydrogel, as well as the existence of a physical mixture of the two phases (Singh 

et al., 2014). 
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Figure 6. Fourier transform infrared spectrum: A – Extract of Chlorella vulgaris, B – 

Carbopol-940, C – Formulation. 
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3.6  Thermogravimetric Analysis  

Figure 7 shows the TGA diagram of the cell extract, methylisothiazolinone and 

carbopol-940. According to the TGA curve, the final mass loss percentage of the cell 

extract was 23.56%, occurred at 218.64 °C. Carbopol-940 has mass loss of 19.39%, 

occurred at 301.62%. Mass loss in between Carbopol-940 and cell extract was 9.07%, 

occurred at 191.52  °C.  Carbopol-940 and cell extract showed similar thermal degradation 

behavior. The mass loss of the methylisothiazolinone was 94.69%; the curve shows that the 

quality decreased rapidly up to 152.2 °C, mainly via evaporation of water.  Until 128,52 °C, 

mass loss is noticeable in between cell extract and methylisothiazolinone, this shows that 

significant amount of moisture exists.  

 

Figure 7. TGA of extract, methylisothiazolinone and carbopol-940. 
 

Since the proposed formulation system is intended to be used for the release of drug 

from the varying medium or as a booster for use as a biomaterial, and the release process is 

normally carried out at physiological temperature 37 °C, the polymer is totally stable in the 

vicinity of room temperature which normally varies between 27 and 38 °C. 
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4. Conclusions  

Chlorella vulgaris extract contains a mixture of proteins, carbohydrates and 

terpenes that can have a synergistic effect on skin cell proliferation, wound healing and 

tissue regeneration. According to the results obtained from this study, it was concluded that 

the Chlorella vulgaris extract was successfully incorporated into the carbopol to obtain a 

formulation.  The formulation showed smooth texture, viscosity and spreadability that are 

appropriate for semi-solid formulations. The formulation show pH would not produce skin 

irritation. Thermal stability around 120 °C, it is important to know its properties and 

understand its fragilities considering extreme operating temperatures.  

The therapeutic efficacy of the topical formulations is influenced by active 

phytoconstituents and vehicle characteristics that play an important role in controlling of 

drug permeation. The knowledge of the chemical composition of the different extracts is 

necessary, since the active biomolecules coming from these photosynthetic microorganisms 

become a potential alternative for the treatment of diseases, presenting high availability and 

low toxicity.  
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7. Considerações Finais 

Com base no conhecimento alcançado sobre a composição do extrato 

celular da microalga, dentre os metabólitos foi verificada a presença de terpenos, 

fenóis totais, proteínas e carboidratos, os quais promovem a proliferação de 

células da pele e atuam no reparo tecidual. Dentre as proteínas observou-se a 

presença de lectinas, relatadas por diferentes papéis biológicos, como atividade 

analgésica e cicatrizante. A partir do extrato celular foram preparadas formulações 

com tipo de base gel, em que se mostrou pH compatível com a pele, os resultados 

da espalhabilidade e viscosidade indicaram a capacidade de fluir facilmente e se 

espalhar sobre a área aplicada. O estudo da formulação tem um papel importante 

no controle da permeabilidade do principio ativo e os constituintes químicos 

influenciam na eficácia terapêutica. As biomoléculas ativas provenientes destes 

microrganismos fotossintetizantes tornam-se uma alternativa potencial para o 

tratamento de doenças, apresentando alta disponibilidade e baixa toxicidade.  
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