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Juliana Gaiolla Cordeiro Tomitao

Valida¢do de método extrativo para Chlorella vulgaris por design experimental de
Box-Behnken

RESUMO: As microalgas t€ém se destacado como fontes promissoras de recursos
bioloégicos. Chlorella vulgaris, uma microalga verde unicelular, apresenta reconhecidas
propriedades anti-inflamatorias, atividade antioxidante, capacidade de modular o perfil
lipidico e elevado teor de compostos bioativos. No contexto dos processos extrativos,
inovacdes tecnoldgicas tém permitido otimizar a recuperagdo desses compostos,
reduzindo custos e agregando valor ao produto final. Entre os fatores que influenciam
essa otimizagdo destacam-se o tipo de solvente, a temperatura, o tempo de extracao € o
método empregado. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi otimizar o método de turbo
extracdo de bioativos com potencial antioxidante na microalga C. vulgaris, visando a
futura prospecgao de produtos para as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia.
Inicialmente, uma cinética de extracdo em tempos de 1 a 20 minutos foi avaliada, e
comparada as técnicas de infusdo e infusdo seguida de precipitagdo etandlica, quanto aos
parametros rendimento e atividade antioxidante. Posteriormente foi aplicado um
planejamento experimental Box—Behnken, que considerou temperatura (20, 40 ¢ 60 °C),
velocidade (9000, 12000 e 15000 rpm) e razdo soluto:solvente (10, 30 e 50 g/mL), por
turbo extragao com Ultra-Turrax® durante 15 minutos. As condic¢des ideais de extragao
foram definidas como: 15000 rpm, razdo soluto:solvente 1:10 g/mL e temperatura de 20
°C. A caracterizagdo fitoquimica do extrato otimizado permitiu identificar 29 compostos
distintos, sendo os majoritarios aminoacidos e acidos graxos. Os ensaios de atividade
antioxidante demonstraram o alto desempenho do método extrativo, atribuido sobretudo
a expressiva presenca de derivados de acidos graxos e aminodcidos. Conclui-se que a
otimizagao do processo extrativo de C. vulgaris potencializa a recuperagdo de compostos
de alto potencial antioxidante, evidenciando sua aplicabilidade na produgdo de
ingredientes funcionais e nutracéuticos. Esses resultados fortalecem o papel da microalga
como uma fonte versatil e estratégica para o desenvolvimento de bioprodutos inovadores.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Chlorella vulgaris. Extrato otimizado.
Microalga. Turbo extragdo.



Juliana Gaiolla Cordeiro Tomitao

Validation of an extractive method for Chlorella vulgaris using the Box—Behnken
experimental design

ABSTRACT: Microalgae have emerged as promising sources of biological resources.
Chlorella vulgaris, a unicellular green microalga, exhibits well-documented anti-
inflammatory properties, antioxidant activity, the ability to modulate lipid profiles, and a
high content of bioactive compounds. In the context of extraction processes,
technological innovations have enabled the optimization of bioactive compound
recovery, reducing costs and adding value to the final product. Among the factors
influencing this optimization are solvent type, temperature, extraction time, and the
extraction method employed. Accordingly, the aim of this study was to optimize the
turbo-extraction method for the recovery of bioactive compounds with antioxidant
potential from the microalga C. vulgaris, targeting future product prospecting for the
pharmaceutical, cosmetic, and food industries. Initially, extraction kinetics over periods
ranging from 1 to 20 minutes were evaluated and compared with infusion and infusion
followed by ethanolic precipitation, considering extraction yield and antioxidant activity
(FRAP and B-carotene assays). Subsequently, a Box—Behnken experimental design was
applied, evaluating temperature (20, 40, and 60 °C), rotational speed (9000, 12000, and
15000 rpm), and solute-to-solvent ratio (10, 30, and 50) using turbo extraction with an
Ultra-Turrax® system for 15 minutes. The optimal extraction conditions were defined as
15000 rpm, a solute-to-solvent ratio of 1:10 g/mL, and a temperature of 20 °C.
Phytochemical characterization of the optimized extract allowed the identification of 29
distinct compounds, with amino acids and fatty acids as the predominant constituents.
The antioxidant activity assays demonstrated the high performance of the extraction
method, mainly attributed to the expressive presence of fatty acid derivatives and amino
acids. In conclusion, optimization of the extraction process for C. vulgaris enhances the
recovery of compounds with high antioxidant potential, demonstrating its applicability in
the production of functional and nutraceutical ingredients. These findings reinforce the
role of this microalga as a versatile and strategic source for the development of innovative
bioproducts.

Keywords: Antioxidant activity. Chlorella vulgaris. Optimized extract. Microalga.
Turbo extraction.



Otimizacao do processo de extracao melhora o potencial antioxidante de Chlorella
vulgaris

RESUMO: Este estudo avaliou a otimizacdo do método de turbo extragdo (TE) em
Chlorella vulgaris visando a maximiza¢ao do potencial antioxidante, com aplicagdo
futura em produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios. Métodos convencionais de
infusdo foram comparados a TE, sendo a cinética avaliada e o tempo otimizado em 15
minutos. Utilizou-se um planejamento Box-Behnken associado a metodologia de
superficie de resposta para investigar os efeitos da proporcao soluto:solvente (1:10, 1:30
e 1:50 m/v), velocidade (9000, 12000 e 15000 rpm) e temperatura (20, 40 e 60 °C). A
analise de desejabilidade indicou como condicdo ideal 1:10, 15000 rpm e 20 °C. O extrato
otimizado apresentou incrementos de 13,7%, 44,9%, 45,0% e 3186,18% nas atividades
antioxidantes por B-caroteno, ABTS, FRAP e DPPH, respectivamente, em relagdo a
infusdo. A caracterizagdo fitoquimica identificou 29 compostos, predominantemente
acidos graxos e aminodcidos, evidenciando maior recuperagdo de bioativos antioxidantes.



INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos aquaticos microscopicos capazes de realizar
fotossintese e amplamente reconhecidos por seu potencial como fontes de recursos
bioldgicos valiosos. Sua versatilidade permite aplicagdes em diversos setores, incluindo
alimentos, cosméticos, agricultura, biocombustiveis e medicina. Esses organismos
sintetizam uma ampla variedade de compostos bioativos, cujos efeitos benéficos a saude
incluem atividades antioxidante, antibacteriana, antiviral, antitumoral, regenerativa, anti-
hipertensiva, neuroprotetora e imunoestimulante (Dolganyuk, 2020).

Além de sua relevancia bioldgica, as microalgas apresentam expressivo potencial
econdmico. O cultivo e a produgdo de biomassa geram oportunidades para diferentes
segmentos industriais, € 0 avango das pesquisas tem contribuido para reduzir os custos
associados aos bioprodutos e ampliar suas aplicacdes (Mesadri et al., 2021). Nesse
contexto, as microalgas se destacam como alternativas promissoras para a bioeconomia e
para a seguranga energética, especialmente devido ao desenvolvimento de biorrefinarias
capazes de produzir energia sustentdvel (Banu et al., 2020).

Chlorella sp. ¢ uma microalga unicelular fotossintetizante cujo acumulo de
lipidios € diretamente influenciado pelas condi¢des de cultivo (Je; Yamaoka, 2022). Rica
em diversos nutrientes, sua suplementacdo regular tem sido associada a multiplos
beneficios a saude, incluindo fortalecimento da resposta imunologica, reducdo de radicais
livres e auxilio no controle de diabetes, hipertensao e hiperlipidemia. Esses efeitos estdo
relacionados a elevada concentragdo de acidos graxos poli-insaturados, proteinas,
vitaminas D e B12, além de ferro presente em sua composicao (Bito ef al., 2020).

A biomassa de Chlorella sp. apresenta composi¢cdo notavelmente equilibrada,
contendo aproximadamente 43% de proteinas, 33% de lipidios e 13,5% de carboidratos,
além de aminoécidos e acidos graxos essenciais e carotenoides. Essa composicao reforca
seu potencial como recurso sustentavel para as industrias farmacéutica e alimenticia
(Rasheed et al., 2021). Ademais, sua aplicagdo tem se expandido para formulagdes de
biofertilizantes, uma vez que suas propriedades antibacterianas e antifungicas contribuem
para o manejo do solo, a fertilizagdo de sementes e o controle de pragas (Goémez-Luna;

Tormos-Cedeio; Ortega-Diaz, 2022). Além disso, devido a sua disponibilidade e facil



absor¢ao de seus nutrientes, possibilita a substituicao parcial ou total de fertilizantes
quimicos (Albuquerque, 2024).

Chlorella vulgaris, espécie verde, unicelular, eucariotica e de morfologia esférica,
destaca-se por sua expressiva atividade anti-inflamatoria (Chaudhari; Baviskar, 2021).
Tal efeito estd associado a presenca de polissacarideos extracelulares, considerados
promissores como adjuvantes no tratamento de inflamagdes cronicas das vias aéreas, por
modularem a sintese de citocinas pré e anti-inflamatorias (Capek et al., 2020). A
suplementagao com C. vulgaris também demonstrou melhorar o perfil lipidico, reduzindo
o colesterol total e LDL em doses inferiores a 1.500 mg/dia (Sherafati, et al., 2022).
Concomitantemente, seu uso pode reduzir os niveis da enzima hepatica AST em
individuos com doenga hepatica ndo alcodlica (Yarmohammadi ef al., 2021).

Um estudo anterior ja apontou que o extrato de C. vulgaris € capaz de diminuir a
inflamacdo por um efeito conjunto de metabolitos e enzimas antioxidantes, capazes de
atuar na resposta inflamatdria local em modelo de edema de pata (Chaudhari; Baviskar,
2021). De forma complementar, Sibi ¢ Rabina (2016) observaram que o extrato da
microalga inibe a resposta inflamatodria in vitro ao reduzir a produgdo de 6xido nitrico e
a sintese de prostaglandinas, TNF-a e interleucina-6.

Pradhan et al. (2021) demonstraram que o extrato metanolico de C. vulgaris
apresenta propriedades antioxidantes comparaveis ao padrdo de acido ascorbico em
ensaios in vitro. Essa caracteristica favorece sua aplicagdo em produtos cosméticos, como
logdes e cremes, conferindo protecdo contra radicais livres e promovendo beneficios a
pele (Agustina; Aidha; Oktarina, 2021). Além disso, preparacdes em gel tém apresentado
capacidade regenerativa, sugerindo seu potencial no tratamento de feridas (Dammar;
Tanti; Amir, 2023).

Dado que as microalgas sdo fontes estratégicas de compostos de alto valor
agregado, a viabilidade econdmica e comercial depende diretamente da eficiéncia das
técnicas de extragdo. Métodos convencionais apresentam limitagdes, como longos tempos
de processamento e baixa sustentabilidade ambiental. Sob esta perspectiva, inovagdes
tecnologicas tém permitido o desenvolvimento de processos de extragdo mais
sustentaveis, favorecendo a implementacdo de biorrefinarias verdes, com reducdo de
custos e maior eficiéncia ambiental (Sousa et al., 2023).

Portanto, o desenvolvimento de produtos aperfei¢oados, especialmente aqueles

que envolvem a identificagdo de novos compostos bioativos, ¢ regulamentado no Brasil,
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tanto para suplementos alimenticios, onde se aplica a RDC n° 839/2023 (Brasil, 2023),
quanto para dermocosméticos, seguindo a resolucdo RDC n° 894/2024 (Brasil, 2024).
Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi otimizar o método de turbo
extracdo (TE) para a obtengdo de extratos de C. vulgaris com elevado potencial
antioxidante, visando a futura prospeccdo de produtos farmacéuticos, cosméticos e/ou

alimenticios.
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MATERIAIS E METODOS

1. Obtenc¢ao da microalga

A biomassa seca de C. vulgaris foi adquirida comercialmente da empresa
Allmicroalgae — Natural Products S.A., localizada na cidade de Pataias, Portugal. De
acordo com as informagdes nutricionais declaradas no rétulo do fabricante, o produto
apresenta, por 100g: valor energético de 350 kcal (1464 kJ); 10 g de lipidios, sendo 2 g
de 4cidos graxos saturados, 1,50 g de monoinsaturados e 6 g de poli-insaturados; 8 g de
hidratos de carbono, dos quais 0 g de actcares e 0,8 g de amido; 15 g de fibra; 55 g de
proteinas; 0,35 g de sal; 200 pg de vitamina B12; e 150 mg de ferro. Adicionalmente, o
rotulo informa a presenca de 3 g de dmega 3, 1800 mg de clorofila, 850 mg de luteina e
900 mg de carotenoides.

A produgdo industrial de microalgas pela Allmicroalgae — Natural Products S.A.
¢ realizada sob rigoroso controle de qualidade e tecnologias avancadas, iniciando-se no
banco de células mestre para manutencdo das cepas. O cultivo ocorre de forma
escalonada, passando por reatores de vidro, sistemas autotroficos e reatores tubulares
industriais sob luz solar. Apds o crescimento, a biomassa ¢ concentrada por filtragdo,
submetida a pasteurizacdo e centrifugagdo para obtengdo de pasta concentrada. Por fim,
realiza-se a secagem por aspersdo para produgdo do po, seguido de embalagem e

armazenamento (Allmicroalgae — Natural Products S.A., 2026).

2. Extracio cinética

Para cada extragdo, 1 g de biomassa seca de C. vulgaris e 50 mL de agua destilada
foram utilizados. A extra¢do foi conduzida utilizando um dispersor digital Ultra-Turrax®
T25 digital (IKA), equipado com um elemento de dispersdo modelo 18G (IKA). O
processo foi conduzido a 12.000 rpm e o tempo de extragcdo determinado a partir de ensaio
cinético (1, 3, 5, 10, 15 e 20 min) (Jacobucci et al., 2025).

Imediatamente ao final da extracdo, foram realizadas a filtracdo, congelamento e
a liofilizacdo do solvente extrator. Posteriormente os extratos foram armazenados em
freezer (-20 °C) até sua utilizagdo. As preparacdes foram realizadas em triplicatas

independentes.
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A titulo de comparacao, foram realizadas extragdes por infusdo (Inf) e Infusao
seguida de precipitacdo etanolica do infuso (I+PEI). A biomassa seca de C. vulgaris (1
grama) foi inicialmente submetida a infusdo em 50 mL de agua destilada a 90 °C. O
recipiente foi fechado e a extracao foi mantida por 5 horas, até que a temperatura ambiente
fosse atingida. Em seguida, o infuso foi filtrado, congelado e liofilizado. A técnica foi
executada em triplicata.

J& para o preparo do extrato por [+PEI, a biomassa seca foi inicialmente submetida
a infusdo, conforme descrito anteriormente, e ap6s filtracao, o filtrado foi tratado com
alcool etilico a 95%, na propor¢ao de 1:3 (v/v), conforme Islam, et al. (2016), com
modificag¢des, causando a insolubiliza¢do de polissacarideos e proteinas. Transcorridos
trés dias, o precipitado foi removido por filtragdo, o solvente foi extraido usando um
evaporador rotativo (Nova Etica, Sdo Paulo, Brasil) e a fragdo resultante foi congelada e
liofilizada (JJ Cientifica, modelo LJJ02, Sao Paulo, Brasil). Os extratos foram
armazenados em freezer (-20 °C) até sua caracterizagdo. A técnica foi executada em
triplicata.

Os extratos foram avaliados quanto ao rendimento e capacidade antioxidante.

3. Rendimento dos extratos
O rendimento dos extratos (%) foi determinado gravimetricamente, pela razao da
massa de extrato liofilizado versus a massa da matéria-prima (biomassa seca),

multiplicada por 100 (m/m%).

4. Quantificacdo da capacidade antioxidante
Para as andlises espectrofotométricas da capacidade antioxidante, os extratos
foram solubilizados em agua destilada na concentragio de 1000 pg mL ~* e avaliados em

triplicata independente.

4.1. Potencial de reducio de ferro (FRAP)

A analise FRAP foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por Santos,
et al. (2016). Para determinar a capacidade antioxidante, uma curva de calibracio (y =
0,7131x-40,937; R? = 0,9976) foi plotada com sulfato ferroso (Sigma-Aldrich®) e os

resultados foram apresentados como umol de Fe?" por grama de extrato (umolrez+ gext 1)
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4.2. Sistema p-caroteno / Acido linoléico

A atividade antioxidante total foi determinada pelo sistema f-caroteno/acido lino-
leico, de acordo com Mattos et al. (2009), em espectrofotometro (SpectraMax Plus384
Microplate Reader) a 470 nm. Aliquotas de 100 uLL da emulsdo B-caroteno/acido linoleico
foram distribuidas em pogos contendo 10 puL dos extratos. A absorbancia inicial foi re-
gistrada imediatamente, seguida da incubagdo das placas a 50 °C. As leituras subsequen-
tes foram realizadas a cada 15 minutos, ao longo de 120 minutos, sendo os valores corri-
gidos pelo branco correspondente a cada amostra, A atividade antioxidante total foi ex-
pressa como percentual de inibi¢ao da oxidag¢ao do sistema B-caroteno/acido linoleico,

conforme a equagao:

%AA=[1—(AbsCfina—AbsCinicial)/ (Abs AmMfina—Abs AMinicial) | X 100
Onde:
%AA corresponde a percentagem de atividade antioxidante;
ADbsCinicial referem-se a absorbancia inicial do controle;
AbsCrinal referem-se a absorbancia final do controle;
AbsAminicial referem-se a absorbancia inicial da amostra

AbsAmsina referem-se a absorbancia final da amostra.

4.3. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O ensaio DPPH foi realizado conforme descrito por Silveira et al. (2018). Uma
curva de calibracdo (y = 0,5741x+696,7; R? = 0,9953) foi plotada usando Trolox (Sigma-
Aldrich®), e a capacidade de eliminacdo de radicais DPPH foi expressa em equivalentes

de Trolox (UtMTrolox)

4.4. ABTS™ (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico))

Os ensaios ABTS foram conduzidos conforme descrito por Re ef al. (1999). Uma
curva de calibracdo foi tragada usando Trolox (y = 0,3283x+695,93; R? = 0,9982), e a
capacidade de eliminagdo de radicais livres ABTS foi expressa em pmol de Trolox por

grama de extrato (Umoltrolox gext 1)

5. Otimizacao do Método de Extracao
A metodologia de extracdo por TE foi utilizada para otimizar o processo,

empregando um delineamento experimental Box-Behnken com trés niveis e triplicata no
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ponto central. Essa estratégia resultou em 13 combinagdes e 15 experimentos. Foram
avaliados os efeitos da taxa de cisalhamento (9000, 12000 e 15000 rpm), da proporg¢ao
soluto:solvente (1:10, 1:30 e 1:50 p/v) e temperatura (20, 40 e 60 °C). Os experimentos
foram randomizados. Todas as extragdes foram realizadas por 15 minutos. Imediatamente
apos a extragdo, os extratos foram filtrados, congelados e liofilizados. Os extratos foram
entdo avaliados quanto ao rendimento e capacidade antioxidante.

Apds obtidos todos os resultados, foi realizada a andlise estatistica da
desejabilidade, para encontrar o ponto 6timo das extragdes. O extrato otimizado foi
preparado e caracterizado quanto ao rendimento, capacidade antioxidante e perfil

fitoquimico por UHPLC-MS/MS.

6. Caracterizacao do extrato otimizado por UHPLC-MS/MS (Cromatografia liquida
de Ultra Eficiéncia acoplado a Espectrometria de Massa em Tandem)

O extrato otimizado foi analisado em um sistema UHPLC-MS/MS (Shimadzu
Nexera X2, Japao) acoplado a um espectrometro de massas Q-TOF Impact II (Bruker,
Alemanha). Aproximadamente 10 mg de extrato foram solubilizada em 1 mL de metanol
grau LC-MS, agitado em vortex por 10 minutos, centrifugados por mais 10 minutos e
filtrados com filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) (Millex, 0,22 pm X 13 mm,
Millipore) e injetado em um volume de 2 pL.

Para a separagdo cromatografica foi utilizada uma coluna CSH C18 (Waters,
EUA, 1.7 pm, 2.1 x 100 mm), mantida a 40 °C. A fase mdvel consistiu em dgua ultrapura
com 0,1% de &cido férmico (fase A) e metanol (fase B) para o modo de ionizagdo negativo
e agua ultrapura com 0,1% de 4cido formico (fase A) e metanol com 0,1% de 4cido
formico (fase B) para o modo de ionizacgdo positivo, ambos com grau de pureza LC-MS.
A separacao foi realizada em 20 min utilizando o seguinte gradiente: 0,1 min 10% B; 0,1—
7 min 50% B; 7-12 min 98% B; 12—15 min 98% B; 15—-17 min 10% B; 17-20 min 10%
B. O fluxo foi mantido constante em 0,250 mL min"' durante toda a corrida
cromatografica.

O espectrometro de massas Q-TOF Impact II com uma fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI) foi utilizado no modo de aquisi¢do automatica MS/MS. A taxa de
aquisicao foi de 5 Hz (MS e MS/MS), e a faixa de ajuste foi m/z 120—-1200. Os espectros
de massas foram coletados nos modos de ions positivos e negativos, com a voltagem do
capilar ajustada para 3,50 kV, temperatura da fonte a 200 °C e taxa de fluxo do gas de

dessolvatagao de 9 L min-1.
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O cromatograma de ions e os espectros MS e MS/MS foram visualizados com o
software Data Analysis 4.3 e os metabolitos foram anotados comparando os espectros de
fragmentacao do MassBank of North America (MoNA)

(https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/) e com a literatura.

7. Analise estatistica

Para comparar os resultados das técnicas de extracgdo, foi aplicada uma analise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas foram comparadas utilizando o teste de Tukey
com significancia de p < 0,05. A otimiza¢do do método de extragcdo foi conduzida por
meio de um delineamento Box-Behnken, dentro de um modelo linear, também com nivel
de significancia de p < 0,05, avaliando trés varidveis independentes e triplicatas no ponto
central em um Unico bloco. O software STATISTICA 13.0 (Statsoft®, EUA) foi utilizado
para analise dos dados, confeccdo dos graficos de superficie resposta e analise da

desejabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Cinética de extragao para Chlorella vulgaris por turbo extracio

As técnicas de extracdo impactam diretamente a qualidade dos compostos
bioativos, afetando parametros como eficiéncia, rendimento e estabilidade, podendo
ainda alterar sua estrutura e reatividade (Teixeira et al., 2025). A capacidade antioxidante
das microalgas apresenta forte correlagdo com o processo extrativo empregado (Wang, et
al., 2023), ademais, sabe-se que o tempo de contato da amostra com o solvente influencia
o potencial de extragdo. Nesse contexto, foram comparadas a infusdo convencional, a
infusdo seguida de precipitacao etanolica do infuso (I+PEI) e a turbo extracao (TE).

A cinética de extracdo demonstrou que, embora ndo tenham sido observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os tempos avaliados, houve tendéncia de
aumento no rendimento do extrato com a ampliagao do tempo de extragdo até 15 minutos
(Tabela 1). A partir desse ponto, verificou-se a estabilizacdo do rendimento, sugerindo o
estabelecimento de equilibrio no processo extrativo e indicando que periodos superiores

ndo resultariam em incrementos adicionais.
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Observou-se que, além do maior rendimento, a TE apresentou maior capacidade
antioxidante pelos métodos FRAP e B-caroteno (BC), enquanto pelos métodos DPPH e
ABTSe+ ndo houve diferencas significativas entre as técnicas avaliadas. Conforme
observado, para a capacidade antioxidante, pelos métodos de FRAP e BC, a metodologia
e o tempo de extracdo apresentaram variagdo significativa, corroborando com Zhou, et
al. (2023), que demonstrou que a atividade antioxidante varia significativamente entre
espécies e metodologias analiticas. Porphyra sulcata apresentou os maiores valores pelos
métodos DPPH (43,73 mg TE g') e ABTSe+ (40,66 mg TE g'), enquanto
Coccolithophorid sp. destacou-se no método FRAP (4,2 mg TE g'), evidenciando a
amplitude do potencial antioxidante entre diferentes microalgas e a influéncia da

composicao da matriz bioldgica.
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Tabela 1. Rendimento, e capacidade antioxidante dos extratos de C. vulgaris obtidos em diferentes tempos extrativos por turbo extracdo (TE) e

comparagdo com as técnicas convencionais de infusdo (Inf.) e infusao seguida de precipitacao etanolica do infuso (Inf.+PEI).

DPPH

FRAP

Rendimento ABTSe+ BC
Método Tempo . .

oo (UMTrolox) (MOl Trolox Zext ') (umolFe®” gexi ) (%)
Inf. 5h 22.,90+0,02b 8,18+4,92b 83,55+2,15a 76,57+£0,81¢ 58,90+7,63d
Inf+PEI 3 dias 22,36+0,03b 61,31+67,74a 94,21+0,00a 94,80+2,14bc 63,24+1,13d
TE 1 min 57,844+0,00a 97,89+3,69a 91,17+0,00a 89,19+0,81bc 64,68+2,21cd
TE 3 min 58,48+0,04a 102,25+2 46a 100,30+8,61a 104,15+2,14ab 68,18+4,39bcd
TE 5 min 63,49+0,08a 86,57+7,39a 85,07+4,31a 97,61+0,81b 76,18+0,83ab
TE 10 min 63,42+0,02a 98,76+2,46a 89,64+2,15a 103,68+10,11b 74,78+3,12ab
TE 15 min 71,23+0,07a 90,05+2,46a 94,21+0,00a 106,49 +12,46ab 79,42+0,94a
TE 20 min 69,44+0,03a 74,38+2,46a 85,07+0,00a 122,38+4,51a 73,30+0,23abc

Dados apresentados pela média + desvio padrdao (n=3). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica por ANOVA seguido de

teste de Tukey (p<0,05). Inf=infusdo; PEI = precipitado etanolico do infuso; TE = turbo extracao; BC = atividade antioxidante determinada pelo

método do sistema f-caroteno/acido linoléico
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De modo geral, macro e microalgas constituem fontes altamente promissoras de
novos antioxidantes para a inddstria alimenticia, em funcdo de sua expressiva
biodiversidade e capacidade de adaptacao a diferentes ambientes aquaticos. Ensaios in
vitro € in vivo sdo essenciais para avaliar a eficacia antioxidante, a viabilidade econdmica
e o impacto ambiental desses compostos em diferentes matrizes, favorecendo a
identificacdo de espécies e processos extrativos mais eficientes e a obtencdo de extratos
com caracteristicas funcionais superiores (Pruteanu et al., 2023).

Sabe-se que a obtengdo de extratos com elevada atividade antioxidante ¢ central
para a prospeccdo de produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios, uma vez que
esses compostos estdo diretamente relacionados a neutralizagdo de espécies reativas de
oxigénio e a prevengdo de danos oxidativos em sistemas bioldgicos (Agustina; Aidha;
Oktarina, 2021). Espécies como FEuglena gracilis, Arthrospira platensis,
Nannochloropsis sp. € Phaeodactylum tricornutum exibem elevados niveis de atividade
antioxidante, refor¢ando que a eficiéncia da técnica empregada para liberar e concentrar
compostos bioativos ¢ determinante para o resultado final (Wang et al., 2023). Contudo
ainda ha lacunas quanto a otimiza¢ao de métodos acessiveis ¢ a avaliagdo de seus
impactos sobre a atividade antioxidante de C. vulgaris.

Assim, considerando a influéncia das técnicas e da cinética de extragao sobre o
rendimento e a atividade antioxidante, os resultados obtidos indicam que o tempo de
extracdo de 15 minutos foi capaz de combinar elevado rendimento e alta capacidade
antioxidante pelos métodos FRAP e B-caroteno. Dessa forma, esse tempo foi selecionado
para a etapa subsequente deste estudo e para a otimizacdo do método por meio de um

planejamento experimental do tipo Box-Behnken.

2. Avaliacio do impacto das variaveis frente a otimizacio de método extrativo por
turbo extracao

Para avaliar o efeito das variaveis: propor¢ao soluto:solvente, velocidade e a
temperatura frente ao rendimento e capacidade antioxidante, foi aplicado um
planejamento experimental Box-Behnken em modelo linear com intervalo de confianca

de 95% (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliagdo dos fatores de extracdo e analise de variancia na otimizagao do processo de turbo extragdo no tempo de 15 minutos.

Ensaio  Velocidade Razao Temperatura  Rendimento FRAP BC DPPH ABTS™
(rpm) soluto/solvente (°O) (%) (umolge* _1) (%) (UM Trolox) (umolTrolox Zext ')
(g/mL) o Fe~  Zext
1 9000 10 40 19,74 134,53 81,52 284,61 169,84
2 15000 10 40 40,93 168,19 89,52 278,20 185,07
3 9000 50 40 38,27 128,92 77,72 284,04 112,98
4 15000 50 40 25,40 138,74 84,56 283,47 116,54
5 9000 30 20 30,99 117,23 84,75 285,36 134,38
6 15000 30 20 52,81 132,43 69,30 284,98 128,22
7 9000 30 60 33,30 121,21 76,14 283,85 162,74
8 15000 30 60 23,67 117,00 98,31 281,02 119,58
9 12000 10 20 20,64 153,70 79,90 282,72 127,20
10 12000 50 20 34,04 126,58 78,62 283,66 150,04
11 12000 10 60 28,55 169,59 88,79 278,73 152,58
12 12000 50 60 23,74 120,51 73,05 282,72 134,81
13* 12000 30 40 25,83+1,62 109,29+1,85 72,64+1,30  278,14+2,83 137,01+1,17
R? 0,92128 0,92593 0,93712 0,86175 0,52973
R? ajustado 0,7796 0,7926 0,82395 0,6129 0,01
Fcalculado 6,50 6,94 8,28 3,46 0,63
Ftabelado 4,77 4,77 4,77 4,77 4,77

Nota: *Ponto central — Resultado expresso pela média + desvio padrao (n=3).
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A analise de variancia foi realizada pelo teste F, onde o modelo ¢ considerado
validado, ou seja, se ajusta aos dados experimentais, quando Fcalculado>Ftabelado. O
teste “F” comprovou a validade do modelo frente as variaveis dependentes: rendimento,
e capacidades antioxidantes pelos métodos de FRAP e BC. Os coeficientes de
determinacdo (R?) e R? ajustado também foram determinados, valores de R? proximos a
1 apontaram o ajuste do modelo as variaveis estudadas, e diferencas menores que 0,2
entre o R? e R? ajustado, confirmaram o ajuste das variaveis (Granella et al., 2023).

Em relacdo a capacidade antioxidante avaliada pelos ensaios DPPH e ABTS, o
teste F indicou que o modelo ndo foi valido para essas variaveis. Esse resultado pode ser
atribuido ao mecanismo antioxidante e a composi¢ao quimica dos extratos de C. vulgaris,
constituidos majoritariamente por &acidos graxos e aminodcidos, conforme sera
demonstrado posteriormente por UHPLC-MS/MS. Nesse perfil, ndo foram detectados
flavonoides nem outros compostos fendlicos contendo anéis aromadticos e grupos
hidroxila fendlicos, estruturas diretamente relacionadas ao mecanismo de oxirreducao,
fundamental para a resposta antioxidante em ensaios pelos métodos de DPPH ¢ ABTS™
(Lang et al., 2024; Bejenaru et al., 2025). Assim, embora amplamente utilizados para
caracterizar extratos ricos em fenois, esses métodos ndo fornecem uma medida valida da
atividade antioxidante de extratos compostos essencialmente por acidos graxos e
aminodcidos. Por sua vez, o ensaio do -caroteno constitui um método eficaz para avaliar
o potencial antioxidante de compostos lipofilicos (Shahidi; Samarasinghe, 2025), o que
pode explicar a validade do modelo observada no teste F.

Os modelos obtidos pela regressdo linear explicaram 77,96% das varia¢des entre
os valores experimentais e os previstos para rendimento de extracdo, 79,26% e 82,39%,
das variagdes entre os valores experimentais e previstos para capacidade antioxidante
pelos métodos de FRAP e B-caroteno, respectivamente.

O maior rendimento global de extragao foi obtido na condi¢ao de 15000 rpm, em
uma razio soluto:solvente de 1:30 g mL"!, a 20 °C. As varidveis temperatura e velocidade,
e as interagdes temperatura X razao, temperatura x velocidade e velocidade x razao foram
significativas, como apresentado no grafico de Pareto (Fig. 1A). O efeito interativo entre
as variaveis também esta ilustrado nos gréaficos de superficie resposta (Fig. 1B, C, D). A
andlise das superficies de resposta permite notar que, na intera¢do razdo X velocidade
(Fig. 1B), os fatores apresentaram influéncia mutua, indicando que a otimizag@o conjunta
dessas variaveis ¢ fundamental para maximizar a eficiéncia do processo. Resultados

semelhantes foram observados por Chen et al. (2024), que relataram que o efeito sinérgico
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entre temperatura e tempo de extracdo elevou significativamente o rendimento de
polissacarideos extraidos da microalga Porphyridium. Na interagdo temperatura X
velocidade, maiores velocidades contribuiram para melhores rendimentos (Fig. 1C). Por
fim, de forma semelhante, na interagdo temperatura x razao, maiores razdes contribuiram
para melhores rendimentos (Fig. 1D).

Quando avaliado a capacidade antioxidante pelo método de FRAP as varidveis
velocidade e razdo, e as interagdes temperatura x razao, temperatura X velocidade, e
velocidade x razao foram significativas, como apresentado no grafico de Pareto e de
superficie de resposta (Fig. 2). O efeito da velocidade estd em concordancia com os
achados de Stramarkou et al. (2021), os quais avaliaram o processo de extracdo da
microalga Crypthecodinium cohnii visando a obten¢do de acido docosa-hexaenoico
(DHA). Os autores observaram que o aumento da velocidade promove maior
cisalhamento e turbuléncia, intensificando a liberagdo de compostos bioativos.

A andlise das superficies de resposta evidenciou a intera¢ao entre temperatura X
velocidade no processo de extracdo (Fig. 2C). Em geral, espera-se que o aumento da
temperatura favoreca a extragao e, consequentemente, eleve a capacidade antioxidante, o
que ¢ corroborado pelos resultados do método P-caroteno, que indicaram maior
capacidade antioxidante, atrelada a maior extracao de compostos bioativos, sob condigdes
de temperaturas elevadas e baixas razdes massicas (Fig. 3). Contudo, isso se opde aos
dados obtidos para o ensaio FRAP, aonde a maior capacidade antioxidante foi obtida em

extracdes realizadas a 20 °C.
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Figura 1. Diagrama de Pareto para o efeito das varidveis independentes frente ao rendimento (A) e graficos de superficie de resposta das
interagdes entre as variaveis razao X velocidade (B), temperatura x velocidade (C), e temperatura X razao .
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Figura 2. Diagrama de Pareto para o efeito das varidveis independentes frente a capacidade antioxidante por FRAP (A) e gréficos de superficie de

resposta das interagdes entre as varidveis razao x velocidade (B), temperatura x velocidade (C) e temperatura x razao (D).
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Figura 3. Diagrama de Pareto para o efeito das variaveis independentes frente a capacidade antioxidante por -caroteno (A) e graficos de superficie

de resposta das interagdes entre as varidveis razao x velocidade (B), temperatura x velocidade (C) e temperatura x razao (D).
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Assim, para encontrar o ponto otimo das extragdes, foi realizada a andlise
estatistica de desejabilidade, onde as condi¢gdes apontadas como Otimas para a extragdo
foram: velocidade de 15000 rpm, razdo soluto:solvente 1:10 g mL™! e temperatura de 20
°C. Processos extrativos conduzidos em temperaturas baixas ou proximas a ambiente (20—
25 °C) apresentam vantagens significativas sob as perspectivas tecnoldgica, econdmica e
ambiental. A operagdo em condigdes térmicas brandas reduz a necessidade de aporte de
calor externo, diminuindo diretamente o consumo energético, aspecto especialmente
relevante, considerando que grande parte dos custos operacionais industriais estd
associada a energia empregada em operacdes térmicas. Conforme destacado por Chongo
(2025), métodos de extracdo “verdes” geralmente utilizam temperaturas moderadas ou
ambiente, o que contribui para a redug¢ao do consumo energético e, simultaneamente, para
apreservacao de compostos bioativos termossensiveis, mantendo sua integridade quimica
e funcional. De forma complementar, Faraldo ¢ Byrne (2024) ressaltam que o calor de
processo representa uma parcela expressiva do gasto energético industrial, e que
estratégias que minimizam a demanda térmica podem reduzir significativamente os
custos operacionais e favorecer a transposicao para escala industrial. Nesse contexto, o
método desenvolvido no presente estudo, a 20 °C, mostra-se vantajoso tanto do ponto de
vista energético quanto econdmico, além de estar alinhado aos principios da extragdo
sustentavel, apresentando elevado potencial de escalonamento industrial.

Os valores preditos pela analise estatistica de desejabilidade (anexo I) e os valores
experimentais para as varidveis dependentes (rendimento, e capacidade antioxidante por
FRAP e B-caroteno), bem como a caracterizacdo do extrato pelos métodos de DPPH e

ABTS estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacdo do extrato otimizado de C. vulgaris pela andlise de
desejabilidade.

Parametro Valor predito Valor experimental
Rendimento (%) 19,74 24,97
FRAP (umolFe** gexi ") 107,89 111,06 + 1,40
BC (%) 69,31 66,98 + 1,53
DPPH (uMrrolox) - 268,81 + 4,08
ABTS"*(umoltrolox Zext ) - 121,11 +0

Meédia + desvio padrao (n=3).

26



De modo geral, esses pardmetros estatisticos indicam que os modelos
apresentaram elevada capacidade preditiva e sdo adequados para descrever e otimizar
simultaneamente o rendimento e a capacidade antioxidante dos extratos. Assim, os
resultados confirmam a validade da abordagem experimental adotada e demonstram que
as equacdes obtidas podem ser utilizadas com seguranga para a predicdo das respostas
dentro da faixa experimental estudada.

Adicionalmente, quando comparado ao extrato preparado por infusao, observam-
se incrementos de 13,7%, 44,9%, 45,0% e 3186,18% nas atividades antioxidantes por -
caroteno, ABTS, FRAP e DPPH, respectivamente, corroborando seu potencial para
aplicag¢do no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, cosméticos e/ou alimenticios.

Através da andlise cromatografica exploratoria do extrato otimizado foram
identificados 29 compostos, sendo eles aminodcidos, acidos graxos e derivados,
derivados de clorofila, terpeno, vitamina e 4cido carboxilico (Tabela 4). O maior nimero
de compostos foi encontrado em modo de ionizagdo negativa, sendo predominantemente
a presenca de acidos graxos livres, enquanto no modo positivo predominaram os
aminoacidos, conforme j& apresentado em estudos anteriores (Pantami et al., 2020;

Kusnanda et al., 2023).
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Tabela 4. Composi¢do quimica, por UHPLC-MS/MS, do extrato otimizado de C. vulgaris.

Positivo (m/z)

Negativo (m/z)

Pi RT C .~ Molecular cl
Ico (min) omposi¢ao formula Teérico  Experimenta Area Teorico Experimenta Area asse
m/z 1 m/z m/z 1 m/z
1 1,32 Xantina CsHaN4O> 153,0407 153,0404 215062 - - - Alcaloide de purina
2 13,72 Cariofileno Ci5Ha4 205,1950 205,1949 25278 - - - Terpeno
9,12,15-Acido
3 14,45 octadecatriendico (acido C1sH3002 279,2327 279,2309 67752 277,2162 277,216 1309515 Acido graxo
linolénico)
4 1,88 Lisina CsH14N202 147,1134 147,1125 25364 - - - Aminoacido
5 1,23 Glutamato CsHoNO4 148,0604 148,0600 366703 - - - Aminoacido
6 1,31 Fenillamina CoH1NO, 166,0862 166,08611 365317 - - - Aminoéacido
7 1,90 Arginina CsH14N4O, 175,1187 175,1189 13369 - - - Aminoacido
8 1,21 Citrulina CsHi3N303 176,1029 176,1029 31634 - - - Aminoacido
9 1,29 Tirosina CoH1NOs 182,0811 182,081 153522 - - - Aminoacido
10 3,40 Triptofano C11H12N20O, 205,0971 205,0973 311728 - - - Aminoacido
11 7,45 Ciclo(leucilprolil) C11HisN>O» 211,1441 211,1445 83082 - - - Dipeptideo ciclico
12 15,51 Feoforbideo-a C35H36N40s5 593,2758 593,2765 5959495 - - - Derivado de clorofila
13 14,71 Feoforbideo-b C35H34N4O6 607,2551 607,2552 101549 - - - Derivado de clorofila
14 1,63 Acido nicotinico CsHsNO; 124,0393 124,0392 834159 - - - Vitamina
15 9,68 Acido azelaico CoH1604 - - - 187,0965 187,0969 924264 Acido carboxilico
16 1,29 Acido succinico C4HO4 - - - 117,0187 117,0191 4298362 Acido dicarboxilico
(1572)-9,12,13
17 11,75 Trihidroxi-15 acido CisH3405 - - - 329,2322 329,2322 1235244 Oxilipina

octadecenodico
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14,30

14,13

13,94

16,40

15,32

13,17

15,85

13,41

11,46

14,21

14,74

14,62

Palmitato de metil-3-
hidroxi

1-Palmitoil-2-hidroxi-
sn-glicero-3-
fosfoetanolamina

1-linoleoil-2-hidroxi-sn-
glicero-3-
fosfoetanolamina
Acido hexadecanoico
(acido palmitico)
Acido heptadecandico
(acido margarico)

Acido 12-
hidroxidodecandico
Acido octadecandico

(acido estearico)
Acido 9-hidroxi-10,12-
octadecadienoico
Acido 9,12,13-tri-
hidroxi-10(e),15(z)-
octadecadienoico
Acido 7,10-
hexadecadienoico
Acido 9,12-
octadecadiendico (acido
linoleico)

Acido 5,8,11,14-
eicosatetraenoico (acido
araquidonico)

Ci7H3403

C21H4NO7P

C3HuuNO,P

Ci6H320,

C17H340,

C12H2403

CisH360,

CisH3,03

CisH3205

Ci6H230,

CisH3,0,

C20H320,

285,2424

4522771

476,2761

255,2318

269,2475

215,1652

283,263

295,2278

327,2163

251,2005

279,2318

303,2318

285,242

452,276

476,277

255,2316

269,2478

215,1655

283,2633

295,2275

327,2172

251,201

279,2313

303,2317

75214

61612

135648

379383

46124

45676

184927

1255832

604131

274578

1282850

40573

Oxilipina

Fosfolipidio

Fosfolipidio
Acido graxo
Acido graxo
Acido graxo
Acido graxo

Acido graxo

Acido graxo
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Destaca-se que o extrato tem potencial para desenvolver uma elevada agdo
terapéutica, uma vez que os aminoacidos detectados participam de multiplos processos
fisiologicos, desde o fornecimento de energia até a regulagdo da secregao hormonal,
contribuindo diretamente para a atividade imunoldgica e metabolica (Li; Wu; Ye, 2022).

Ademais, os acidos graxos identificados desempenham fungdes essenciais no
ambiente celular, especialmente aqueles contendo hidroxilas e derivados oxidativos, que
atuam como importantes mediadores de processos associados ao estresse oxidativo. Estes
acidos graxos essenciais também exercem papéis fundamentais na modulacao da resposta
inflamatoria, na protecao das células do sistema nervoso central frente a lipotoxicidade e
no fortalecimento da resposta imune (Urso; Zhou, 2021; Dyall et al., 2022). Cabe destacar
que os acidos graxos podem contribuir para a capacidade antioxidante, atuando na
modulagdo lipidica (Losada-Barreiro et al., 2022), influenciando a estabilidade das
reacdes oxidativas de matrizes oleosas, assim o sistema [-caroteno/acido linoleico
mostrou-se particularmente adequado para avaliar a atividade antioxidante de matrizes
ricas em compostos lipofilicos, por refletir de maneira realista os processos de oxidacao
destes sistemas (Losada-Barreiro; Paiva-Martins; Bravo-Diaz, 2024; Bora et al., 2025).

Dessa forma, esses resultados evidenciam a importancia do método otimizado
para a obtencao de extratos com adequada capacidade antioxidante, além de contribuirem
para o aprimoramento das técnicas de extracdo de compostos bioativos de C. vulgaris

com vistas a aplica¢des industriais.
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CONCLUSOES

Visando a obtencao de um extrato com elevado potencial antioxidante, a condigao
otima foi alcangada por turbo extracao, empregando razao soluto:solvente de 1:10 (p/v),
a20°C e 15000 rpm, por 15 minutos. Essa condigdo mostrou-se especialmente favoravel
para o desenvolvimento de novos produtos, uma vez que atendeu ao objetivo central do
estudo. O extrato otimizado apresentou predominancia de aminoacidos e acidos graxos
em sua composi¢ao, fornecendo subsidios relevantes para a maximizacao da extracao de

compostos bioativos e a aplicacdo bem-sucedida de métodos extrativos em C. vulgaris.
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ANEXOS 1. Analise de desejabilidade
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