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Abstract

Current demands for sustainable cosmetic sources containing naturally derived 
compounds have led to extensive research for promising microalgae strains for 
large-scale cultivation. Given the enormous variety of microalgae strains, as well as 
their diverse cosmetic potential, here, we cultivated Ankistrodesmus braunii in tubular 
photobioreactors to extract polysaccharides (PSs) aiming their incorporation into 
a dermocosmetic prototype gel. In vitro antioxidant activity was determined by the 
DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay, and in vivo experiments were performed 
on participants, measuring skin superficial (SK) hydration and transepidermal water loss 
(TEWL) to determine cutaneous biocompatibility, i.e., the PS safety. A. braunii aqueous 
PS had superior performance through the DPPH• test, thus, it was incorporated in a gel 
sample, and its safety profile was established by the cutaneous biocompatibility assay. 
The biocompatibility of the samples was confirmed by the SK hydration and TEWL 
results, which were not affected after the application of the gels. Our results suggested 
not only the biocompatibility of the microalgae PS dermocosmetic, but also the in vitro 
antioxidant potential, confirming the viability of this material as a new ingredient in 
cosmetic formulations.

Resumo

As demandas atuais por fontes cosméticas sustentáveis contendo compostos de 
origem natural conduziram à pesquisa extensa de cepas promissoras de microalgas 
para cultivo em larga escala. Dada a enorme variedade de cepas de microalgas, bem 
como seu potencial cosmético diverso, neste estudo, foi cultivado Ankistrodesmus 
braunii em fotobiorreatores tubulares para extrair polissacarídeos (PSs), visando 
incorporação em um protótipo de gel dermocosmético. A atividade antioxidante in 
vitro foi determinada pelo ensaio DPPH• (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), e os experimentos 
in vivo foram realizados com participantes, medindo-se a hidratação superficial da 
pele (SK) e a perda de água transepidérmica (TEWL) para avaliar a biocompatibilidade 
cutânea, ou seja, a segurança dos PSs. Os PSs de A. braunii apresentaram desempenho 
superior no teste DPPH•, assim, foram incorporados a um protótipo de gel, cujo perfil 
de segurança foi estabelecido por meio do ensaio de biocompatibilidade cutânea. 
A biocompatibilidade das amostras foi confirmada pelos resultados de SK e TEWL, 
que não foram afetados após a aplicação dos géis. Os resultados sugeriram não 
apenas a biocompatibilidade dos PSs no dermocosmético, mas, também, o potencial 
antioxidante in vitro, confirmando a viabilidade deste material como um novo 
ingrediente em formulações cosméticas.
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Introduction

Consumers increasingly demand highly 
effective cosmetic products. Aging-related skin 
concerns further necessitate the regular use of 
dermocosmetics tailored to specific skin needs. 
Moreover, recent advancements in cosmetic science 
have highlighted the importance of incorporating 
novel, sustainable ingredients derived from natural 
sources. Our research group has identified several 
such compounds from natural origins with potential 
applications in dermocosmetic formulations (1–3). 
The diversity of microalgae offers opportunities 
to obtain several kinds of compounds with high 
potential for application in dermocosmetics. For 
instance, pigments were well-described due to their 
antioxidant potential (4–6). Furthermore, lipophilic 
and hydrophilic compounds with high value-added, 
such as structural polysaccharides (PS) extracted 
from microalgae biomass and extracellular polymeric 
substances, have revealed practical applications 
due to the rheological properties, as well as to many 
biological activities, for instance, protecting cells from 
oxidative damage (7–9).

A few species from the Ankistrodesmus genus 
(Chlorophyceae) were successfully cultivated for 
biodiesel production due to the lipid content (10–
12). However, it should be noted that some nutrient 
and environmental conditions, such as pH, CO2 level, 
temperature, and light intensity, are the main factors 
behind changes in biomass composition during 
photosynthesis. For instance, carbohydrates and 
lipids are the central competing pathways for the 
biosynthesis of storage products in microalgae species. 
Thus, carbohydrates are an important raw material in 
fermentative biofuel production (13). Additionally, 
phototrophic, mixotrophic, and heterotrophic were 
tested as mode cultivations and monoculture or mix-
culture of Ankistrodesmus sp. with Chlorella sp. (10). 
Moreover, the presence of extracellular polymeric 
substances from Ankistrodesmus falcatus var. acicularis 
(9).

A. braunii has been successfully cultivated in tubular 
photobioreactors (14), and has been probed 
to produce carbohydrates for dermocosmetic 
applications (15). This species of microalgae seems 
to be a proper candidate to extract compounds to be 
incorporated into innovative formulations to enhance 
cosmetic attributes. Thus, we aimed to cultivate A. 

Introdução

Os consumidores demandam cada vez mais produtos 
cosméticos altamente eficazes. As preocupações 
relacionadas ao envelhecimento da pele aumentam 
a necessidade do uso regular de dermocosméticos 
adaptados às necessidades específicas da pele. 
Ademais, os avanços recentes na ciência cosmética 
destacaram a importância de incorporar ingredientes 
novos e sustentáveis, derivados de fontes naturais. 
Nosso grupo de pesquisa identificou diversos 
compostos de origem natural com aplicações 
potenciais em formulações dermocosméticas (1–3). 
A diversidade de microalgas oferece oportunidades 
para a obtenção de vários tipos de compostos com 
alto potencial de aplicação em dermocosméticos. Por 
exemplo, os pigmentos foram bem descritos devido 
ao seu potencial antioxidante (4–6). Compostos 
lipofílicos e hidrofílicos de alto valor agregado, 
como polissacarídeos estruturais (PS) extraídos da 
biomassa de microalgas e substâncias poliméricas 
extracelulares, revelaram aplicações devido às suas 
propriedades reológicas, bem como, atividades 
biológicas, como a proteção das células contra danos 
oxidativos (7–9).

Algumas espécies do gênero Ankistrodesmus 
(Chlorophyceae) foram cultivadas com sucesso para 
a produção de biodiesel devido ao seu teor lipídico 
(10–12). Contudo, é importante destacar que certas 
condições nutricionais e ambientais, como valor de 
pH, nível de CO₂, temperatura e intensidade luminosa, 
são os principais fatores que influenciam as alterações 
na composição da biomassa durante a fotossíntese. 
Por exemplo, carboidratos e lipídios são as principais 
vias concorrentes para a biossíntese de produtos 
de reserva em espécies de microalgas. Assim, os 
carboidratos são uma matéria-prima importante na 
produção de biocombustíveis fermentativos (13). 
Ademais, os modos de cultivo fototrófico, mixotrófico 
e heterotrófico foram testados, bem como o cultivo 
em monocultura ou co-cultivo de Ankistrodesmus 
sp. com Chlorella sp. (10). Foi relatada a presença 
de substâncias poliméricas extracelulares em 
Ankistrodesmus falcatus var. acicularis (9).  

A. braunii foi cultivada com sucesso em 
fotobiorreatores tubulares (14) e demonstrou 
potencial para a produção de carboidratos indicados 
para aplicações dermocosméticas (15). Esta microalga 
parece ser uma candidata promissora para a extração 
de compostos a serem incorporados em formulações 
inovadoras que aprimorem os atributos cosméticos. 
Assim, o objetivo desta pesquisa foi cultivar A. braunii 
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braunii to extract polysaccharides to be incorporated 
into a dermocosmetic prototype. In vitro assay of 
the antioxidant activity was conducted, and the in 
vivo cutaneous biocompatibility was performed to 
investigate the safety of a prototype gel containing 
the A. braunii polysaccharides.

Materials and Methods

A. braunii cultivation, biomass composition, and 
polysaccharide extraction

Ankistrodesmus braunii UTEX 245 sourced from the 
University of Texas Culture Collection (UTEX), was 
maintained at 25±1 °C in agar medium. A small 
aliquot of this culture was used to inoculate 10 units 
of 10 mL glass tubes, securely sealed, each containing 
5 mL Bold medium (16). Fluorescent lamps provided 
light at the intensity of 60 µmol photons m-2.s-1. A 
rotatory shaker (Multitron, Inforts Ht, Switzerland) 
at 25 ± 1°C with the inoculum tubes was maintained 
at 110 rpm for 25 days. Subsequently, a portion of 
this biomass was exposed for 30 minutes to artificial 
UVC radiation in Petri dishes. Thus, 10% of these two 
different biomasses were used to inoculate A. braunii 
in 500 mL Erlenmeyer flasks containing approximately 
200 mL Bold medium at the same conditions in 
the batch mode. An airlift system was employed to 
ensure circulation of the culture, maintained by an 
air pump with a flow rate of 40 ± 1 L.h-1. The culture 
pH was maintained at 7.0 ± 0.2 and continuous light 
intensity was regulated at 60 µmol photons m-2.s-1. 
Cultivation temperature was fixed at 25 ± 1°C.  Batch 
mode with 20 mM NaNO3 was used for the cultivation 
experiments. Biomass was harvested at the maximum 
biomass concentration (Xm) by centrifugation. The 
dried biomass was lyophilized and then frozen for 
further analysis. 

The total amounts of lipids (%), proteins (%), and 
carbohydrates (%) were determined in the dried 
biomass from each cultivation, as previously 
described (14,15).  From the biomass, in addition to 
obtaining the PSs, three extracts were prepared with 
different solvents at 10% w/v: methanol, acetone, 
and purified water. A ratio of freeze-dried biomass/
water (1:45) was maintained for 120 min at 90 °C and 
under constant agitation at 400 rpm. The mixture 
was filtered using 0.45 μm pore size. The filtrate was 
mixed in a separator funnel with absolute ethanol 
(1:3) and left in a cold chamber (approx. 4 °C). After 
the complete precipitation of PSs as white crystals, 

para extrair polissacarídeos a serem incorporados 
em um protótipo de dermocosmético. Foi realizado 
ensaio in vitro para avaliar a atividade antioxidante, 
e a biocompatibilidade cutânea in vivo foi conduzida 
para investigar a segurança de um gel contendo os 
polissacarídeos de A. braunii.

Material e Métodos

Cultivo de A. braunii, composição da biomassa e 
extração de polissacarídeos

A cepa de Ankistrodesmus braunii UTEX 245, obtida 
da University of Texas Culture Collection (UTEX), foi 
mantida a 25±1 °C em meio de ágar. Uma alíquota 
reduzida desta cultura foi usada para inocular 10 
tubos de vidro de 10 mL, cada um contendo 5 mL 
de meio Bold (16), devidamente vedados. Lâmpadas 
fluorescentes forneceram luz com intensidade de 60 
µmol fótons m-2.s-1 Um agitador rotativo (Multitron, 
Inforts Ht, Suíça) foi mantido a 25 ± 1°C com os tubos 
de inoculação a 110 rpm por 25 dias. Posteriormente, 
uma parte dessa biomassa foi exposta por 30 minutos 
à radiação UVC artificial em placas de Petri. Assim, 10% 
destas duas biomassas foram usados para inocular A. 
braunii em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo, 
aproximadamente, 200 mL de meio Bold nas mesmas 
condições em modo batelada. Um sistema airlift foi 
empregado para garantir a circulação da cultura, 
mantida por bomba de ar com vazão de 40 ± 1 L.h-1. 
O valor de pH da cultura foi mantido em 7,0 ± 0,2 e 
a intensidade de luz contínua foi regulada em 60 
µmol fótons m-2.s-1. A temperatura de cultivo foi 
fixada em 25 ± 1°C. O cultivo em modo batelada 
foi realizado com 20 mM de NaNO₃. A biomassa foi 
coletada na concentração máxima de biomassa (Xm) 
por centrifugação. A biomassa seca foi liofilizada e, 
em seguida, congelada para análises posteriores. As 
quantidades totais de lipídios (%), proteínas (%) e 
carboidratos (%) foram determinadas na biomassa 
seca de cada cultivo, conforme já descrito (14,15). 

A partir da biomassa, ademais da obtenção dos 
polissacarídeos (PSs), três extratos foram obtidos 
com solventes distintos a 10% m/v: metanol, acetona 
e água purificada. Uma proporção de biomassa 
liofilizada/água (1:45) foi mantida por 120 minutos 
a 90°C sob agitação constante a 400 rpm. A mistura 
foi filtrada usando filtro com porosidade de 0,45 μm. 
O filtrado foi misturado em um funil separador com 
etanol absoluto (1:3) e deixado em câmara fria (+ 4°C). 
Após a completa precipitação dos PSs, como cristais 
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the mixture was centrifuged. The supernatant was 
stored for later recovery of the ethanol and the PS 
solid sample was redissolved in sterile water. After 
filtration, the PSs were recrystallized using the same 
initial proportion of ethanol. The suspension was 
centrifuged, and the crystals were placed in an oven 
with air circulation at 55 °C for 12 hours (17).

In vitro antioxidant activity

Antioxidant activity was assessed in vitro via the free 
radical neutralization assay using the stable free radical 
DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (18). Briefly, 10 
μL of each extract (biomass or PS prepared in different 
solvents) was incorporated into a 990 μL methanol 
solution of DPPH•. This mixture was incubated for 30 
min at room temperature, followed by absorbance 
readings at 517 nm against a corresponding blank. 
The in vitro antioxidant activity, SA (%), was calculated 
for each extract and PS according to Equation 1..

					              Eq. 1	
	

Where: SA % is the scavenging activity of the free 
radical; ADPPH is the absorption of DPPH against the 
blank, and Asample is the absorption of the sample or the 
control against the blank. Butylated hydroxytoluene 
(BHT) was used as the reference substance. All 
experiments were performed in triplicate.

Prototype formulation

Ammonium acryloyldimethyltaurate/VP copolymer 
was used as the gelling agent. Two 1.0% w/w 
ammonium acryloyldimethyltaurate/VP copolymer 
dermocosmetics were prepared: 1) blank gel, and 2) 
gel with 5.0% (w/w) PS from the A. braunii.

In vivo trial - Cutaneous biocompatibility

The study was conducted according to the Declaration 
of Helsinki and approved by the Ethics Committee of 
Universidade Lusófona (protocol code 01/2016).

Cutaneous biocompatibility, obtained through the 
SK and TEWL measurements, was evaluated on 14 
healthy male and female subjects, with an average 
age of 31.5 ± 12.6 years. The inclusion criteria required 
participants to be non-smokers, have healthy skin 
with no reported dermatological or circulatory 

brancos, a mistura foi centrifugada. O sobrenadante foi 
armazenado para posterior recuperação do etanol, e 
a amostra sólida de PS foi redissolvida em água estéril. 
Após a filtração, os PSs foram recristalizados usando a 
mesma proporção inicial de etanol. A suspensão foi 
centrifugada, e os cristais foram colocados em estufa 
com circulação de ar a 55 °C por 12 horas (17).

Atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi avaliada in vitro por meio 
do ensaio de neutralização de radicais livres utilizando 
o radical livre estável DPPH• (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) [18]. Sucintamente,  10 μL de cada extrato 
(biomassa ou PS preparado em diferentes solventes) 
foram incorporados em uma solução metanólica 
de DPPH• (990 μL). Esta mistura foi incubada por 30 
minutos à temperatura ambiente, seguida de leituras 
de absorbância a 517 nm em comparação a um 
branco correspondente. A atividade antioxidante in 
vitro, SA (%), foi calculada de acordo com a Equação 1.

                                                                                         Eq. 1

Onde: SA % é a atividade sequestradora do radical 
livre; ADPPH é a absorção do DPPH em relação ao branco, 
e Asample é a absorção da amostra ou do controle em 
relação ao branco. O butil-hidroxitolueno (BHT) foi 
utilizado como substância de referência. Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata.

Formulação do protótipo

O copolímero de acriloil dimetil taurato de amônio/
VP foi utilizado como agente gelificante. Dois 
dermocosméticos com 1,0% p/p de copolímero 
de acriloil dimetil taurato de amônio/VP foram 
preparados: Gel base (sem adição de ativos); Gel 
com 5,0% p/p de polissacarídeos (PS) extraídos de A. 
braunii.

Estudo in vivo - Biocompatibilidade cutânea

O estudo foi conduzido de acordo com a Declaração 
de Helsinki e aprovado pelo Comitê de Ética da 
Universidade Lusófona (código do protocolo 
01/2016).

A biocompatibilidade cutânea, obtida por meio 
das medições de SK e TEWL, foi avaliada em 14 
participantes saudáveis, do sexo masculino e 
feminino, com idade média de 31,5±12,6 anos. Os 
critérios de inclusão exigiam que os participantes 
fossem não fumantes, tivessem pele saudável, 
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conditions, and have Fitzpatrick skin types II to V. 
Exclusion criteria encompassed individuals with active 
atopic dermatitis, significant sun exposure within 
four weeks prior to the study, known allergies to the 
product category used, pregnancy or breastfeeding, 
and the use of immunosuppressive medications, 
corticosteroids, antihistamines, retinoids, or anti-
inflammatory drugs.  All participants provided verbal 
and written informed consent prior to the study. 

The assessment was performed on the inner forearm, 
with each participant randomly assigned to a control 
site (untreated) and two treated sites: one for the 
blank sample and one for the 5.0% A. braunii PS gel. 
Randomized parameters included the selection of 
either the left or right forearm and either the upper or 
lower section of the forearm. A prerequisite washout 
period of one day was enforced, during which the 
participants refrained from applying any cosmetic 
products with moisturizers to the designated area. 

Environment conditions were controlled at 21 ± 2°C 
with relative humidity between 40–60%. Baseline 
measurements of superficial skin (SK) hydration and 
transepidermal water loss (TEWL) were conducted 
using the Corneometer® CM825 and the Tewameter® 
TM 300 (CK Electronics GmbH, Köln, Germany). The 
test formulations were applied under occlusion for 
24 hours using Finn Chambers® epicutaneous patches 
(Epitest Ltd., Oy, Finland). SK hydration and TEWL 
were assessed again two hours after the patches 
had been removed. Results were expressed as ratios 
of post-application to baseline values to account for 
individual variability (19,20).

Statistical analyses

All measurements were made in triplicate. The overall 
results were evaluated by ANOVA. The means were 
considered statistically significant when p < 0.05 
(confidence level of 95 %). Tukey’s Test was used to 
compare the means using Minitab® 19 software.

sem condições dermatológicas ou circulatórias 
relatadas, e apresentassem fototipos II a V de 
Fitzpatrick. Os critérios de exclusão abrangiam 
indivíduos com dermatite atópica ativa, exposição 
solar significativa nas quatro semanas anteriores ao 
estudo, alergias conhecidas à categoria de produto 
utilizada, gestantes ou lactantes e aqueles em uso de 
medicamentos imunossupressores, corticosteroides, 
anti-histamínicos, retinoides ou anti-inflamatórios. 
Todos os participantes forneceram consentimento 
informado, oral e por escrito, antes do início do 
estudo.

A análise foi conduzida na face interna do antebraço, 
sendo cada participante aleatoriamente designado a 
um local controle (não tratado) e dois locais tratados: 
um com a amostra base (gel sem PS) e outro com o 
gel contendo 5,0% de PS de A. braunii. Os parâmetros 
randomizados incluíram a escolha entre o antebraço 
esquerdo ou direito e entre a seção superior ou 
inferior do antebraço. Foi implementado um 
período de “washout” de um dia, durante o qual os 
participantes foram orientados a não aplicar nenhum 
produto cosmético hidratante na área designada.

As condições ambientais foram controladas a 21 ± 
2°C, com umidade relativa entre 40-60%. As medições 
iniciais de hidratação superficial da pele (SK) e perda 
de água transepidérmica (TEWL) foram realizadas 
utilizando o Corneometer® CM825 e o Tewameter® 
TM 300 (CK Electronics GmbH, Köln, Alemanha). As 
formulações foram aplicadas sob oclusão por 24 horas, 
utilizando adesivos epicutâneos Finn Chambers® 
(Epitest Ltd., Oy, Finlândia). SK e TEWL foram medidas 
novamente duas horas após a remoção dos adesivos. 
Os resultados foram expressos como relações entre 
os valores pós-aplicação e os valores de linha de base, 
para considerar a variabilidade individual (19,20).

Análises Estatísticas

Todas as medições foram realizadas em triplicata. Os 
resultados gerais foram avaliados por meio de ANOVA. 
As médias foram consideradas estatisticamente 
significativas quando p < 0,05 (nível de confiança de 
95%). O Teste de Tukey foi utilizado para comparar as 
médias, empregando o programa Minitab®19.
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Results 

A. braunii cultivation, biomass, and polysaccharide 
extraction

The composition of the biomass was characterized 
by a predominance of proteins, comprising 61% 
of the total mass, followed by lipids at 32%, and 
carbohydrates making up 6%. The extraction 
methodology detailed in this study successfully 
yielded white crystalline substances, achieving an 
extraction efficiency of approximately 4%.

In vitro antioxidant activity

Three distinct extraction solvents—methanol, 
acetone, and water—were utilized to evaluate the 
radical scavenging activity (SA, %) in both biomass 
and polysaccharides from A. braunii. As illustrated 
in Figure 1, the aqueous extracts exhibited the 
highest SA values, followed by acetone extracts, and 
lastly, methanol extracts. Notably, the SA values for 
the polysaccharides consistently exceeded those 
obtained for the whole biomass, though they were 
lower than the control using BHT.

Considering the A. braunii aqueous PS superior 
performance through the DPPH• test, this sample 
was incorporated in a gel formulation prototype, and 
its safety profile was established by the cutaneous 
biocompatibility assay.

Cutaneous biocompatibility of A. braunii gel 

Assessment of cutaneous biocompatibility for the A. 
braunii gel was rigorously performed, and the results 
affirm the gel’s suitability for topical application. 
Upon application of both the blank gel and the gel 
containing 5.0% polysaccharides from A. braunii, 
there was a sustained maintenance of stratum 
corneum hydration across all subjects, showcasing 
the gels’ adeptness in preserving skin moisture. 
Notably, the TEWL measurements depicted in Figure 
2(a) further substantiate that neither the blank 
gel nor the polysaccharide-enriched gel adversely 
affected the skin’s barrier function, as there was 
no significant increase in water loss compared to 
the untreated control. This uniformity in hydration 
and barrier function preservation across different 
formulations underscores the potential of A. braunii 
polysaccharides in skin care products.

Resultados

Cultivo de A. braunii, biomassa e extração de 
polissacarídeos

A composição da biomassa foi caracterizada pela 
predominância de proteínas, que representaram 
61% da massa total, seguidas por lipídios, com 32%, 
e carboidratos, que constituíram 6%. A metodologia 
de extração detalhada neste estudo resultou com 
sucesso na obtenção de substâncias cristalinas 
brancas, alcançando uma eficiência de extração de 
aproximadamente 4%.

Atividade antioxidante in vitro

Três solventes de extração distintos — metanol, 
acetona e água — foram utilizados para avaliar 
a atividade sequestradora de radicais (SA, %) 
na biomassa e nos polissacarídeos de A. braunii. 
Conforme ilustrado na Figura 1, os extratos aquosos 
apresentaram os maiores valores de SA, seguidos 
pelos extratos em acetona e, por último, pelos extratos 
em metanol. Os valores de SA dos polissacarídeos 
excederam consistentemente os obtidos para a 
biomassa integral, sendo somente inferiores ao 
controle BHT.

Considerando o desempenho superior dos PSs 
aquosos de A. braunii no teste DPPH•, esta amostra 
foi incorporada em um protótipo de formulação em 
gel,e seu perfil de segurança foi estabelecido por 
meio do ensaio de biocompatibilidade cutânea.

Biocompatibilidade cutânea do gel de A. braunii

A avaliação da biocompatibilidade cutânea do gel 
de A. braunii foi realizada de forma robusta, e os 
resultados confirmaram a adequação do gel para 
aplicação tópica. Após a aplicação tanto do gel base 
quanto daquele contendo 5,0% de polissacarídeos de 
A. braunii, foi observada a manutenção consistente 
da hidratação do estrato córneo em todos os 
participantes, demonstrando a eficácia dos géis em 
preservar a umidade da pele. As medições de TEWL 
(Figura 2(a)) reforçaram que nem o gel base nem o gel 
com PSs afetaram negativamente a função de barreira 
da pele, uma vez que não houve aumento significativo 
na perda de água em comparação ao controle 
não tratado. Esta uniformidade na manutenção da 
hidratação e na preservação da função de barreira 
entre as diferentes formulações destaca o potencial 
dos polissacarídeos de A. braunii em produtos para 
cuidados com a pele.
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Figure 1 - Scavenging activity (SA, %) of biomass and polysaccharides from A. braunii. The error bars 
correspond to the SD (n=3). One-way ANOVA followed by the Tukey test was used for comparison between 
groups. P-values were considered statistically significant when <0.05, with different letters indicating 
distinct results. BHT =  butylated hydroxytoluene. 
Figura 1- Atividade sequestradora (SA, %) da biomassa e dos polissacarídeos de A. braunii. As barras de erro 
correspondem ao desvio padrão (SD, n=3). ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey foi utilizada 
para comparação entre os grupos. Valores de p foram considerados estatisticamente significativos quando 
<0,05, sendo indicados por letras diferentes para resultados distintos. BHT = butil-hidroxitolueno 

Figure 2 - Variation in (a) transepidermal water loss (TEWL); and (b) stratum corneum hydration after 
application of hydrogel with 5.0% PS from A. braunii. The error bars correspond to the SD (n=14). One-way 
ANOVA followed by the Tukey test was used for comparison between groups. P-values were considered 
statistically significant when <0.05, with different letters indicating distinct results. PS = polysaccharides.
Figura 2 - Variação na (a) perda de água transepidérmica (TEWL); e (b) hidratação do estrato córneo após a 
aplicação do hidrogel com 5,0% de PS de A. braunii. As barras de erro correspondem ao desvio padrão (SD, 
n=14). ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey foi utilizada para comparação entre os grupos. 
Valores de p foram considerados estatisticamente significativos quando <0,05, sendo indicados por letras 
diferentes para resultados distintos. PS = polissacarídeos.
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Discussão

O cultivo de microalgas em fotobiorreatores de 
sistema fechado oferece condições ambientais mais 
controladas para o desenvolvimento das microalgas 
em comparação aos sistemas abertos, como 
tanques abertos (14). Os PSs de algumas espécies de 
microalgas estão bem descritos na literatura, porém, 
não existem estudos detalhando a composição de PSs 
em Ankistrodesmus sp. (21). Compostos polares, como 
os PSs, podem ser extraídos de recursos naturais 
utilizando solventes apropriados ou suas misturas. 
Diversos fatores influenciam os rendimentos da 
extração, como tempo, valor de pH, tipo de solvente 
e composição química da amostra, entre outros 
(22). Como a maioria das espécies de microalgas 
contém altos níveis de compostos polares, como PSs 
e proteínas, isso justifica os altos níveis de atividade 
antioxidante alcançados utilizando água purificada 
como solvente.

Ademais, estudos revelaram que os carotenoides 
não são os únicos responsáveis pela atividade 
antioxidante das amostras de microalgas. A presença 
de compostos fenólicos também pode aumentar os 
valores de atividade antioxidante em alguns extratos 
de microalgas (23,24). Neste estudo, demonstrou-se 
a atividade antioxidante dos PSs solúveis em água 
de microalgas (25). Este protocolo é particularmente 
crucial para identificar ingredientes cosméticos 
que oferecem benefícios antioxidantes. Os insights 
obtidos com esses resultados apoiam criticamente 
o desenvolvimento de produtos dermocosméticos 
voltados para melhorar os mecanismos de defesa da 
pele contra o estresse oxidativo, garantindo a saúde 
e a integridade celular. Ainda, a elevada atividade 
antioxidante pode ser relevante ao considerar a 
incorporação deste extrato em dermocosméticos, 
especialmente para produtos anti-idade, uma vez 
que esta estratégia pode auxiliar a retardar o processo 
de envelhecimento da pele e seus sinais, incluindo 
compostos que atuem como defensores contra tais 
danos.

Os ensaios de biocompatibilidade cutânea in 
vivo foram realizados utilizando abordagens de 
técnicas não-invasivas de biofísica Esta abordagem 
metodológica é essencial para identificar produtos 
dermocosméticos compatíveis com a pele humana, 
destacando a importância de tais estudos para 
garantir a segurança do produto. Estes testes não 
apenas confirmam a afinidade das formulações, mas 
também sua adequação para contato prolongado 
com a pele, apoiando o potencial de novos 
ingredientes para uso cosmético diário. SK e TEWL 
são variáveis biológicas que dependem não apenas 

Discussion 

Microalgae cultivation in closed system 
photobioreactors offers more controlled 
environmental conditions for microalgae 
development compared to cultivation in open 
systems, such as open ponds (14). Polysaccharides 
from some microalgae species are well described 
in the literature. However, there are no studies 
detailing the PS composition of Ankistrodesmus sp. 
(21). Polar compounds such as PS can be extracted 
from natural resources using the proper solvent or a 
mixture of solvents. Many factors influence extraction 
yields, such as time, pH, type of solvent, and sample 
chemical composition, among others (22). Since 
most microalgae species contain high levels of polar 
compounds, such as polysaccharides and proteins, 
the highest level of antioxidant activity recorded in 
this study using water as a solvent is justified. 

Moreover, a study revealed that the role of carotenoids, 
as antioxidants, is not uniquely responsible for the 
antioxidant activity of microalgae samples. The 
presence of phenolic compounds can also increase 
the antioxidant activity values in some microalgae 
extracts (23,24), and here, we demonstrated the 
antioxidant activity of the water-soluble PS from 
microalgae (25). This protocol is particularly crucial 
for pinpointing cosmetic ingredients that offer 
antioxidant benefits. The insights gained from 
these results critically support the development of 
dermocosmetic products designed to enhance skin 
defense mechanisms against oxidative stress, thereby 
ensuring cellular health and integrity. Furthermore, 
the higher antioxidant activity may be quite relevant 
when considering the incorporation of this extract 
in dermocosmetics, namely for anti-aging products, 
since this strategy may help slow the skin aging 
process and signs of aging by including compounds 
that may act as damage defenders.

In vivo skin biocompatibility assays were conducted 
using non-invasive biophysical techniques.  This 
methodological approach is crucial for identifying 
dermocosmetic products that are compatible with 
human skin, highlighting the importance of such 
studies in ensuring product safety. These tests not only 
confirm the mildness of formulations but also their 
suitability for prolonged contact with skin, thereby 
supporting the potential of new ingredients for 
everyday cosmetic use. Superficial skin hydration and 
TEWL are biological variables that depend not only 
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on the skin condition but also on the aging context 
(26,27). Statistical analysis revealed no significant 
differences in SK hydration and TEWL between 
control sites and those treated with A. braunii-derived 
PS gels, affirming the dermatological compatibility 
of the samples. The consistent preservation of SK 
hydration and TEWL post-application, mirroring 
control site values, underscores the efficacy of the 
compounds in maintaining skin homeostasis. These 
results indicate that A. braunii polysaccharides, when 
applied topically, effectively support the skin’s barrier 
functions without disrupting normal skin physiology, 
which is crucial for protecting against pathogens and 
preventing moisture loss (28,29).

Furthermore, the lack of adverse effects on SK 
hydration and TEWL parameters strengthens the 
safety profile of these compounds, making them 
ideal candidates for inclusion in dermocosmetic 
formulations. This not only ensures that the final 
products are safe for extended use but also contributes 
to the sustainability of the formulations, using natural 
ingredients that are effective without being invasive 
to the skin (30).

Therefore, the collected data provide a solid 
foundation for recommending these microalgae 
extracts in the development of new skin care 
products, particularly those aimed at hydration and 
barrier protection (31).

The strengths of our investigation include an 
innovative approach to utilizing Ankistrodesmus 
braunii polysaccharides for dermocosmetic 
applications. The combination of in vitro antioxidant 
assessment with in vivo biocompatibility studies 
enhances the study's relevance and applicability. 
The use of tubular photobioreactors for microalgae 
cultivation and standardized methods for evaluating 
skin hydration and transepidermal water loss add 
robustness to our findings. Additionally, the  ecological 
perspective of the research, emphasizing the use of 
a sustainable natural ingredient, aligns with current 
trends in cosmetic formulation. However, limitations 
should be acknowledged. The study is limited by the 
relatively small sample size in the in vivo assessments, 
which may affect the generalizability of the outcomes. 
Additionally, while the study demonstrates the 
biocompatibility of the polysaccharide-enriched gel, 
further investigations into long-term effects, stability, 
and potential bioavailability of the active compounds 
in different skin types would strengthen the findings.

da condição da pele, mas, também, do contexto 
de envelhecimento (26,27). A análise estatística 
revelou que não houve diferenças significativas na 
SK e na TEWL entre os locais de controle e aqueles 
tratados com os géis derivados de PSs de A. braunii, 
confirmando a compatibilidade dermatológica das 
amostras. A preservação consistente da hidratação 
da pele e da TEWL após a aplicação, espelhando os 
valores dos locais de controle, destaca a eficácia dos 
compostos em manter a homeostase da pele. Estes 
resultados indicaram que os polissacarídeos de A. 
braunii, quando aplicados topicamente, mantém 
as funções de barreira da pele sem interromper a 
fisiologia normal, o que é fundamental para proteger 
contra patógenos e prevenir a perda da hidratação 
superficial (28,29).

Além disso, a ausência de efeitos adversos nos 
parâmetros de SK e TEWL fortalece o perfil de 
segurança destes compostos, tornando-os 
candidatos ideais para inclusão em formulações 
dermocosméticas. Isso garante não apenas que os 
produtos finais sejam seguros para uso prolongado, 
mas, também, contribui para a sustentabilidade das 
formulações, utilizando ingredientes naturais eficazes 
sem serem invasivos para a pele (30).

Portanto, os dados coletados fornecem base sólida 
para recomendar esses extratos de microalgas no 
desenvolvimento de novos produtos para cuidados 
com a pele, especialmente aqueles voltados para 
hidratação e proteção da barreira cutânea (31).

Os pontos fortes desta investigação incluem 
a abordagem inovadora para a utilização de 
polissacarídeos de Ankistrodesmus braunii em 
aplicação dermocosmética. A combinação da 
avaliação antioxidante in vitro com estudos de 
biocompatibilidade in vivo eleva a relevância e a 
aplicabilidade do estudo. O uso de fotobiorreatores 
tubulares para o cultivo de microalgas, conjuntamente 
com métodos padronizados para avaliar a hidratação 
da pele e a perda de água transepidérmica confere 
maior robustez aos resultados. Ademais, a perspectiva 
ecológica da pesquisa, ao enfatizar o uso de um 
ingrediente natural sustentável, está alinhada com 
as tendências atuais na formulação cosmética. No 
entanto, algumas limitações devem ser reconhecidas. 
O estudo é limitado pelo tamanho relativamente 
pequeno da amostra nos ensaios in vivo, o que pode 
afetar a generalização dos resultados. Ainda, embora 
o estudo demonstre a biocompatibilidade do gel 
enriquecido com polissacarídeos, investigações 
adicionais sobre os efeitos a longo prazo, a estabilidade 
e a potencial biodisponibilidade dos compostos 
ativos em diferentes tipos de pele fortaleceriam os 
resultados.
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Conclusion

Herein, the Ankistrodesmus braunii species was 
cultivated in a closed photobioreactor system and 
polysaccharides were extracted and incorporated 
into a dermocosmetic prototype. The in vitro 
antioxidant scavenging activity indicated that the 
aqueous PS showed the highest SA values, even 
compared to biomass, unveiling the relevance of 
the water-soluble compounds. Consequently, a gel 
containing 5.0% w/w PS from A. braunii was prepared, 
and the cutaneous biocompatibility of this sample 
was demonstrated through in vivo skin superficial 
hydration and transepidermal water loss experiments 
performed in participants. 

Overall, there has been an increasing interest in using 
microalgae as sustainable products for inclusion in 
dermocosmetics due to the valuable properties of 
multiple compounds that can be extracted from these 
species. Nonetheless, much is still to be done due to 
the vast variety of microalgae strains. This investigation 
encourages the development of dermocosmetics 
derived from microalgae, considering, for example, 
the safety profile of the polysaccharides from A. 
braunii and their antioxidant potential.
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