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RESUMO

As microalgas tém se tornado uma fonte promissora de energia renovavel,
além de fornecerem bioativos a partir de carboidratos, proteinas, vitaminas e
lipidios. Os lipidios desempenham diversas fungbes bioldégicas e sao
fundamentais para a sobrevivéncia da maioria dos seres vivos. A extragao é
uma etapa importante do processo de obtencao de lipidios a partir da biomassa
microalgal e pode ser realizada de diferentes formas a fim de alcancar maior
rendimento e custo-beneficio. Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de
realizar a extracdo e caracterizagdo do extrato lipidico da biomassa de
Tetradesmus obliquus e avaliar sua propriedade antimicrobiana. A microalga foi
cultivada em frascos de Erlenmeyers por 15 dias até atingir a fase estacionaria
de crescimento celular. A biomassa seca permaneceu em contato por 48h com
solventes de diferentes polaridades: hexano, acetato de etila e etanol P.A.
Posteriormente, a partir dos extratos foi determinado o rendimento de lipidios e
o perfil dos acidos graxos por cromatografia gasosa. Os extratos de hexano
(EHT), acetato de etila (EAT) e etanol (EET) foram submetidos a atividade
antimicrobiana nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 mg/mL
frente as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli. O solvente acetato de etila obteve o maior rendimento em
lipidios com 5.051£0.01% na primeira extracao, enquanto o EHT obteve
3.50£0% e o EET rendeu 1.30+0%. Em uma segunda extragdo o EAT teve
resultado superior em rendimento com 11.1+0% e o EET conseguiu atingir
4.401£0.01%, apresentando melhor resultado na reextragao. Os acidos graxos
essenciais mais presentes nos extratos foram o acido palmitico (18.7% a
20.6%), a-linolénico (15,4% a 19,9%) e acido oleico (5,74% a 8,93%), sendo
estes mais presentes no extrato EHT e EAT. O EAT conseguiu atingir melhor
resultado inibindo o crescimento de todas as bactérias até a menor
concentragdo. EHT teve resultado positivo até a concentragéo de 6,25 mg/mL e
o EET apenas conseguiu inibir totalmente o crescimento da bactéria E.coli na
concentragdo de 100 mg/mL. Até o momento, pode-se concluir que o solvente
acetato de etila € mais adequado para extragao de lipidios de T. obliquus com
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae

e Escherichia coli.



Palavras-chave: microalgas, chlorophyta, &cidos graxos, atividade

antimicrobiana.

ABSTRACT

Microalgae have become a source promising renewable energy, in addition it
provides bioactive substances such as carbohydrates, proteins, vitamins and
lipids. Lipids perform several biological functions and are fundamental to the
survival of most living beings. Extraction is an important step in the process of
obtaining lipids from microalgal biomass and can be performed in different ways
in order to achieve greater yield and cost-benefit. This study performed the
extraction and characterization of the lipid extract from the biomass of
Tetradesmus obliquus and evaluated its antimicrobial property. Microalgae was
cultivated in Erlenmeyers flasks for 15 days until it reached the stationary phase
of cell growth. The dry biomass remained in contact with the solvents hexane,
ethyl acetate and ethanol P.A, all with different polarities, for 48 hours in which
the lipid yield and the fatty acid profile were determined by gas chromatography.
Extracts of hexane (EHT), ethyl acetate (EAT) and ethanol (EET) were
subjected to antimicrobial activity at concentrations of 100, 50, 25, 12.5, 6.25
and 3.12 mg/mL against bacteria Staphylococcus aureus, Kilebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. EET obtained the highest lipid yield with
1.491£0.01% in the first extraction, while EAT obtained 1.22+0.02% and EHT
yielded 0.52+0.03%. In a second extraction EHT doubled the yield with
1.17+0.00% and EAT managed to reach 2.47+0.00%, presenting better results
with an reextraction. The essential fatty acids most present in the extracts were
a-linolenic (15.4% to 19.9%) and oleic acid (5.74% to 8.93%), which are most
present in the extract EHT and EAT. EAT managed to achieve better results by
inhibiting the growth of all bacteria to the lowest concentration. EHT was
positive until the concentration of 6.25 mg/mL and EET only managed to totally
inhibit the growth of the E.coli bacteria at the concentration of 100 mg/mL. So
far, it can be concluded that the ethyl acetate solvent is more suitable for
extraction of T. obliquus lipids with antimicrobial activity.

Keywords: microalgae, chlorophyte, fatty acids, antimicrobial activity.



1. INTRODUGAO

As microalgas s&o microrganismos fotossintetizantes unicelulares com a
capacidade de crescer em diversas condicbes ambientais (MEHARIYA et al.,
2021). Como produtores primarios, por meio da fotossintese, as microalgas
conseguem absorver fotons solares e utilizam o CO. atmosférico para a
producdo de biomassa (DANESHVAR et al., 2021). Desta forma, sao
importantes para a industria nutracéutica, cosmética e farmacéutica, uma vez
que sao capazes de acumular carboidratos, proteinas, carotendides, lipidios e
outras biomoléculas importantes (SATHASIVAM et al., 2019).

Dentre as diversas espécies de microalgas, a Tetradesmus
(Scenedesmus) obliquus ganhou destaque industrial devido a presencga de
bioativos importantes em seus extratos que promovem atividades
antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes e cicatrizantes (MARREZ et
al., 2021; AFIFY et al., 2018; HUSSEIN et al.,, 2019). T. obliquus tem alta
adaptabilidade a diversos ambientes, além de uma alta acumulagao de lipidios
em sua biomassa (LEON-SAIKI et al., 2018; SHEN et al., 2020).

Os lipidios, especialmente os acidos graxos, existem nas mais diversas
formas de vida e desempenham um papel importante nos processos
metabdlicos e na composi¢ao da membrana celular (MARTIN et al., 2006). Os
acidos graxos podem ter efeitos benéficos contra uma variedade de doencas,
incluindo doencgas cardiovasculares, cancer, artrite e outras que estdo
relacionadas aos seus efeitos inflamatérios (LOFTSSON et al.,, 2016). Além
disso, os acidos graxos também sdo conhecidos pelas suas atividades
antimicrobianas e antivirais (THORMAR, 2011). A extragao dos acidos graxos
acumulados nas células das microalgas é uma das etapas mais importantes do
processo de obtencdo, a qual precisa ser eficiente para obter uma maior
quantidade desta matéria prima (ZORN et al., 2017).

Entre os métodos de extracdo de lipidios destacam-se: Soxhlet,
sonicagao, método proposto por Bligh & Dyer e maceragao. No entanto, poucos
testes foram realizados para determinar o método com maior eficiéncia e
custo-beneficio representando uma oportunidade para a pesquisa definir

tecnologias eficientes para a extracéo de 6leo de microalgas (ALMEIDA, 2017).
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Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo realizar a extragcéo
com diferentes solventes e a caracterizagdo de lipidios provenientes da
biomassa da microalga T. (Scenedesmus) obliquus, além de analisar a
atividade antimicrobiana dos extratos e determinar um método mais eficaz, que
proporcione a obtengédo de acidos graxos essenciais relevantes também para a

indUstria farmacéutica e cosmética.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Microalgas

As microalgas sado microrganismos fotossintéticos, geralmente
encontrados em ambientes marinhos e de agua doce (ABU-GHOSH et al.,
2021). A sua coloragdo é diversificada pela variedade de pigmentos
fotossintéticos como clorofila, ficocianina e carotendides que auxiliam na
adaptagcao contra o estresse do meio ambiente (MEHARIYA et al., 2021). Sob
estresse, microalgas possuem diversos mecanismos de adaptagao, ja que
conseguem realizar modificagdes fisioldgicas que alteram a composigdo da sua
biomassa prolongando sua sobrevivéncia (YAP et al., 2021).

As microalgas possuem a capacidade de produgdo de oxigénio
atmosférico via fotossintese, que converte agua e diéxido de carbono em
biomoléculas através de energia solar. No entanto, em virtude da sua estrutura
celular simplificada, a conversao da energia € mais eficiente, sendo 10 a 50
vezes superior em comparagao com as plantas terrestres (BARATA, 2016). As
microalgas possuem crescimento rapido e atingem alto teor de lipidios (>50%
de sua biomassa), além de outras biomoléculas de alta relevéancia (JUNIOR et
al., 2020).

Para seu desenvolvimento e divisdo celular e posteriores aplicabilidades
biotecnolégicas, necessitam de fontes de carbono e energia para a realizagao
da biossintese (DANESHVAR et al., 2021). O cultivo das microalgas nao requer
grande area, herbicidas e pesticidas e podem ser cultivadas em agua
nao-potavel (TAN et al., 2020). A iluminacéo e o uso de ciclos de luz, também
sdo capazes de influenciar as taxas de crescimento e manipular a constituicdo
bioquimica da biomassa cultivada (SCARDOELI-TRUZZI, 2019).

2.2 Tetradesmus obliquus e suas atividades biologicas
Espécies classificadas como Tetradesmus podem ser encontradas como

Acutodesmus ou Scenedesmus, devido a dificuldade na identificacdo das

espécies de microalgas e a sua plasticidade fenotipica. Além disso, o inicio da
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identificagcdo taxonémica de elementos da familia Scenedesmaceae foi
unicamente baseada em seus aspectos morfolégicos (RIBAS, 2020).

T. obliquus (conhecida como S. obliquus) é uma espécie de microalga
verde pertencente a classe Chlorophyceae, ordem Sphaeropleales, familia
Scenedesmaceae e género Tetradesmus que habita lagos e rios de agua doce
(CHRONOPOULOWU et al., 2019) (GUIRY e GUIRY, 2021). Sdo microscopicas,
possuem cerca de 10 um apresentando a formacgéo de cendbios, sua biomassa
se apresenta como pequenos agregados de células (VIEIRA, 2019;
VENANCIO, 2016). A parede celular de T. obliquus & maijoritariamente
composta de agucares e acidos graxos, apresentando reprodugdo assexuada
na qual sao liberados autésporos com a ruptura da parede celular (OLIVEIRA
et al.,, 2021).

Fonte: Culture Collection of Autotrophic Organisms:

(https://ccala.butbn.cas.cz/cs/node/13683)

O género Tetradesmus sp. € conhecido pela sua facilidade de cultivo,
sendo principalmente utilizado para a produgdo de combustiveis e biomateriais
(MSANNE et al., 2020). Além de ser uma fonte de diversos metabdlitos como
carotendides e carboidratos a biomassa de Tetfradesmus sp. também tem sido
utilizada para o tratamento de efluentes e aguas residuais urbanas e producéo
de alimentos (RAMIREZ, 2013). O teor lipidico das microalgas do género varia

entre 11% a 20% do peso da biomassa seca e pode diversificar de acordo com
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o meio de cultivo utilizado, podendo atingir até 70% (FERNANDES et al.,
2020).

T. obliquus é atualmente utilizada como um novo organismo modelo para
varias aplicacdes na area da biotecnologia, incluindo produgcdo de combustivel
e suplementos alimentares para racdo humana e animal. Além disso, os
metabdlitos secundarios derivados de microalgas possuem um grande
potencial biolégico uma vez que possuem atividades antioxidantes, antivirais,
antimicrobianas, antiinflamatoérias e antitumorais (AFIFY et al., 2018; MARREZ
et al., 2019).

2.3 Extracado de metabdlitos de microalgas

As biomoléculas derivadas de microalgas geram interesse e competigdo
entre diferentes tipos de mercados. Entre suas moléculas de elevado valor
estdo incluidos acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) como acido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA), carotendides,
como [(-caroteno e astaxantina, além de ficobiliproteinas, proteinas,
carboidratos e clorofilas (KAPOORE et al., 2018; AMORIM et al., 2020).

Muitas pesquisas trabalham com o objetivo de obter elevada quantidade
de biomassa e alto rendimento de metabdlitos das microalgas, dessa forma, &
necessario utilizar métodos com custo-beneficio e menor impacto ambiental
para a obtengao eficiente de bioativos (LEE et al., 2020). A etapa de extragao
de metabdlitos de microalgas € importante para torna-los economicamente
atrativos e mais eficientes em relagdo aos compostos quimicos promovendo a
utilizacdo de bioprodutos (CORREA et al., 2021).

2.3.1 Extracao de lipidios

A extracdo de substancias como 6mega 3 e dmega 6 requer métodos
eficientes e com custo reduzido a fim de promover uma extracdo adequada e
facilmente reprodutivel, uma vez que a metodologia de obtencéo fornece os
lipidios necessarios para realizar as atividades bioldgicas (ZORN et al., 2017).
Existem diversas formas de extrair lipidios, entre elas: fluido supercritico, com

Soxhlet, método de Bligh and Dyer, extragdo via solventes organicos por
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sonicagao ou maceragao que pode ser assistida por métodos de disrupgao
celular como ultrassom ou microondas (VASISTHA et al., 2020). Cada
metodologia possui resultados e suas vantagens e desvantagens que estéo
muitas vezes relacionadas com o investimento em equipamentos, solventes ou
consumo de energia (JARENKOW, 2014).

Solventes organicos sao amplamente utilizados para a extragdo de
acidos graxos de microalgas, no entanto, o rendimento de 6leo pode variar
devido ao potencial antioxidante e a polaridade dos compostos a serem
extraidos (CARDOSO, 2014). O solvente penetra através da parede celular das
microalgas e forma o complexo organico solvente-lipidico através de forgas de
van der Walls, ligagcdes de hidrogénio ou forgas eletrostaticas e dessa forma, os
lipidios neutros sao conduzidos por um gradiente de concentragao para fora da
célula (DAHMER, 2020). Cloroférmio, etanol, hexano e acetato de etila s&o
solventes regularmente utilizados para a extragédo de lipidios provando ser um
método confiavel, eficiente e acessivel para a extracdo de acidos graxos da
biomassa de microalgas (ALMEIDA, 2017).

2.4 Lipidios e atividade antimicrobiana

Lipidios, como os acidos graxos, com atividades antimicrobianas sao
comumente encontrados em plantas e animais e atuam como potentes
moléculas antimicrobianas capazes de inibir bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas que infectam a pele e a mucosa dos animais (BERGSSON et
al., 2011). A atividade antibacteriana de cada acido graxo é determinada de
acordo com a sua estrutura, comprimento da cadeia e orientagédo das ligagdes
duplas (NASCIMENTO, 2013).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) iniciou um plano mundial em
2015 o Plano de Acdo Global em Resisténcia a Antimicrobianos a fim de
desenvolver estratégias para o enfrentamento das ameacas da resisténcia
antimicrobiana (JINKS et al., 2016). Nos ultimos dez anos, a resisténcia das
bactérias patogénicas aos agentes antibacterianos aumentou
significativamente, o que tem impacto direto nos cuidados de saude humana.
Dessa forma, o esforgo para compreender de forma detalhada os mecanismos

subjacentes a resisténcia antimicrobiana, bem como a busca por novas
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substancias antimicrobianas a partir de fontes naturais como extratos de
plantas e microrganismos (AMARO et al.,, 2011). Os extratos lipidicos de
microalgas como Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris e T. obliquus
foram testados contra bactérias gram-positivas e gram-negativas € mostram
atividade antibacteriana significativa contra microrganismos patogénicos
(ALSENANI et al., 2020). Os acidos graxos insaturados de cadeia longa, como
o acido linoleico e os acidos oleicos, sao bactericidas para microrganismos
patogénicos importantes, tais como Staphylococcus aureus, Helicobactor pylori
e Candida albicans (SURESH et al., 2014)

Ainda ndo esta claro exatamente como os acidos graxos exercem suas
atividades antibacterianas, mas o alvo principal parece ser a membrana celular
bacteriana e os varios processos essenciais que ocorrem dentro das células.
Alguns dos efeitos prejudiciais sobre as células bacterianas podem ser
atribuidos as propriedades detergentes dos lipidios devido a sua estrutura
anfipatica que permite a interagdo com a membrana celular para criar poros
transitorios ou permanentes de tamanho variavel. Outros processos que podem
contribuir para a inibicdo do crescimento bacteriano incluem a lise celular, a
inibicdo da atividade enzimatica, o comprometimento da absorcédo de nutrientes
e a geracgao de peroxidagao téxica (DESBOIS e SMITH, 2010).

Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas com
o objetivo de obtengdo de acidos graxos da biomassa microalgal levando em
consideracao suas aplicabilidades a fim de colaborar com os avangos
cientificos e a busca de novos agentes terapéuticos com potencial

antimicrobiano.
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Resumo

As microalgas sao microrganismos unicelulares ricos em compostos bioativos,
como acidos graxos, com forte potencial terapéutico, incluindo atividades
antioxidantes e antibacterianas. No entanto, a extragdo de acidos graxos € um
passo importante para a obtencdo de lipidios de microagas, a fim de obter o
melhor método com maior eficacia e custo beneficio. Este trabalho teve como
objetivo realizar a extragdo e caracterizagao do extrato lipidico da biomassa de
Tetradesmus obliquus e avaliar sua propriedade antimicrobiana. A biomassa
seca das microalgas permaneceu em contato com os trés solventes (hexano,
acetato de etila e etanol P.A) durante 48 horas nas quais o rendimento lipidico
e o perfil de acidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa. Os
extratos foram submetidos a atividade antimicrobiana em diferentes
concentragbes contra as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. O extrato de acetato de etila apresenta maior
rendimento em 6leo e maior atividade antimicrobiana, sendo considerado como
o melhor solvente para a extragao de lipidios.

Palavras-chave: microalgas, acidos graxos, atividade antimicrobiana

1. Introducao

As microalgas sao microrganismos fotossintéticos unicelulares que usam
energia da luz e diéxido de carbono (CO,) para produzir componentes
altamente valiosos, como proteinas, carboidratos e lipidios, com amplas
aplicagdes como racdo animal, bio-fertilizantes, nutracéuticos e bio-6leo
(Mathimani et al., 2019) (Katiyar; Arora, 2020). Tetradesmus (Scenedesmus)
obliquus é uma microalga verde caracterizada por sua capacidade de se
adaptar a diversas condigdes ambientais e seus extratos contém uma rica
quantidade de bioativos e provaram ter um efeito notavel em uma grande
quantidade de industrias e potencial biolégico em atividades antivirais e
antibacterianas (Ishaq et al., 2016; Afify et al., 2018).

Acidos graxos, encontrados em plantas e animais atuam como potentes
moléculas antimicrobianas capazes de inibir bactérias gram-negativas e
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gram-positivas que infectam a pele e as membranas mucosas dos animais
(Bergsson et al.,, 2011). A etapa de extragcdo € essencial para alcangar alta
eficiéncia na obtengdo de acidos graxos adequados as suas aplicagdes.
Pesquisas recentes estudam a obteng¢ao de uma alta quantidade de biomassa
e alto rendimento de metabdlitos de microalgas, portanto, € necessario usar
métodos com custo-beneficio e menor impacto ambiental para obter bioativos
(Lee et al., 2020). Diferentes métodos sao atualmente usados como método
Soxhlet, Bligh e Dyer, extracdo via solventes organicos por sonicacdo ou
maceracgao, cada metodologia possuindo suas vantagens e desvantagens que
muitas vezes estdo relacionadas a equipamentos, solventes ou consumo de
energia (Vasistha et al., 2020).

Portanto, para colaborar com os avancos cientificos e a busca por novos
agentes antimicrobianos, o objetivo deste estudo foi realizar a extragdo com
diferentes solventes e a caracterizacdo de lipidios a partir da biomassa de
microalgas T. obliquus, além de analisar a atividade antimicrobiana dos extratos
determinando um método eficaz que fornega acidos graxos essenciais
relevantes também para a industria farmacéutica e cosmética.

2. Materiais e métodos
2.1 Microalga e condigdes de cultivo

A microalga de agua doce T. obliquus (Sisgen A5F5402) foi previamente
isolada do Acude de Apipucos (Recife, Pernambuco, Brasil, coordenadas 8° 1’
13.08" S; 34° 55' 56.51" W). As microalgas foram inoculadas em frascos
Erlenmeyer de 1 L contendo 400 mL de meio BG-11 (Stanier et al., 1971) com
concentragéo inicial de biomassa de 50 mg L', temperatura de 27+1 °C,
intensidade luminosa de 52 *+ 5 pmol fétons m2s”, pH 7,2, sob aeragdo
constante de CO,. Apds atingir a fase estacionaria de crescimento, a biomassa
foi coletada, seca e armazenada a 4°C para posterior extracao.

2.2Processo de extragao lipidica

A biomassa seca e cada solvente organico (hexano, acetato de etila e
etanol) foram misturados na proporgao 1:10 (m/v). e permaneceu em contato
por 48h e depois foi filtrado para separar o sobrenadante (Almeida et al., 2018).
Os lipidios em sobrenadante seguiram para o rotaevaporador para eliminagao
completa do solvente. Os extratos foram identificados como EHT (extrato de
hexano de T. obliquus), EAT (extrato de acetato de etila de T. obliquus) e EET
(extrato de etanol de T. obliquus). Apds o primeiro processo de extragao (E1), a
biomassa residual foi resgatada e submetida a uma re-extragéo (E2) utilizando
o método empregado anteriormente. O conteudo obtido foi utilizado para
determinar o rendimento lipidico.

2.3 Cromatografia gasosa

Inicialmente, os extratos celulares foram convertidos em éster metilico
de acidos graxos (FAME) através da esterificagcdo de acordo com Hartman
(1973). A composicao dos fames foi analisada utilizando-se um cromatografo a
gas HP 5890 (GC) e uma coluna capilar (Carbowax 20M, 60m x 0,25mm)
acoplada a um detector de ionizagdo de chama (GC-FID). As temperaturas do
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injetor e do detector foram fixadas em 200°C e a temperatura do forno foi
mantida em 180 ° C. O hidrogénio foi usado como gas transportador em uma
taxa de fluxo constante de 2 mL/min com uma raz&o de divisdo de 1:20. Uma
mistura de fabulas foi usada como um padrao externo.

2.4 Atividade antimicrobiana

Os ensaios antibacterianos de extratos de microalgas foram conduzidos
utiizando concentracdo inibitéria minima (CIM) através do teste de
microdiluicdo em caldo descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI 2017). As cepas bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus
UFPEDA700, Klebsiella pneumoniae UFPEDA1019B e Escherichia coli
ATCC25922, todas cultivadas em 4 mL de caldo de Mueller-Hinton em
incubadora bacteriolégica por 18h a 37°C. Cada cepa bacteriana foi inoculada
a 1 x 108 CFU mL-'. As concentragbes dos extratos celulares foram 100
mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml e 3,12 mg/ml. Apos 24h de
incubacédo a 37 °C, a absorbancia a 600 nm foi utilizada para determinar o
crescimento microbiano.

2.5Analises estatisticas

Todos os valores experimentais foram realizados em ftriplicata e
apresentados como média DP. Os dados foram analisados por meio de ANOVA
seguido do teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software Statistic 8.0.

3. Resultados e discusséao
3.1Rendimento lipidico dos extratos

A extracdo lipidica da biomassa seca de T. obliquus submetida a trés
diferentes solventes resultou em diferentes rendimentos lipidicos, conforme
mostrado na Tabela 1. Os resultados mostraram que o solvente acetato de etila
produziu maior quantidade de lipidios durante a primeira extragao (E1)obtendo
um rendimento de 5,05%. O uso de hexano resultou em rendimento de 3,5% e
etanol de 1,3%. No processo de re-extragdo (E2), EAT e EET renderam 11,1%
e 4,4%, valores superiores a primeira extracao.

Grafico 1 - Rendimento lipidico dos extratos obtidos no primeiro
processo de extracao (E1) e re-extragcao (E2).
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E1: Primeiro processo de extragao; E2: Re-extracao.

Solventes organicos como hexano, etanol e acetato de etila atuam
desintegrando componentes da membrana celular hidrofébica e,
consequentemente, extraindo os lipidios de armazenamento (Nagappan et al.,
2019). Além disso, a eficacia da extragao lipidica de microalgas é reforgada
com a quantidade e o grau de ruptura da parede celular quando os lipidios
intracelulares sao liberados no meio (Halim et al., 2012). Neste estudo, ao
promover a extracdo do residuo de biomassa, as paredes celulares das
microalgas foram danificadas e tornaram-se suscetiveis ao processo de
extracao forcando a exposicao de lipidios intracelulares.

Ryckebosch et al. (2012) submeteram 100 mg da biomassa liofilizada de T.
obliquus ao cloroférmio-metanol 1:1, seguida de centrifugagéo a 2.000 rpm por
10 min. Foi realizada uma segunda extracdo com adigao do mesmo solvente.
Em relagdo ao rendimento lipidico, obtiveram em torno de 23,6% de
rendimento na primeira extragdo e em torno de 6,1% na segunda,
comprovando que ainda € possivel obter conteudo lipidico apdés uma segunda
extracéo devido a sensibilizagao das células.

3.2 Perfil de acidos graxos

Os teores de acidos graxos (AG) de cada extrato lipidico estédo
resumidos na Tabela 2 e os picos de GC estao descritos nas Figuras 1, 2 e 3.
Os FAMEs foram separados e identificados de acordo com os padrées de
tempo de retencdo da cromatografia gasosa. Os percentuais de AG foram
dados por meio de uma proporgao entre as areas de cada pico e a area total.

O perfil de AG foi dominado pelo acido palmitico (C16:0) que apresentou
a maior concentragdo entre todos os acidos graxos variando de 18,7% a
20,6%. Além disso, o a-linolénico, mais conhecido como acido dmega 3, esta
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presente em todos os trés extratos em quantidades significativas (C18:3; 15,4%
a 19,9%). Outros AG também foram encontrados, como D (16,5% a 21,3%),
oleico (C:18:1; 5,74% a 8,93%), laurico (C12:0; 3,28 a 3,07), estearico (C18:0;
1,82% a 2,33%), palmitoleico (C18:1%) e acido linoleico (1,1,1%).

O extrato de hexano apresentou uma quantidade substancial de acido
a-linolénico (19,91%) e acido palmitico (20,49%). Também contém acido oleico
(5,47%), acido linoleico (1,21%) e maior concentragdo de G entre os outros
solventes (10,52%). O extrato de acetato de etila apresentou maiores
quantidades de acido a-linolénico (19,93%), acido palmitico (20,67%) e acido
linoleico (1,46%). O extrato etandlico obteve acido palmitico (18,79%), acido
a-linolénico (15,24%), menor concentragédo de acido linoleico entre todos
(0,86%) e maior concentragdo de acido oleico que outros extratos (8,93%),
bem como D (21,03%).

Esses resultados corroboram com Ismagulova et al. (2017), quando
cultivaram a microalga T. obliquus em dois meios distintos, BG-11 completo e
BG-11 livre de nitrogénio. O extrato foi obtido da mistura de cloroférmio e
metanol como solventes e os acidos graxos predominantes nas condigdes
experimentais foram o acido palmitico, oleico e o acido a-linolénico. A cultura
livre de nitrogénio alterou o perfil de acidos graxos devido ao aumento da
saturacao (C16:0), monoinsaturagao (C18:1) e declinio de AG polinsaturados,
principalmente a-linolénico.

Em uma caracterizagdo, também com T. obliquus, Nadzir et al. (2019)
extrairam seu oleo usando cloroformio e metanol e construiram um perfil em
que o acido linoleico representava mais de 49,47% do extrato total, seguido
pelo acido palmitico (37,91%) e acido linolénico (12,75%). As analises com a
metodologia da superficie de resposta (RSM) mostraram que fatores como a
intensidade da luz interferem no rendimento de biomassa e no seu teor lipidico.
Os resultados mostraram que T. obliquus € promissora como matéria-prima
para a producao de biocombustiveis.

Jia et al. (2016) cultivaram Scenedesmus sp. com a remogao total de
nitrogénio e fosforo. Os acidos graxos dominantes incluiram acido palmitico,
oleico, linolénico e linoleico, que representaram 87% do total de acidos graxos.
A presenga de C16:0 e C18:1 em grandes quantidades é considerada um
indicador da qualidade do biodiesel.

3.3 Atividade antimicrobiana

O resultado da inibicdo do crescimento bacteriano em relacédo as quatro
bactérias patogénicas frente aos diferentes extratos expressou um resultado
variavel (Tabela 3). Em relacéo a EHT, foi possivel notar 100% de inibicao até a
concentracdo de 6,25 mg/mL para S. aureus e K. pneumoniae. Na
concentracdo de 3,12 mg/mL, a maior taxa de inibicao foi de 83% contra S.
aureus. Ao manusear EAT, a inibigao total contra os trés patdgenos testados foi
de 100% até uma concentracdo de 25 mg/mL. A EET foi a que apresentou
menor atividade antimicrobiana, uma vez que a inibicdo de 100% so6 pbéde ser
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observada na concentragdo de 100 mg/mL contra a E.coli. Nesta concentragéo,
E. coli apresentou inibicdo total para todos os extratos. Com a reducido da
concentragdo do extrato microalgal, observou-se diminuicdo do grau de
inibicao.

Anteriormente, Marrez et al. (2019) puderam observar a atividade
antibacteriana do extrato sonicado de acetato de etila da biomassa da
microalga Scenedesmus obliquus contra as bactérias: S. aureus, E. coli, K.
pneumoniae, Bacillus cereus e Salmonella Typhi. Em outro estudo, também
com a microalga S. obliquus, Najdenski et al., (2013) verificaram a atividade
antimicrobiana de seu extrato etandlico que se mostrou eficiente contra as
bactérias S. aureus e E. coli.

Habibi et al. (2018) avaliaram o papel antibacteriano de extratos lipidicos
de microalgas Scenedesmus dimorphus derivados de hexano, metanol, etanol
e éter dietilico contra as bactérias Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Aeromonas hydrophila e E. coli. Desta forma, o extrato etandlico foi capaz de
inibir o crescimento de M. luteus, E. coli e B. subtilis. O extrato de hexano foi
positivo contra M. luteus, B. subtilis, A. hydrophila e E. coli, comprovando assim
o potencial antimicrobiano dos extratos de microalgas do género
Scenedesmus. Os autores também apontaram que os extratos de etanol e
hexano tiveram maior efeito antimicrobiano contra as bactérias Gram-+.

Os antibioticos, na maioria dos casos, sdo menos eficazes contra
bactérias gram-negativas devido a estrutura complexa da parede celular que
dificulta a acdo dos agentes antimicrobianos. No entanto, extratos de
microalgas também parecem ter uma atividade bioldgica positiva contra
bactérias gram-negativas em geral, bem como no presente estudo onde E. coli
apresentou inibig&o total na concentragdo de 100 mg/mL para todos os extratos
(Alsenani et al., 2020). Segundo Desbois et al. (2010) a atividade dos extratos
lipidicos pode ser dada pela presenca de acidos graxos responsaveis pela
acao antibacteriana, que € influenciada por sua estrutura e forma. Desbois
também afirma que o mecanismo de agdo de AG contra bactérias é
desconhecido, mas esta ligado a lise na parede bacteriana, inibicdo de sua
atividade enzimatica, perturbagcdo na absor¢cdo de nutrientes e geragédo de
peroxidagao toxica.

4. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos em relagdao ao rendimento lipidico
dos extratos obtidos é possivel concluir que o extrato no qual o acetato de etila
foi utilizado como solvente, o EAT, apresentou um resultado consideravel na
primeira extragcdo e na segunda extracdo. Os resultados do perfil do extrato
demonstraram a presenga de acidos graxos com importancia biotecnolégica e
farmacéutica como acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1) e a-linolénico
(C18:3). Associado a esses fatores estd o beneficio do uso de produtos
lipossoluveis com maior facilidade em penetrar na membrana citoplasmatica,
pois possui, em sua maioria, uma composicao lipidica.
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Em relagdo aos resultados da atividade antimicrobiana, a EAT atingiu
um grau de inibicdo de 100% até uma concentracdo de 25 mg/ml. O EHT
obteve 100% de inibicdo até a concentracdo de 6,25 mg/mL e para o EET foi
observada apenas inibigdo total na concentracdo de 100 mg/mL. O extrato de
acetato de etila apresenta maior rendimento em 6leo e apresenta melhores
resultados em relacdo a atividade antimicrobiana, sendo considerado como o
melhor solvente para a extracao de lipidios até um determinado momento. A
microalga T. obliquus demonstra importancia biotecnoldgica, pois possui
importantes agentes bioativos para a industria da saude, além de mostrar seu
potencial como uma nova alternativa antimicrobiana.
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