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RESUMO 
 
 
LÁZARO, G. C. S. Efeito de níveis de ferro e radiação ultravioleta n o 
crescimento e produção de microcistina em  Microcystis aeruginosa Kützing 
NPLJ-4 . 2012. 112f. Dissertação (Mestrado em Engenharia Ambiental, Área de 
Concentração: Saneamento Ambiental) – Programa de Pós-Graduação em 
Engenharia Ambiental, Universidade Federal do Espírito Santo, Vitória, ES, 2012. 
 

A presente pesquisa teve como objetivo simular e avaliar os impactos de variáveis 

ambientais (ferro e UV-C) sobre o crescimento e produção de MCY de M. 

aeruginosa (NPLJ-4). Para tanto, tal cepa foi cultivada sob condições controladas. 

No ensaio do ferro, não houve diferença significativa de densidade, biovolume e 

clorofila-a entre as diferentes concentrações de ferro, enquanto que taxa de 

crescimento, tempo de duplicação e concentração de toxina apresentaram tal 

diferença. Foram observadas mais divisões celulares (G) a uma menor taxa nas 

culturas com maior teor de Fe, causando aumento de densidade e biomassa (vice-

versa). As divisões reduziram-se a uma taxa maior até que o Fe ficasse escasso (10, 

4, 1 e 0,5 µM, respectivamente). Culturas com 0,5 µM registraram: maior taxa, 

menor tempo de duplicação, menor densidade e biovolume. Quanto a toxina, células 

da fase log (6º ao 14º dia) e estacionária (16º ao 35º dia) influenciaram nos altos 

valores de MCY-LR total das culturas com Fe. Os teores aumentaram do 10º para o 

20º dia e caíram no 30º dia nas culturas com 4 e 10 µM Fe. Ademais, o tratamento 

com 1 µM Fe obteve maior densidade, biovolume, picos de maior área e maiores 

concentrações de MCY-LR total em relação as culturas com 0,5, 4, e 10 µM Fe, 

respectivamente. Assim, o crescimento de MA nem sempre está atrelado aos 

maiores níveis de Fe e uma única célula pode ser responsável por produção de 

grande quantidade de toxina. Já no experimento de simulação de exposição à 

radiação UV-C, obteve-se remoção completa da MCY-LR total em meio ASM-1 com 

floração de M. aeruginosa, sendo que mais que 50% da toxina foi degradada nas 2 

primeiras horas de exposição. Os valores de MCY-LR total, densidade, biovolume e 

clorofila-a declinaram à medida que o tempo de exposição à UV-C aumentava. 

Ademais, não ocorreu produção de microcistina LA e RR em nenhum dos 

experimentos.  

Palavras-Chave: Cianobactéria; Estresse; Ferro; Radiação Ultravioleta; Crescimento; 

Microcistina; CLAE.  
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ABSTRACT 
 
 
LÁZARO, G. C. S. Effect of levels of iron and UV exposure on the gro wth and 
production of microcystin in Microcystis aeruginosa Kützing NPLJ-4.  2012. 
112f. Dissertation (Master in Environmental Engineering, Area of Concentration: 
Environmental Sanitation) – Graduate Program in Environmental Engineering, 
Universidade Federal do Espírito Santo, Vitória, ES, 2012. 
 
 

This research aimed to simulate and evaluate the impact of environmental variables 

(iron and UV-C) on M. aeruginosa (NPLJ-4) growth and MCY production. This strain 

was cultivated under controlled conditions. The iron assay did not show significant 

difference of cell density, biovolume and chlorophyll-a between different iron 

concentrations, while the growth rate, duplication time and toxin concentration 

showed that difference. More cell divisions (G) were observed with a lower rate at 

highest iron content cultures, inducing a cell density and biomass increase. The cell 

divisions were reduced to a lower rate until the iron become scarce (10, 4, 1 e 0.5 

µM, respectively). 0.5 µM cultures registered higher growth rate and lower duplication 

time, cell density and biovolume. Log (6th to 14th day) and stationary (16th to 35th day) 

phase influenced the high total MCY-LR values of iron cultures. MCY-LR content 

increased from 10th to 20th day and reduced in 30th day in the 4 and 10 µM iron 

cultures. 1 µM iron treatment showed higher cell density, biovolume, biggest area 

peaks and total MCY-LR concentrations in comparison with 0.5, 4 and 10 µM 

cultures, respectively. Thus, M. aeruginosa growth is not always related to high iron 

levels and one cell, alone, can be responsible for the production of high toxin content. 

On the other hand, in the UV-C radiation exposure simulation experiment, complete 

total MCY-LR remotion was reached in ASM-1 medium with M. aeruginosa bloom, 

with more than 50% of the toxin degraded at the two initial hours of exposure. The 

total MCY-LR, cell density, biovolume and chlorophyll-a reduced as the UV-C 

exposure time increased. Finally, did not occurred MCY-LA and MCY-RR production 

in the experiments. 

Keywords: Cyanobacteria; Stress; Iron; UV; Growth; Microcystin; HPLC. 
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Figura 5.7 Concentração de clorofila-a de Microcystis aeruginosa (cepa 
tóxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes concentrações de ferro 
e sob exposição da radiação ultravioleta C (UV-C) por 8 horas. 
Cada barra representa um horário, que aumenta de forma 
gradativa de zero hora ou sem exposição (branca) a 8 horas 
(preta). 
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tóxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes concentrações de ferro 
e sob exposição da radiação ultravioleta C (UV-C) por 8 horas. 
Cada barra representa um horário, que aumenta de forma 
gradativa de zero hora ou sem exposição (branca) a 8 horas 
(preta). 
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por 2h (A), 4h (B) e 6h (C) no microscópio óptico (aumento 400x). 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A intensificação das atividades antropogênicas e o manejo inadequado dos recursos 

hídricos tem acarretado o aumento e a aceleração da eutrofização dos ambientes 

aquáticos superficiais, resultando na deteriorização da qualidade da água e na 

proliferação excessiva (floração ou “bloom”) de algas, principalmente as 

cianobactérias, que ocasionam efeitos deletérios ao longo da cadeia alimentar, 

prejuízos ecológicos e socioeconômicos, e riscos a saúde pública e biota aquática.  

Dentre as modificações provocadas pelas florações tem-se o comprometimento dos 

usos dos ecossistemas aquáticos através da mortandade de peixes, perda das 

qualidades cênicas, limitação do uso recreacional, elevação dos custos e redução da 

eficiência do tratamento de água para abastecimento público, alterações 

organolépticas à água (cor, odor e sabor), condições anaeróbicas no fundo e/ou em 

toda coluna d’água, alterações quali-quantitativa sobre as comunidades biológicas, 

além do perigo iminente provocado pelas cianotoxinas que coloca em risco a saúde 

humana (VON SPERLING, 2005; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; PÁDUA, 

2006; SANT’ANNA et al., 2006).  

As cianofíceas dominam em corpos d’água lênticos (baixa turbulência) e poluídos e 

podem produzir e liberar esses metabólitos secundários tóxicos, mutagênicos, 

genotóxicos, alergênicos e carcinogênicos na massa líquida (CHORUS; BARTRAM, 

1999; CODD, 2000). Pesquisas demonstram que 52% dos ecossistemas 

continentais brasileiros apresentam altas percentagens de cianobactérias e 

ocorrência de intensas florações, sendo essa dominância marcante em lagunas 

costeiras (HUSZAR; SILVA, 1999). 

Nesse contexto, as cianobactérias e cianotoxinas são frequentemente utilizadas em 

programas de monitoramento, controle e vigilância da qualidade da água para 

consumo humano, visando atender as exigências da Portaria nº 2.914/2011 do 

Ministério da Saúde (MS), que preconiza a quantificação destas microalgas e a 

análise das hepatotoxinas (microcistinas e cilindrospermopsinas) e anatoxina-a, cujo 

limite máximo permitido em água potável é de 1,0 µg•L-1 para ambas toxinas. 

Anteriormente, a Portaria MS nº 518/2004 estabelecia valor máximo permitido (VMP) 

de 15 µg•L-1 para cilindrospermopsinas e não mencionava o controle da anatoxina-a. 
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A Resolução nº 357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) – 

alterada pelas Resoluções CONAMA nº 410/2009 e 430/2011 (BRASIL – MMA, 

2012) – prevê apenas análise quantitativa de cianobactérias e determinação do 

biovolume das mesmas. Parte das normas da Portaria MS e desta Resolução ainda 

não foi adotada por várias companhias de saneamento brasileiras.  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde - OMS (OMS, 2011) e Chorus e 

Bartram (1999), os dados existentes em literatura sobre a toxicidade das florações 

em corpos d’água ainda são insuficientes para determinar valores-guia seguros em 

água potável. No Brasil, a Portaria MS nº 2.914/2011, em substituição à Portaria 

518/2004, incluiu, dentre outros parâmetros, as saxitoxinas no padrão de 

potabilidade, cujo VMP é de 3,0 µg•L-1 equivalente de STX (saxitoxina), assegurando 

maior eficiência no controle de qualidade da água potável. 

A grande diversidade metabólica e adaptativa das cianobactérias permite tolerar e 

adaptar-se a situações ambientais adversas (WHITTON; POTTS, 2000). Em 

contrapartida, a formação de florações é favorecida por fatores ambientais, tais 

como águas neutro-alcalinas, temperaturas acima de 20ºC; concentrações de 

oxigênio baixas e nutrientes em abundância (especialmente nitrogênio, fósforo e 

ferro); estabilidade da coluna d’água; pela razão N:P, intensidade de luz e ação da 

herbivoria (DAWSON, 1998; CHORUS; BARTRAM, 1999; AZEVEDO; MARINHO; 

MAGALHÃES, 2003; FERNANDES et al., 2009).  

As mudanças climáticas globais também estão interferindo na ocorrência das 

florações (DAVIS et al., 2009), os quais podem apresentar cepas tóxicas e não-

tóxicas dentro de uma mesma espécie, sendo difícil separá-las fenotipicamente 

(MOLICA; AZEVEDO, 2009).  

Dentre as várias cianotoxinas, a ocorrência de hepatotoxinas já foi notificada em 

todos os continentes, sendo microcistina, a mais registrada em todo planeta 

(SIVONEN; JONES, 1999; MOLICA; AZEVEDO, 2009) e a primeira identificada, com 

isolamento pioneiro em Microcystis aeruginosa (CARMICHAEL et al., 1988); todavia, 

outros gêneros já foram citados como produtores desta toxina. 
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O tempo de degradação das microcistinas é variável e dependente de fatores como 

presença de microrganismos, temperatura da água, pH, disponibilidade de fontes de 

carbono orgânico e concentração inicial da toxina (BRASIL - FUNASA, 2003; 

GOMES et al., 2009)  

Diversas publicações simularam durante anos o impacto dos fatores ambientais em 

cepas tóxicas. Esses testes são importantes ferramentas para se determinar o papel 

de tais fatores na biossíntese de microcistina, que é específica de cada espécie 

(AMÉ; WUNDERLIN, 2005; MOLICA; AZEVEDO, 2009), e tentar criar e aplicar 

tecnologias na eliminação da toxina da água potável e na recuperação de 

mananciais eutrofizados. Microcystis aeruginosa é o organismo-teste mais utilizado 

pelos pesquisadores, uma vez que esta espécie pode produzir microcistina, 

apresenta ampla ocorrência geográfica e está associada com florações sazonais.  

Além disso, cultivo e estudos em laboratório tem permitido um melhor conhecimento 

sobre as estratégias e fatores que estimulam a resposta adaptativa das espécies 

frente às inúmeras situações que podem ocorrer nos ecossistemas aquáticos, 

tornando as extrapolações para estes ambientes o mais realistas (ZEVENBOOM, 

1987 apud FERREIRA, 2007). 

A distribuição generalizada de cianobactérias potencialmente tóxicas tem promovido 

estudos intensivos em campo e em condições de laboratório. Na detecção e 

quantificação das cianotoxinas são empregados vários métodos como Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE), imunoensaios (ELISA), inibição da proteína 

fosfatase e técnicas moleculares, além de bioensaios com camundongos (HARADA; 

KONDO; LAWTON, 1999; PÁDUA, 2006; YUAN; CARMICHAEL; HILBORN, 2006). 

A CLAE é o método analítico frequentemente utilizado na determinação de 

microcistinas (NICHOLSOM; BURCH, 2001), seja em mananciais ou em cultivos. 
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Sendo assim, a presente pesquisa simulou e avaliou os impactos de uma variável 

química e uma física sobre o crescimento e produção de microcistina por uma cepa 

tóxica de M. aeruginosa, cultivada em condições controladas. Tais dados 

contribuirão para uma melhor compreensão dos mecanismos ecofisiológicos e do 

papel dos fatores ambientais na produção das toxinas, já que estes ainda não são 

claros. Ademais, este estudo fornecerá subsídios para pesquisas futuras no que 

tange ao estabelecimento de estratégias e intervenções (corretivas e preventivas), 

tanto no controle da eutrofização como das florações, assim como no 

monitoramento, controle e recuperação da qualidade da água.  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

� Avaliar a influência de efeitos químico (ferro) e físico (radiação ultravioleta) 

sobre o crescimento e produção de microcistina por uma cepa tóxica de 

Microcystis aeruginosa (Kützing). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Investigar respostas fisiológicas estabelecendo parâmetros associados ao 

crescimento e à produção de microcistina por uma cepa tóxica de Microcystis 

aeruginosa (NPLJ-4) submetida a diferentes concentrações de ferro e da 

exposição à radiação ultravioleta.  

• Determinar as curvas de crescimento a partir da densidade numérica, 

biovolume celular e das concentrações de clorofila-a de Microcystis 

aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4) submetida a diferentes situações de 

estresse. 

• Determinar as taxas de crescimento (experimento nutricional) e de inibição do 

crescimento (experimento de radiação ultravioleta) a partir da densidade 

numérica de Microcystis aeruginosa. 

• Realizar avaliação quantitativa de microcistina-LA, LR e RR total das culturas 

de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4) submetida aos experimentos 

de estresse fisiológico. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 CIANOBACTÉRIAS 
 

As cianobactérias (cianofíceas ou cianoprocariontes) são organismos procarióticos 

(sem núcleo celular definido), gram-negativos, aeróbicos, uni ou pluricelulares, 

solitários ou coloniais e com reprodução apenas assexuada, contidos na 

comunidade fitoplanctônica. Além disso, podem ter sido responsáveis pela evolução 

da vida no planeta (WHITTON; POTTS, 2000), uma vez que tiveram papel 

fundamental na formação e manutenção do oxigênio na atmosfera ao longo da 

história evolucionária (SAMPAIO; CARNEIRO; PINTO, 2011).  

Ainda, estas são capazes de fixar carbono através da fotossíntese e obter elétrons 

da água (fotoautotróficos obrigatórios), contribuindo, deste modo, na produtividade 

primária e no fluxo de energia em ecossistemas aquáticos (FERRÃO-FILHO; 

MOLICA; AZEVEDO, 2009). As cianobactérias também realizam fotossíntese 

anóxica, ou seja, sem oxigênio (típica das bactérias fotossintetizantes), cujo doador 

de elétrons é o H2S (ácido sulfídrico); e habilidade de sintetizar a matéria orgânica 

sob condições anaeróbias ou crescer no escuro à custa de substrato orgânico 

(heterotróficas) (GRAHAM; WILCOX, 2000; BRASIL – FUNASA, 2003). 

Ademais, as cianofíceas estão presentes em todos os biótopos aquáticos (interface 

água/ar, coluna d'água e sedimento) segundo Esteves (1998), e podem ser 

fitoplanctônicas (vivem em suspensão na coluna d’água), bentônicas (aderidas no 

fundo de ambientes aquáticos), ficoperifíticas (aderidas à diversas superfície), e 

aerofíticas (WHITTON; POTTS, 2000; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; 

SANT’ANNA et al., 2006). 

Cianobactérias perifíticas são observados em ecossistemas lênticos, lóticos e 

marinhos e ocorrem em habitats epipélicos, episâmicos, epilíticos ou epifíticos. 

Massas perifíticas (Aphanothece, Oscillatoria e Phormidium) podem se desenvolver 

nas rochas e sedimentos, em águas paradas e, posteriormente, formar densas 

massas flutuantes, que podem produzir toxinas (KOMÁREK; KLING; KOMÁRKOVÁ, 

2003).  
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A maioria das espécies cresce preferencialmente em águas neutro-alcalinas (pH 

entre 6 e 9), em temperaturas entre 15ºC e 30ºC; e com alta concentração de 

nutrientes, principalmente nitrogênio e fósforo. Embora as cianobactérias 

apresentem simplicidade organizacional, elas resistem às variações ambientais 

drásticas (naturais ou antrópicas), devido às adaptações bioquímicas, fisiológicas, 

genéticas, morfológicas e reprodutivas (WHITTON; POTTS, 2000; AZEVEDO, 2001; 

BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 2003; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 

2006; SANT’ANNA et al., 2006). 

As cianobactérias realizam a fotossíntese nos ficobilissomos, que são moléculas 

complexas nos quais estão organizadas as ficobiliproteínas, também chamadas de 

ficobilinas. Esses ficobilissomos são encontrados nos tilacóides ao invés dos 

cloroplastos observados nas plantas superiores. Entretanto, o processo 

fotossintético em cianobactérias e plantas superiores são similares (WHITTON; 

POTTS, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; CALIJURI; ALVES; DOS 

SANTOS, 2006).  

Ademais, as cianobactérias possuem clorofila-a e pigmentos acessórios 

hidrossolúveis como as ficobilinas, que são formadas pela ficocianina, ficoeritrina e 

aloficocianina. A ficocianina confere às células coloração azul brilhante, a ficoeritrina 

concede cor avermelhada e aloficocianina (verde-azul). Carotenóides e xantofilas, 

também são pigmentos acessórios, aos quais são atribuídas às tonalidades pardas 

(CHORUS; BARTRAM, 1999; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; SONI et al., 

2006).  

Essas ficobilinas são componentes de um sistema de antena que auxilia na 

captação de luz para o processo fotossintético e proteção da clorofila-a da 

fotoxidação. Tais pigmentos ao absorver a irradiação solar em comprimentos de 

onda diferentes, possibilitam a sobrevivência destas algas em ambientes com pouca 

luz (WHITTON; POTTS, 2000; SANT’ANNA et al., 2006). As absorções máximas 

para ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina estão entre 610-640 nm, 540-575 nm e 

650-655 nm, respectivamente (SONI et al., 2006). 
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Paerl e Millie (1996) destacam a vantagem eco-evolutiva das cianobactérias de 

utilizar a energia luminosa em ambos os extremos do espectro visível, ou seja, no 

comprimento de onda azul, que pode penetrar até o fundo da coluna de água, e no 

de onda vermelho, que se extingue em menor profundidade, ou seja, próxima da 

superfície d’água (LEMASSON; DE MARSAC; COHEN-BAZIRE, 1973). Esta 

vantagem não é observada na maioria dos espécimes da comunidade 

fitoplanctônica. 

A elevada diversidade metabólica e ecológica das cianobactérias contribui para o 

sucesso competitivo e ocupação de diferentes nichos e ecossistemas aquáticos 

(dulcícolas, salobros e marinhos) e ambientes terrestres (vivem sobre rochas ou solo 

úmido), com ocorrência, inclusive, em habitats extremos e inóspitos, caso de locais 

com baixas e altas temperaturas (fontes termais e gêiseres, desertos), águas ácidas, 

hiper-salinas, com concentrações baixas de oxigênio e elevadas de metais pesados 

(GRAHAM; WILCOX, 2000; WHITTON; POTTS, 2000; SANT’ANNA et al., 2006).  

A salinidade pode inibir o desenvolvimento de florações tóxicas em mananciais 

eutróficos ao diminuir o crescimento e produção de cianotoxinas, caso de 

cianobactérias de águas estuarinas, que dependem da habilidade nas rápidas 

mudanças osmóticas (SAMPAIO, 2008). 

Também são encontradas em áreas expostas à alta irradiação de ultravioleta do tipo 

UV-B e UV-C (regiões polares – Ártico e Antártica) (VICENT; MUELLER; BONILLA, 

2004), além de sobreviverem em baixas concentrações de dióxido de carbono (CO2) 

(WHITTON; POTTS, 2000; SAMPAIO, 2008). Ademais, cianofíceas são tolerantes a 

dessecação (WHITTON; POTTS, 2000; SAMPAIO, 2008). 

Além disso, esses microrganismos podem colonizar folhas de plantas vasculares 

como o café e o maracujá (aerofíticas) (MACHADO, 2011), aparecer na formação de 

biofilmes em solos contaminados com derivados do petróleo (CORRÊA, 2007) e 

efluentes, onde estas cianofíceas podem atuar tanto na biodegradação quanto na 

bioindicação de poluentes. 
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Jančula e colaboradores (2007) investigaram os efeitos após aplicação de extratos 

de raízes da Família Papaveraceae sobre o crescimento de cianobactérias e outros 

organismos para avaliar a possível utilização como algicidas no ambiente aquático e 

constataram a eficácia destas microalgas. Publicação de Codd, Morrison e Metcalf 

(2005) levanta a hipótese de que bactérias heterotróficas associadas estariam 

envolvidas na produção de cianotoxinas ou na sua modulação, o que poderia refutar 

pesquisas anteriormente propostas (herbivoria, efeito alelopático, quelante, dentre 

outros).  

Estudos reforçam que há diferenças genotípicas individuais dentro da mesma 

espécie, onde algumas possuem genes para produzir determinada toxina e outras 

não (MOLICA; AZEVEDO, 2009; SOARES, 2009). Desta forma, a diferença entre as 

populações tóxicas e atóxicas de Microcystis estaria na presença de um ou mais 

genes mycB, que codificam para a enzima microcistina sintetase, responsável pela 

produção de microcistina (NISHIZAWA et al., 2000; BITTENCOURT-OLIVEIRA; 

MOLICA, 2003). De acordo com Carmichael (1994), em 50 a 75% das florações, a 

toxicidade associa-se a produção simultânea de diversas cianotoxinas.  

Ressalta-se que muitos caracteres morfológicos como espessura da mucilagem, 

tamanho e distribuição das células na colônia sofrem alterações quando as células 

são submetidas a diferentes condições de cultivo. As mudanças morfológicas que 

quase sempre ocorrem durante cultura prolongada, geralmente são acompanhadas 

por mudanças fisiológicas (WHITTON; POTTS, 2000). 

Branco (1986) e diversos pesquisadores argumentam que cianofíceas são 

excelentes sensores e defende a utilização das mesmas como indicadores da 

qualidade ambiental. Elliott (2012) destaca que a sensibilidade às mudanças 

ambientais está relacionada ao tempo de geração muito curto, todavia com 

expressiva contribuição à produtividade. Além disso, cianobactérias não são 

palatáveis ao zooplâncton.  

Vale ressaltar que cianobactérias e demais grupos de algas tem sido alvo de 

pesquisas pelos setores farmacêutico, agrícola, alimentício e de energia, em função 

do possível potencial farmacológico, pelo seu alto valor nutritivo, pela influência que 

exercem sobre a fertilidade de solos e águas, bem como na produção de biodisel, 

respectivamente. 
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Além disso, cianopeptídeos com potencial antibacteriano, antiviral, antinflamatório, 

fungicida, de inibição enzimática, com atividade imunossupressora, efeitos 

citotóxicos e algicida foram isolados de cianobactérias (SAMPAIO; CARNEIRO; 

PINTO, 2011). 

Algumas espécies ainda são capazes de fixar e reduzir o nitrogênio atmosférico (N2) 

a amônia (espécies diazotróficas) através dos heterocitos; e de entrar em estado de 

latência, transformando-se em células de resistência (acinetos), que acumulam 

proteínas quando o ambiente é desfavorável à sua sobrevivência (CALIJURI; 

ALVES; DOS SANTOS, 2006; SANT’ANNA et al., 2006).  

Ademais, as cianofíceas apresentam capacidade de armazenar polifosfatos; de 

regular a flutuabilidade (bainha de mucilagem e aerótopos) para proteger-se dos 

predadores; elevada velocidade reprodutiva; reduzir a sedimentação; migração 

vertical na coluna d’água, que permite posicionar-se em regiões com maior 

iluminação (quantidade e qualidade) e com melhor disponibilidade de nutrientes 

(OLIVER; GANF, 2000; WHITTON; POTTS, 2000; CALIJURI; ALVES; DOS 

SANTOS, 2006; SANT’ANNA et al., 2006). Ainda, a mucilagem ajuda a reter o 

dióxido de carbono quando em concentrações relativamente baixas de acordo com 

vários pesquisadores. 

Florações de cianobactérias são favorecidas pelas condições eutróficas de 

ecossistemas aquáticos eutrofizados; contudo, florações já foram registradas em 

mananciais oligotróficos e mesotróficos (FERNANDES et al., 2009). Em recursos 

hídricos circundados por áreas urbanas e industriais, as florações atingem 

percentuais acima de 80% do total da biomassa da comunidade fitoplanctônica 

(HUSZAR; SILVA, 1999; BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 2003). Lembrando 

que zonas rurais e fenômenos hidrológicos e edáficos também são expressivos para 

a entrada de nutrientes. 

Cita-se que cianobactérias podem apresentar uma taxa de crescimento 

relativamente alta quando comparada a outros organismos da comunidade 

fitoplanctônica, principalmente em ambientes com luminosidade baixa (CHORUS; 

BARTRAM, 1999). 
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Essas florações provocam alterações das propriedades organolépticas da água e 

das condições estéticas, causando impactos ecológicos, sanitários, 

sócioeconômicos e à saúde pública, uma vez que estas algas podem causar 

intoxicações agudas ou crônicas às populações humanas e à biota aquática, embora 

esta seja mais rara. Segundo Codd (2000), a ingestão de cianotoxinas ocorre 

através do consumo de água, peixes ou outros animais bioacumulativos e pelo 

contato direto com a água. 

Inúmeros registros de florações de cianobactérias foram realizados no Brasil, sendo 

que uma expressiva parcela (maior que 50%) tem reconhecido potencial tóxico 

(YUNES et al., 1996). De acordo com Sivonen e Jones (1999) e Sant’Anna e 

Azevedo (2000), Microcystis aeruginosa Kützing é reconhecida como a espécie mais 

comum nas florações nocivas e possui distribuição ampla em todo o mundo, 

chegando a representar mais de 50% da biomassa total de algas em alguns lagos 

(ZOHARY; BREEN, 1999 citado por FERNANDES et al., 2009). Em contrapartida, o 

gênero Anabaena tem o maior número de espécies potencialmente tóxicas 

(CARMICHAEL, 1994; SANT’ANNA; AZEVEDO, 2000). 

 

3.2 CARACTERÍSTICAS TOXICOLÓGICAS DE CIANOBACTÉRIAS 

As cianotoxinas são metabólitos secundários1, com estrutura química e propriedades 

toxicológicas diversas (SIVONEN; JONES, 1999), que estão presentes no interior 

das células, sendo liberadas na água em situações de lise2 das células senescentes, 

mudanças na permeabilidade da parede celular, e/ou indução de agentes que 

controlam o crescimento (algicidas). Pesquisas relatam que linhagens (cepas3) de 

uma mesma espécie podem ou não produzir essas toxinas (CALIJURI; ALVES; DOS 

SANTOS, 2006; CYBIS et al., 2006; PÁDUA, 2006; MOLICA; AZEVEDO, 2009; 

SOARES, 2009).  

                                                           

1
 Compostos não essenciais para o metabolismo primário, sintetizados em condições em que o crescimento cessa. 

2 A cianotoxina produzida dentro da célula é conhecida como toxina intracelular ou endotoxinas. Quando ocorre rompimento da 
membrana, a toxina liberada no meio aquoso passa a denominar-se toxina extracelular ou dissolvida. 

3 Cepa tóxica: uma população de determinada espécie produtora de cianotoxina que apresenta a mesma descendência, ou 
então proveniente da mesma cultura em termos laboratoriais.  



3   Revisão Bibliográfica            LÁZARO, G.C.S. (2012) 27 
 

 

As toxinas podem persistir no meio aquático por dias a várias semanas e sua 

degradação é dependente de condições específicas do meio, como pH, temperatura 

da água, intensidade luminosa, concentração de nutrientes, especialmente 

nitrogênio e fósforo, presença de elementos traço, variação genética e herbivoria 

(CHORUS; BARTRAM, 1999, ZURAWELL et al., 2005; FERNANDES et al., 2009).  

As toxinas supracitadas provocam morte ou prejudicam a biota aquática 

(zooplâncton, invertebrados, moluscos, peixes) através da biomagnificação ao longo 

da cadeia trófica (CHORUS; BARTRAM, 1999; CODD, 2000; MOLICA; AZEVEDO, 

2009).  

As cianotoxinas são produzidas por algumas espécies em todos os estágios do 

crescimento celular e em determinadas condições ecofisiológicas ainda não bem 

esclarecidas. Estas toxinas podem ser incluídas em três grandes grupos químicos: 

os peptídeos cíclicos, os alcalóides e os lipopolissacarídeos (LPS) (MOLICA; 

AZEVEDO, 2009). 

Já em termos farmacológicos as toxinas são classificadas em quatro grupos: 

hepatotoxinas (microcistina, nodularinas e cilindrospermopsinas); neurotoxinas 

(anatoxina-a(s), anatoxina-a, homoanatoxina-a, beta-N-metilamino-L-alanina (BMAA) 

e saxitoxina); dermatotoxinas (endotoxinas ou LPS); e inibidores da síntese proteica, 

chamadas citotoxinas (cilindrospermopsinas, debromoaplisiotoxina e lyngbyatoxina-

a). Ainda, as cianotoxinas classificam-se conforme o modo de ação destas nos 

órgãos e tecidos alvos, principalmente em animais superiores (Tabela 3.1) 

(CARMICHAEL, 1992; CHORUS; BARTRAM, 1999; BRASIL - MS; 2004; CALIJURI; 

ALVES; DOS SANTOS, 2006; MOLICA; AZEVEDO, 2009; SOARES, 2009). Há 

cianobactérias com perfil eco-toxicológico ainda desconhecidos. 

A cilindrospermopsina é um alcalóide com potencial genotóxico que causa 

alterações citológicas essencialmente no fígado (ação hepatotóxica) (SIVONEN; 

JONES, 1999; MANKIEWICZ et al., 2003). Já as dermatotoxinas produzem alergias, 

irritações na pele e olhos e atuam no trato intestinal e são representadas pela 

apliosiotoxinas e lyngbyatoxinas (SIVONEN; JONES, 1999; BRASIL – FUNASA, 

2003). 
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Os lipopolissacarídeos (LPS) são endotoxinas pirogênicas que compõem a parede 

celular de todos os gêneros de cianobactérias e bactérias gram-negativas 

(SIVONEN; JONES, 1999). Contudo, a toxicidade nas cianofíceas é menor que as 

produzidas por bactérias, caso do gênero Salmonella (CHORUS; BARTRAM, 1999; 

KUIPER-GOODMAN et al., 1999 apud CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).  

 
Tabela 3.1  – Classificação geral das principais cianotoxinas, ação, órgãos-alvo e gêneros produtores 

Metabólito Ação Biológica Alvo da Toxina Gênero Produtores 

Microcistinas 
Hepatotóxica (inibe 

as enzimas 
fosfatase 1 e 2A) 

Fígado (hepatócitos) 

Anabaena, Anabaenopsis, 
Arthrospira, Aphanocapsa, 

Hapalosiphon, Nostoc, 
Microcystis, Planktothrix, 

Radiocystis, espécies 
picoplanctônicas 

Nodularinas 
Hepatotóxica (inibe 

as enzimas 
fosfatase 1 e 2A) 

Fígado (hepatócitos) Nodularia 

Cilindrospermopsinas 
Hepatotóxica e 

Citotóxico 

Fígado, rins, coração, baço, 
etc; e inibe a síntese de 

proteínas 

Aphanizomenon, 
Cylindrospermopsis, Umezakia 

Anatoxina-a 
Neurotóxica (liga-
se ao receptor da 

acetilcolina) 

Nervo sináptico 
(superestimulação e 

paralisação muscular) 

Anabaena, Aphanizomenon, 
Planktothrix 

Anatoxina-a(s) 
Neurotóxica 
(inibição da 

acetilcolinesterase) 

Nervo sináptico 
(superestimulação e 

paralisação muscular) 
Anabaena 

Saxitoxinas 
Neurotóxica (liga-
se e bloqueia os 
canais de sódio) 

Membrana do axônio   
(inibição da condução 

nervosa) 

Anabaena, Aphanizomenon, 

Cylindrospermopsis, Lyngbya 

Aplisiotoxina Dermatotóxica Pele Lyngbya, Planktothrix, Schizothrix 

Lyngbyatoxina-a Dermatotóxica Pele e trato gastrointestinal Lyngbya 

LPS ou Endotoxinas Dermatotóxica 
Potencial irritante em qualquer 

tecido exposto 
Todas cianobactérias 

Fonte: Chorus e Bartran (1999); Bittencourt-Oliveira e Molica (2003); modificado de Pádua (2006).  
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É importante advertir que neurotoxinas (alcalóides ou organofosforados) são 

caracterizadas por sua ação rápida, causando a morte de mamíferos por parada 

respiratória após poucos minutos de exposição. Já as hepatotoxinas atuam mais 

lentamente (BEVILACQUA; AZEVEDO; CERQUEIRA, 2009). 

Os pesquisadores supracitados, ademais, sugerem que a BMAA possa ser 

responsável pela esclerose amiotrófica lateral (ALS), grave doença neurológica que 

se caracteriza por paralisia progressiva associada ao Mal de Parkinson e à Doença 

de Alzheimer, atualmente designada pela sigla ALS-PDC (complexo ALS-Parkinson-

Demência). As cianobactérias estão também associadas à produção de metabólitos 

não tóxicos que conferem gosto e odor à água: geosmina e 2-metilisoborneol (MIB).  

Sampaio, Carneiro e Pinto (2011) comparam a toxicidade do ofídio Naja sp., uma 

das serpentes mais letais, com as toxinas das cianobactérias. Eles observaram que 

a DL504 do veneno do gênero Naja (20 µg•kg-1 de peso corpóreo) é menor que as 

DL50 das cianotoxinas listadas na Tabela 1, exceto para saxitoxina (10 µg•kg-1) e β-

N-metilamino-L-alanina (ausente). Sendo que a anatoxina-a, com ação neurotóxica, 

é mil vezes mais letal que o veneno do ofídio supracitado (SAMPAIO; CARNEIRO; 

PINTO, 2011). 

Ainda não há um consenso sobre a função das cianotoxinas, mas estudos apontam 

que estas substâncias possuem efeito alelopático (CYBIS et al., 2006; FERNANDES 

et al., 2009) e são produzidas como defesa contra a herbivoria pelo zooplâncton, no 

entanto, esta ideia coexiste com pesquisas que a contradizem (SANTOS, 2009). 

Outra possibilidade é que esteja relacionada à comunicação intercelular, seja intra 

ou interespecífica (DITTMANN et al., 2001), ou ainda, que as toxinas poderiam atuar 

como quelantes de metais pesados (MOLICA; AZEVEDO, 2009).  

Publicações mais recentes relatam que as microcistinas poderiam desempenhar um 

papel relacionado ao controle da concentração de carbono inorgânico intracelular 

(MOLICA; AZEVEDO, 2009).  

                                                           

4 DL50 é a dose letal que mata 50% da população que entra em contato com a toxina (AZEVEDO, 1998; CHORUS; 
BARTRAM, 1999). 
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Santos (2009) sugere em sua pesquisa que Microcystis sp. (cepa MILJ-48) promove 

a liberação de um sinal ainda desconhecido que interfere na sua própria divisão 

celular e levanta a hipótese da participação da microcistina nesta sinalização célula-

célula (quorum sensing ou autoindução), controlando as funções fisiológicas, 

inclusive de organismos tóxicos, antes da expressão do fenótipo. Logo, esta toxina 

não seria um metabólito secundário, uma vez que desempenha um papel essencial 

em cianobactérias toxigênicas (SANTOS, 2009).  

Paerl e Millie (1996), Dittmann e coparticipantes (2001) também defendem a ideia 

das cianotoxinas como potenciais moléculas mediadoras em interações de 

cianobactérias com outros componentes do habitat, como bactérias heterotróficas, 

fungos, protozoários e demais microalgas.  

Segundo Chu e coautores (2010), o aumento da densidade populacional provocaria 

a emissão de sinais químicos através de pequenas moléculas sinalizadoras, 

estabelecendo comunicação intercelular (quorum sensing) entre cianobactérias e 

respondendo às mudanças ambientais. Portanto, essas microalgas monitoram a 

densidade antes da expressão fenotípica através desta autoindução (CHU et al., 

2010). 

Cordeiro-Araújo (2012) obteve resultados que comprovaram a hipótese de que a 

liberação ativa de microcistina intracelular de M. aeruginosa para o meio extracelular 

é controlada por um ritmo endógeno, sem que ocorra rompimento da célula. A 

autora provou também que a densidade populacional está diretamente relacionada 

ao aumento das microcistinas intracelulares, que pode ser uma comunicação 

semelhante a quorum sensing. 

Diante do exposto, resta a comunidade científica esclarecer a função natural dos 

metabólitos secundários nos organismos, já que a sinalização celular e ambiental 

executada pelos metabólitos secundários ainda não está totalmente clara na 

literatura.  
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3.3 IMPACTOS DAS CIANOTOXINAS NA SAÚDE PÚBLICA 

A ocorrência de florações tóxicas é relatada em todos os continentes como fator de 

risco à saúde humana e ambiental. No Brasil, o primeiro caso comprovado 

cientificamente sobre a toxicidade das cianobactérias ocorreu em Caruaru 

(Pernambuco), no ano de 1996, com a morte de mais de 50 pacientes renais 

crônicos devido à presença de microcistina nas águas de hemodiálise (AZEVEDO et 

al., 2002). 

Diante da fatalidade supracitada, que teve repercussão internacional, despertou-se a 

atenção e preocupação para o efeito drástico de microcistina no sangue humano, e 

mobilizou autoridades ligadas à saúde e a comunidade científica para o estudo de 

seu impacto nos ecossistemas aquáticos, na ecologia, no saneamento e na saúde 

pública, uma vez que a água é fonte de alimento e de sobrevivência (KAMOGAE; 

HIROOKA, 2000).  

Teixeira e colaboradores (1993) relataram a ocorrência de cerca de dois mil casos 

de gastroenterite na Bahia, das quais 88 pessoas foram a óbito, causados 

possivelmente por florações dos gêneros Microcystis e Anabaena no reservatório de 

Itaparica, localizado na região de Paulo Afonso. 

Paralelamente na China, Carmichael (1994) expõe o óbito de animais provocado por 

florações tóxicas de Microcystis, que ainda podem estar relacionado com o alto 

índice de casos de câncer de fígado, já que a população se abastece da água 

contaminada com cianobactérias tóxicas.  

Ainda, Falconer (1999) descreve que existem diversos registros de morte de 

rebanho bovino, ovino, suíno e equino; e de cães, peixes e invertebrados por 

envenenamento através da ingestão ou contato com essas florações tóxicas. 
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De acordo com Sampaio, Carneiro e Pinto (2011), houve notificação de floração dos 

gêneros tóxicos de Microcystis e Anabaena no reservatório do Funil e no rio 

Guandu, em novembro de 2011. Estes mananciais (detecção de 0,4 µg de MCY•L-1) 

são responsáveis pelo abastecimento de água potável no Rio de Janeiro, e a 

floração provocou outro incidente de exposição de pacientes à microcistina 

(concentração ≥ 0,16 ng•mL-1 ou µg•L-1) durante tratamento de hemodiálise no 

Centro de Diálise Renal (0,32 µg de MCY•L-1 no filtro de carvão ativado) do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ) (SOARES et al., 2006). 

Florações de cianofíceas são cada mais frequentes nos recursos hídricos do Espírito 

Santo, conforme observado nas lagoas em processo de eutrofização artificial de 

Linhares – lagoas Juparanã e do Meio (LÁZARO, 2008), e da Serra (Jacuném e 

Maringá) (visita in locu); além de corpos d’água artificiais, como tanques de pescado 

e de finalidade recreativa/paisagística. Cavati e cooperadores (2009) alertam sobre a 

potencialidade para floração de cianobactérias na lagoa Mãe-Bá (Guarapari).  

Martins (2010) avaliou a produção de MCY-LR nas lagoas Jacuném, Juara, Pedra 

da Cebola, uma lagoa de estabilização de ETE e o reservatório Duas Bocas. Dentre 

estes, a lagoa Jacuném destacou-se em termos de trofia (hipereutrófico) e produção 

desta hepatotoxina acima dos limites da legislação brasileira (4,78 µg•L-1). Martins e 

coautores (2010) e LÁZARO e colaboradores (2010) ressaltam a importância de 

contínuo monitoramento na lagoa, tendo em vista o uso recreacional e a produção 

de microcistina e sugerem também a análise das toxinas produzidas pelo gênero 

Cylindrospermopsis, que dominou nas análises quali-quantitativas das amostras. 

Sendo assim, pesquisas em rios, córregos e lagoas estão sendo gradativamente 

realizadas pela comunidade acadêmica ou consultores ambientais nas últimas 

décadas; contudo, há muitos mananciais desconhecidos, em especial na região 

norte do Espírito Santo. Além disso, estudos relacionados à quali-quantificação de 

cianotoxinas e isolamento e cultivo de espécimes são incipientes. 
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A Organização Mundial de Saúde (OMS) deliberou o valor máximo 

permitido/tolerável (VMP) para ingestão diária de microcistinas para a população 

humana, que é de 0,04 mg•kg-1 por peso corpóreo por dia (CHORUS; BARTRAM, 

1999). Sampaio (2008), pesquisando na laguna de Jacarepaguá (RJ), registrou 

ingestão diária de microcistina de até 0,20 mg•kg-1 de peso corpóreo•dia-1 valor este, 

cinco vezes superior ao VMP recomendado pela OMS, considerando o consumo 

diário de 300 gramas de peixe para uma pessoa de 60 kg. No Espírito Santo não há 

relato de dados dessa natureza pela comunidade acadêmica. 

Gomes e colaboradores (2009) detectou microcistinas no tecido muscular do 

pescado, que é comercializado pela colônia Mestre Pedro, localizada na margem da 

laguna de Jacarepaguá (RJ), cujas florações de cianobactérias e mudanças na qualidade 

da água são consequências da ocupação urbana e industrial desordenada no Complexo 

Lagunar de Jacarepaguá. Ademais, publicações do Instituto de Biofísica Carlos 

Chagas Filho (UFRJ) tem alertado que as constantes proliferações tóxicas estão 

afetando o potencial de abastecimento público de reservatórios e pesqueiro das 

lagunas, além do aumento do risco de intoxicação humana, tendo em vista que a 

toxina aloja-se nas vísceras, músculos e ovos (MAGALHÃES; SOARES; AZEVEDO, 

2001; GOMES et al., 2009; SOARES, 2009).  

 

3.4 MICROCYSTIS AERUGINOSA E MICROCISTINAS 

Microcystis aeruginosa Kützing 1846 é uma das mais perigosas cianobactérias 

formadoras de florações e tem sido encontrada em todos os continentes (JIANG et 

al., 2008). Esta espécie é uma das mais estudadas e conhecidas. De acordo com 

Sant’Anna e colaboradores (2008), as florações tóxicas desta espécie tem uma 

distribuição ampla nas áreas tropicais e subtropicais do Brasil. 

M. aeruginosa pertence à Família Microcystaceae dentro da Ordem Chroococcales e 

é composta por colônias flutuantes, esféricas a irregulares, com grande variabilidade 

morfológica, envolvidas por fina camada de mucilagem incolor. A colônia desta 

espécie apresenta numerosas células esféricas, com diâmetro celular variando de 4 

a 6,2 µm, que estão aglomeradas de forma irregular (KOMÁREK; KAMÁRKOVÁ, 

2002; SANT’ANNA et al., 2008; SILVA; HUSZAR; ROLAND, 2009).  
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Além disso, estas células possuem aerótopos que controlam a flutuabilidade, 

permitindo melhor posicionamento na captação de luz (KOMÁREK; KAMÁRKOVÁ, 

2002; SANT’ANNA et al., 2008; SILVA; HUSZAR; ROLAND, 2009). A divisão celular 

ocorre em três planos perpendiculares (KOMÁREK, 2003). 

Essa espécie, com habitat cosmopolita, é citada frequentemente na literatura 

especializada em Ficologia e Saneamento Ambiental, uma vez que suas florações e 

cianotoxinas provocam impactos aos corpos de água e, em muitos casos, 

comprometem os usos e qualidade desses ecossistemas, além de prejuízos 

sócioeconômico e ambiental, tendo em vista que a persistência de microcistina 

residual é intacta em água submetida ao tratamento convencional de potabilidade.  

Muitas linhagens de M. aeruginosa são produtoras de hepatotoxinas, em particular 

as microcistinas, cujos efeitos tóxicos representam risco à saúde humana. As 

microcistinas são heptapeptídeos cíclicos, solúveis, hidrofílicos, e potentes inibidores 

das proteínas fosfatases (PP) da família serina/treonina dos hepatócitos, dentre 

estas: PP1, PP2A, PP4 e PP5 e também PP2B quando expostas as altas 

concentrações de microcistinas (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; JIANG et 

al., 2008; MOLICA; AZEVEDO, 2009; SOARES, 2009).  

Deve-se ressaltar que os genes não ribossômicos estão envolvidos na síntese de 

microcistina em cepas tóxicas, uma vez que os peptídeos não ribossômicos inibem a 

ação das proteínas fosfatases (BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 2003). 

A razão superfície/volume de Microcystis aeruginosa afeta a atenuação de luz, a 

taxa de crescimento de outros microrganismos e a assimilação de nutrientes. Além 

disso, esta espécie é abundante em altas temperaturas (DAVIS et al., 2009), 

crescendo bem na faixa entre 15 e 30ºC (CHORUS; BARTRAM, 1999); requer 

irradiação luminosa ora muito reduzida ou muito elevada, com ótimo de crescimento 

até 80 µmol fótons•m-2•s-1 (IMAI et al., 2009), e taxa de duplicação e produção de 

microcistina igual ou acima de 40 µmol•m-2•s-1 (JACINAVICIUS, 2010); e tem grande 

capacidade de absorver fósforo inorgânico, podendo estocá-lo em estruturas 

especiais; bem como possui a tendência de formar florações em águas paradas 

(JUNQUEIRA-MELGAÇO, 2007).  
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No entanto, Imai e colaboradores (2009) ressaltam que baixas intensidades 

luminosas (menores que 26 µmol•m-2•s-1) podem estimular a produção de 

microcistina (caso da MCY-RR), assim como a interação da luz e de níveis de ferro, 

que também estimula o crescimento de M. aeruginosa (JIANG et al., 2008).  

O ferro é importante na assimilação de nitrogênio e na produção de clorofila-a 

(JIANG et al., 2008). Na pesquisa de Marsalek e colaboradores (2012), 

nanopartículas de ferro molecular (valência zero) foram utilizadas na destruição 

celular e impedimento da formação de florações de cianobactérias ao remover 

fósforo biodisponível; bem como atua na imobilização de microcistinas, evitando sua 

liberação para o meio aquático.  

As microcistinas foram descritas pela primeira vez no início da década de 1980 e 

desde então são amplamente estudadas (SOARES, 2009). A produção destes 

heptapeptídeos não se restringe exclusivamente a Microcystis aeruginosa, uma vez 

que linhagens tóxicas já foram registradas em outros gêneros. Além disso, estas 

toxinas causam sérios danos ao fígado de animais vertebrados, uma vez que os 

hepatócitos são capazes de captá-las através dos transportadores iônicos presente 

nos canais biliares e no intestino delgado (AZEVEDO, 1998; CALIJURI; ALVES; 

DOS SANTOS, 2006; SOARES, 2009). 

Os impactos sobre o fígado são irreversíveis, caso não ocorra necrose deste órgão e 

óbito por hemorragia, o indivíduo apresentará disfunção hepática. A letalidade da 

toxina é atribuída ao choque hipovolêmico, que resulta do sequestro de sangue pelo 

fígado. Ainda, o atrofiamento do citoesqueleto deste órgão deve-se à ação inibitória 

que as microcistinas e nodularinas exercem nas fosfatases, que são enzimas que 

regulam a síntese de proteínas, essenciais à sua manutenção (CARMICHAEL, 1992, 

1994; CHORUS; BARTRAM, 1999; KAMOGAE; HIROOKA, 2000; YUAN; 

CARMICHAEL; HILBORN, 2006; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; SILVA-

STENICO et al., 2009; SOARES, 2009).  

Esses mecanismos de interferência com as fosfatases que tornam as hepatotoxinas 

promotoras de tumores conforme publicações científicas, que obtiveram vários 

resultados associando a microcistina ao estabelecimento da capacidade 

hepatocarcinogênica (KAMOGAE; HIROOKA, 2000).  
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De acordo com Soares (2009), as microcistinas são caracterizadas pela presença de 

5 D-aminoácidos (identificados por letras) e 2 L-aminoácidos (posições 2 e 4 da 

estrutura cíclica), sendo sua estrutura geral descrita como ciclo-(D-alanina1-X2-D-

MeAsp3-Y4-Adda5-D-glutamato6-Mdha7), onde: onde X e Z são os dois L 

aminoácidos variáveis; D-MeAsp3 é D-eritro-β-ácido metilaspártico; Adda5 é (2S, 3S, 

8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-ácido dienóico; e Mdha7 é 

N- metildehidroalanina (Figura 3.1).  

A variabilidade dos L-aminoácidos é uma das principais razões da existência de 

mais de 80 congêneres de microcistinas (SOARES, 2009) como microcistina-LR 

(leucina-arginina), microcistina-RR (arginina-arginina), microcistina-LA (leucina-

alanina), dentre outras (Figura 3.1). As microcistinas RR (MCY-RR) e LR (MCY-LR) 

são as mais comumente encontradas nas águas dulcícolas, sendo que a MCY-LR é 

a mais tóxica (PINHO et al., 2003). 

Chorus e Bartram (1999) relatam que o grupo Adda, comum a todas as 

microcistinas, é o responsável pela atividade biológica desta toxina. Adda parece 

desempenhar papel de destaque na hepatotoxicidade, já que a remoção ou 

saturação de Adda reduzem drasticamente a toxicidade de microcistina-LR 

(HARADA et al., 1990a, 1990b). Ainda, resíduos de Glu da molécula de microcistina 

também são essenciais para a hepatotoxicidade (KAMOGAE; HIROOKA, 2000).  

A ecofisiologia do gênero Microcystis ainda é pouco conhecida, assim como os 

mecanismos que determinam sua floração (IMAI et al., 2009). De acordo com Jiang 

e colaboradores (2008), Davis et al. (2009) e Imai e coparticipantes (2009), o 

crescimento de Microcystis aeruginosa e a produção e quantidade de microcistina 

sintetizada são afetados por fatores ambientais (luz, temperatura, nitrogênio, fósforo, 

ferro, cobre, dentre outros) tanto em condições in vitro (cultivo contínuo e em 

batelada) quanto em águas naturais.  
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Figura 3.1  - Estrutura química da microcistina e exemplos da composição dos aminoácidos na 
formação das variantes de microcistinas. As letras X e Z são dois aminoácidos variáveis. 

Fonte: Sivonen e Jones (1999) e Silva-Stenico et al. (2009) modificado. 
 

As microcistinas são estáveis e resistentes a hidrólise química e oxidação em pH 

próximo da neutralidade; isto se deve a estrutura peptídica cíclica (CHORUS; 

BARTRAM, 1999); CALIJURI; ALVES; DO SANTOS, 2006). Também é válido 

lembrar que a fervura de uma água/cultura contendo microcistina não inativa sua 

toxicidade (HARADA et al., 1996). 

Ainda, estas toxinas podem persistir por meses ou anos em condições naturais, no 

período noturno. Cerca de 90% da concentração total das microcistinas foram 

degradadas a 40ºC e extremos de pH (1 e 12), porém foram necessárias mais de 10 

semanas (HARADA et al., 1996). Por outro lado, a degradação fotoquímica de 90% 

desta concentração total pode variar de duas a seis semanas, dependendo da 

concentração de pigmentos fotossintéticos hidrossolúveis (ficobiliproteinas) e de 

toxinas.  
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A presença de substâncias húmicas também parece acelerar a degradação das 

microcistinas quando expostas à luz solar. Sivonen e Jones (1999) e Rapala e 

coparticipantes (1994) ressaltam que a degradação total de microcistinas pode variar 

de dois dias a mais de três semanas dependendo do corpo d’água, condições 

climáticas, variáveis ambientais e até do histórico de florações do ambiente. 

Embora as microcistinas sejam resistentes a muitas peptidases de eucariontes e 

bactérias, elas são vulneráveis à degradação por algumas bactérias de rios e 

reservatórios. Bactérias isoladas de vários corpos d’água e de efluentes líquidos 

atingiram eficiência de 90% de degradação de microcistinas (CHORUS; BARTRAM, 

1999).  

Os esterilizadores que irradiam radiações ultravioleta, ou filtros UV, apresentam em 

seu núcleo uma lâmpada ultravioleta do tipo C (UV-C), que atua na eliminação de 

células de cianobactérias através da destruição do DNA. Cada microrganismo 

apresenta diferentes níveis de resistência à radiação ultravioleta e a quantidade de 

radiação é dada pela potência dada na exposição e o tempo a que o organismo fica 

exposto. O nível de radiação necessária, em µWatts (microwatts) de UV-C•cm-2•s-1, 

utilizada nos processos de esterilizações divergem entre os microrganismos, para 

controlar cianobactérias, demais algas (fitoplanctônicas e perifíticas) (Chlorella 

vulgaris – 2,2 x 104 µW•cm-2•s-1), vírus (Influenza sp. – 2,6 x 104 µW•cm-2•s-1) e 

bactérias (Streptococcus hemolticus - 104 µW•cm-2•s-1) pelo uso do filtro UV ou 

reator de ultravioleta (TAO et al., 2010; SNaturaL, 2012).  

As vantagens do uso da radiação UV são: a elevada eficiência na eliminação de 

microrganismos em tempo de contato reduzido; não forma subprodutos; e não 

provoca odor e sabor na água. Por outro lado, as desvantagens são: custos 

elevados e técnicas de aplicação mais sofisticada; o UV não apresenta poder 

residual; e redução significativa da eficiência com o aumento da cor e/ou turbidez da 

água (SNATURAL, 2012).  
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Tao e coautores (2010) estudaram os efeitos da irradiação UV-C no crescimento de 

M. aeruginosa e na integridade das células com a finalidade de desenvolver um 

método potencial para impedir florescimentos de cianobactérias. Os autores 

constataram que a sensibilidade de M. aeruginosa à UV-C foi significativamente 

mais elevada do que aquela observada na clorofícea do gênero Chlorella, sugerindo 

um potencial de aplicação desta irradiação no controle das florações. 

 

3.5 LEGISLAÇÃO, PADRÕES E LIMITES DE CIANOTOXINAS 
 

Poucas referências propõem valores limites para cianobactérias e cianotoxinas. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS), através do “Guidelines for drinking-water 

quality” (OMS, 2011), concluiu que não havia dados suficientes para a definição de 

valores para qualquer outra cianotoxina além da microcistina-LR. Então, a OMS 

recomendou o limite máximo de 1 µg•L-1 para microcistina-LR total (extracelular e 

intracelular),  considerando  a  exposição  através  da água  de  abastecimento 

(OMS, 2011). Em contrapartida, o guia “Australian Drinking Water Guidelines” 

(ADWG, 1996) propôs valor de referência menos restritivo de 1,3 µg•L-1 para 

microcistina-LR total. 

Diante do episódio ocorrido em Caruaru (PE), as florações de cianobactérias tóxicas 

foram reconhecidas pelas autoridades brasileiras como um problema de saúde 

pública e estas cianobactérias foram incorporadas como parâmetro de 

monitoramento a partir da Portaria MS nº 1.469/2000, que foi revogada pela Portaria 

MS nº 518/2004.  

Esta estabelece limites de densidade de cianobactérias na água bruta (ponto de 

captação) e de cianotoxinas (microcistinas, saxitoxinas e cilindrospermopsinas) em 

águas tratadas (Tabelas 3.2 e 3.3); contudo, apenas a análise de microcistina é 

obrigatória, pois é a toxina mais reportada quanto à intoxicação de pessoas e 

animais (BRASIL – MS, 2004).  

Os valores máximos permitidos (VMP’s) pela legislação brasileira consideram 

apenas os efeitos agudos da microcistina em água potável e alimentos, não 

contemplando os efeitos crônicos ou carcinogênicos (BRASIL – MS, 2005). 
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Tabela 3.2  – Resumo das normativas da Portaria MS nº 518/2004 quanto ao monitoramento de 

cianobactérias e análise de cianotoxinas 

Parâmetro Local 
 

Condição 
Freqüência / 

Número de 

amostras 

Artigo na 

Portaria 

518/2004 

Ensaio 

toxicológico 

com 

camundongos 

Água do manancial 

(ponto de captação) 

 Densidade > 20.000 

cél•mL-1 ou biovolume 

> 2 mm³•L-1 

Semanal, uma 

amostra por 

ponto de 

captação 

Artigo 18, § 5 

Contagem de 

cianobactérias 

Ponto de captação 

(água bruta) 

 Densidade acima de 

10.000 cél•mL-1 ou 1 

mm³•L-1 de biovolume 

Semanal, uma 

amostra por 

ponto de 

Artigo 19, § 1 

 Densidade até 10.000 

cél•mL-1 ou 1 mm³•L-1 

de biovolume 

Mensal, uma 

amostra por 

ponto de 

Artigo 19, § 1 

Análise de 

cianotoxinas 

Na saída do 

tratamento, na entrada 

(hidrômetro) de clínicas 

de hemodiálise e 

indústrias injetáveis 

 
Densidade > 20.000 

cél•mL-1 ou biovolume 

> 2 mm³•L-1 

Mensal, uma 

amostra por 

unidade de 

tratamento 

Tabelas 6 e 7; 

e Artigo 18, § 

5 

Fonte: Brasil – MS (2004) e Cybis et al. (2006).  
 
 
Em 2009, o Ministério da Saúde iniciou a revisão da Portaria nº 518/2004, 

pretendendo atender o Artigo 4º, que determina a revisão da Norma no prazo de 

cinco anos ou a qualquer tempo, mediante solicitação justificada. Sendo assim, a 

Portaria nº 2.914 do MS, que estabelece padrões para a potabilidade, foi publicada 

em 14 de dezembro de 2011, substituindo a 518/2004.  

No que tange as mudanças relativas às cianobactérias e cianotoxinas incorporadas 

na Portaria MS nº 2.914/2011, a norma passa a considerar as contribuições da 

fração intracelular e extracelular na concentração da cianototoxina; o somatório das 

concentrações de todas as variantes de microcistina no VMP (1,0 µg•L-1); 

recomenda a análise de cilindrospermopsinas (VMP de 1,0 µg•L-1) e anatoxina-a (s) 

quando houver presença de gêneros potencialmente tóxicos no monitoramento 

quali-quantitativo da água, além de .análise de saxitoxinas (VMP de 3,0 µg 

equivalente de SXT•L-1) (BRASIL – MS, 2011).  
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Ademais, a Portaria MS nº 2.914/2011 destaca no ANEXO XI, as mudanças relativas 

à frequência de monitoramento de cianobactérias em águas para consumo humano, 

que passa a ser mensal caso o número de cianobactérias seja menor ou igual a 

10.000 células•mL-1 e semanal, se for superior a 10.000 células de cianobactérias 

por mililitro (mL) de água. O ANEXO XII desta Portaria esboça que em mananciais 

superficiais, a análise de cianotoxina da saída do tratamento será semanal quando a 

densidade de cianobactérias exceder ou igualar a 20.000 células•mL-1. Além disso, a 

análise de cianotoxinas foi dispensada nos sistemas de distribuição (reservatórios e 

redes), conforme descrito neste mesmo ANEXO XII (BRASIL – MS, 2011). 

A revisão da Portaria nº 518/2004 buscou contemplar os avanços técnico-científicos 

no que diz respeito aos padrões de potabilidade, tendo por base as normas 

internacionais, as recomendações dos Guias de Qualidade da Água para Consumo 

Humano da OMS, considerando a realidade brasileira, e os resultados de pesquisas 

contratados pelo Ministério da Saúde. 

A Tabela 3.3 ilustra as principais diferenças entre as Portarias do Ministério da 

Saúde, 518/2004 e 2.914/2011, relativas à vigilância e controle de águas potáveis 

com cianotoxinas. 

A Portaria MS nº 518/2004 salienta que é vedado o uso de algicidas no manancial, 

ou qualquer situação/intervenção de estresse às cianobactérias, que provoque lise 

celular quando a densidade for superior a 20.000 células•mL-1 (BRASIL - MS, 2004). 

Além disso, expõe que bioensaios com camundongos não definem as variantes de 

cianotoxinas presentes nas florações (CYBIS et al., 2006; PÁDUA, 2006).  

Em contrapartida, a Portaria MS nº 2.914/2011 mantém a proibição do uso de 

algicidas ou qualquer intervenção/controle do crescimento de microalgas e 

cianobactérias; contudo, estabelece que em casos excepcionais as autoridades 

ambientais e de recursos hídricos regulamentarão sobre o uso desses produtos no 

corpo d’água. 

A Resolução CONAMA nº 357/2005 estabelece a classificação (águas doces, 

salobras e salinas) e o enquadramento dos corpos de água, bem como estabelece 

as condições e padrões de lançamento de efluentes para controlar a poluição e a 

qualidade da água através de análises de variáveis físico-químicos e biológicas.  
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Esta legislação foi alterada pelas Resoluções CONAMA nos 397/2008, 410/2009 e 

430/2011. A CONAMA nº 430/2011 é também apresentada na seção II.5.B.1.4 -

Recursos Hídricos e Zona Costeira (BRASIL – MMA, 2012). 

 
Tabela 3.3  – VMP’s(1) e tipos de análises das cianotoxinas em águas potáveis destinadas ao 
consumo humano segundo as Portarias do Ministério da Saúde nº 518/2004 e nº 2.914/2011 

 Portaria MS nº 518/2004 Portaria MS nº 2.914/2011 

Parâmetro Análise em água  VPM(1) Análise em 
água VPM(1) 

Microcistina 
Obrigatória          

Artigo 14, notas 

1 µg•L-1 

Obrigatória 
ANEXO VIII 

 

Até 10 µg•L-1      

até 3 amostras (2) 

1 µg•L-1 (4)          

Ʃ variantes 

Saxitoxina (SXT) 
Recomendação   

Artigo 14, § 1 
3 µgSTX•L-1 (3) 

Obrigatória 

ANEXO VIII 
3 µgSTX•L-1 (3) 

Cilindrospermopsina 
Recomendação   

Artigo 14, § 1 
15 µg•L-1 Gêneros Tóxicos  

Anatoxina-a (s) Não é incluída na 

Portaria 
___ Gêneros Tóxicos  

Fonte: Brasil – MS (2004); Cybis et al. (2006) e Brasil – MS (2011). 

Notas: 

(1) Valor máximo permitido (VMP) 

(2) Até 10 µg•L-1 em até 3 amostras, consecutivas ou não, nos últimos 12 meses. 

(3) 3 µg•L-1 de equivalente de SXT 
(4) O valor representa o somatório (Ʃ) das concentrações de todas as variantes de microcistinas. 
 

 

A Resolução CONAMA nº 357 (BRASIL – MMA, 2005) designou para as águas 

doces (águas com salinidade igual ou inferior a 0,5‰), padrões para cinco classes: 

uma Especial e quatro classes (Tabela 3.4), abrangendo desde o abastecimento 

doméstico e preservação do equilíbrio natural das comunidades aquáticas (caso da 

classe Especial) até a harmonia paisagística, navegação e usos menos nobres (caso 

da classe 4). 
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A lei em questão foi um marco na legislação ambiental para o monitoramento e 

controle das cianobactérias em águas doces, ao dispor variáveis biológicas de 

cianobactérias como um dos parâmetros para padrões de qualidade das águas 

dulcícolas. Para águas doces, essa Resolução instituiu VMP’s para clorofila-a 

(biomassa fitoplanctônica), densidade numérica e biovolume celular de 

cianobactérias, segundo consta na Tabela 3.4.  

Em contrapartida, na Resolução CONAMA nº 357/2005 não consta a exigência de 

monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas em ambientes salobros e ainda 

inexiste previsão legal para aplicação de tais ações (SAMPAIO, 2008). 

 
Tabela 3.4  – VMP dos padrões biológicos (clorofila-a, densidade e biovolume) para classes de água 

doce segundo CONAMA nº 357/2005 (alterada pelas Resoluções nº 410/2009 e 430/2011) 

Parâmetro/Variável Valor Máximo Permitido (VMP) – Água Doce 

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 

Clorofila-a do fitoplâncton (µg•L-1) ≤ 10 ≤ 30 ≤ 60 ─ 

Densidade de cianobactérias (cél•mL-1) ≤ 20.000 ≤ 50.000 ≤ 100.000 ─ 

Biovolume de cianobactérias (mm3•L-1) ≤ 2 mm3•L-1 ≤ 5 mm3•L-1 ≤ 10 mm3•L-1 ─ 

Densidade de cianobactérias para 

dessendentação de animais 
─ ─ 

≤ 50.000 ou 

≤ 5 mm3•L-1 
─ 

 
Nota: VMP = Valor máximo permitido 

 

Segundo a legislação vigente, o VMP é de 50.000 células de cianobactérias por mL 

para uso de recreação de contato primário (Resolução CONAMA n° 357/2005) e a 

ocorrência de florações de algas ou outros organismos, é um dos indicadores de 

condições impróprias para a balneabilidade, até que se comprove que não oferecem 

riscos à saúde humana (Resolução CONAMA n° 274/2000 ) (BRASIL – MMA, 2012). 

Inexiste até o momento limites na legislação para o valor máximo de cianotoxinas 

em áreas de balneário, contudo a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2011) 

orienta que sejam utilizados os valores máximos permitidos para água de consumo 

humano de 1 µg•L-1  para microcistina e 3 µg•L-1  para saxitoxina. 
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3.6 MÉTODOS DE DETECÇÃO DE MICROCISTINAS: CLAE  
 

No Brasil não existem técnicas padronizadas para a análise da maioria das 

cianotoxinas, tanto em culturas (simulação em laboratórios) quanto no ambiente 

aquático. Algumas metodologias de detecção e quantificação de cianotoxinas 

incluem oxidação da toxina para produzir ácido eritro-2-metil-3-metóxi-4-fenilbutírico 

(MMPB); bioensaios de toxicidade aguda em roedores; estudos moleculares; ensaio 

do imunoadsorvente ligado à enzima ou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay); inibição de proteína fosfatase por microcistinas; Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) ou High Performance Liquid Chromatography (HPLC); e 

Cromatografia Líquida–Espectrômetro de Massa (LC/MS). (YUAN; CARMICHAEL; 

HILBORN, 2006). Além de uso de marcadores moleculares, cuja eficiência é 

decorrente a especificidade pelas sequências peptídicas (CALIJURI; ALVES; DOS 

SANTOS, 2006). 

A escolha do método mais adequado dependerá do nível e da qualidade de 

informação que se deseja, dos equipamentos disponíveis, do custo da análise, de 

pessoas treinadas e do tempo necessário para a obtenção de resultados, para que 

em casos de risco em potencial, as decisões cabíveis sejam tomadas rapidamente. 

Entretanto, tais metodologias ainda são muito trabalhosas e onerosas (PÁDUA, 

2006). O Quadro 3.1 detalha os usos, as vantagens e desvantagens de técnica de 

detecção de cianototoxinas. 

Os kits ELISA e a CLAE são as técnicas empregadas na detecção de microcistinas e 

nodularinas (SIVONEN; JONES, 1999) em amostras sem qualquer tipo de 

impurezas, principalmente no uso do HPLC. A grande difusão da determinação de 

microcistina deve-se à maior ocorrência (ou registros) de florescimentos com esta 

toxina (HARADA; KONDO; LAWTON, 1999) nos diversos ecossistemas aquáticos.  

 



3   Revisão Bibliográfica            LÁZARO, G.C.S. (2012) 45 
 

 

   

Quadro 3.1  – Metodologias de detecção de cianototoxinas: usos, vantagens e desvantagens. 

Fonte: Humpage, Magalhães e Froscio (2010). 
 
 

Há testes ELISA para análise qualitativa (leitura visual) e quantitativa de microcistina 

total (leitura de microplacas por absorbância em espectofotômetro), sem 

determinação das variantes de microcistina, cuja detecção atinge até 0,25 µg•L-1. No 

ELISA, o anticorpo contra MCY-LR, imobilizado na placa de reação enzimática, liga-

se à microcistina e produz coloração na presença de substrato cromático (CALIJURI; 

ALVES; DOS SANTOS, 2006). O limite de detecção (LD) nesta técnica sugerido por 

Chorus e Bartram (1999) é de 16 ppb (ou µg•L-1). 

A CLAE ou HPLC utiliza colunas contendo gel de sílica-octadecilsilano (C18), com 

materiais especialmente preparados e uma fase móvel, eluída sob velocidades 

diferentes e altas pressões.  
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Este método analítico realiza análises quali e quantitativas, purificação e separação 

de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de poucos 

minutos, com alta resolução, eficiência e detectabilidade (CALIJURI; ALVES; DOS 

SANTOS, 2006; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Esta fase móvel contendo 

metanol e/ou acetonitrila determina as variantes de microcistina (CALIJURI; ALVES; 

DOS SANTOS, 2006). 

Devido à grande variedade de detectores de HPLC desenvolvido pelo fabricante 

(visível, ultravioleta, fluorescência, condutividade, índice de refração, contador de 

radioatividade, quimioluminescência, e massa), é possível detectar qualquer 

substância, mesmo aquelas que são opacas, no espectro visível e ultravioleta.  

O HPLC que detecta por cromatografia ultravioleta é uma técnica barata e a mais 

comum na identificação de nodularinas e das variantes de microcistinas (CALIJURI; 

ALVES; DOS SANTOS, 2006). Em contrapartida, a detecção limita-se a 1 µg•L-1 de 

microcistina em água (HARADA et al., 1999). Já CLAE associado ao detector por 

fotodiodo (PDA), provavelmente, é o melhor método empregado na determinação de 

microcistinas em conformidade com o valor limite proposto pela legislação 

(NICHOLSON; BURCH, 2001), podendo ser ajustado no intervalo desejado. O PDA 

registra a resposta ultravioleta dos diferentes analitos5 na forma de espectro 

(CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).  

Para microcistinas, pode-se utilizar faixa espectral entre 190 e 300 nm, sendo a 

absorbância máxima da maioria destas toxinas no comprimento de onda de 238 nm 

(devido ao resíduo ADDA) ou 222 nm, no caso de variantes com triptofano 

(LAWTON; EDWARDS; CODD, 1994; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; 

SANCHES et al., 2007; DAI et al., 2008).  

A técnica CLAE/PDA combina identificação do espectro de absorção máximo e o 

tempo de retenção ou detenção da microcistina, ou seja, o tempo decorrido desde a 

injeção do analito até a obtenção do pico máximo (LAWTON; EDWARDS; CODD, 

1994; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; SANCHES et al., 2007; DAI et al., 

2008). Vale salientar que a área do pico cromatográfico é proporcional à 

concentração da toxina analisada (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006). 

                                                           
5 Solução da qual se conhece o nome da cianotoxina, porém se desconhece a concentração.  
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3.7 IMPACTOS E TECNOLOGIAS PARA REMOÇÃO DE 
CIANOBACTÉRIAS E CIANOTOXINAS 

 

As metodologias de controle físico, químico e biológico do crescimento das 

populações de cianobactérias e de suas toxinas têm sido pesquisadas para melhorar 

a qualidade da água dos reservatórios, lagoas e lagos atingidos pelas florações, 

principalmente os mananciais destinados ao abastecimento doméstico (CHORUS; 

BARTRAM, 1999). A escassez e a menor disponibilidade de água, tanto em 

qualidade como quantidade, tem estimulado o desenvolvimento de novas 

tecnologias e adequação de processos já existentes de remoção de cianobactérias e 

cianotoxinas. 

O impacto provocado pelas florações de cianofíceas torna dispendiosos os custos 

operacionais no tratamento de água destinada ao abastecimento humano e na 

resolução de problemas operacionais das estações de tratamento de água (ETA’s), 

tendo em vista que esta água deve atender aos requisitos de qualidade e 

potabilidade preconizados pela legislação brasileira vigente.  

Tais problemas seriam obstrução dos filtros, que requer maior tempo e frequência na 

lavagem; uso de carvão ativado para a remoção de odor e gosto; ações que 

promovam a remoção das microalgas e da cor; remoção ineficiente das florações 

quando flotam nos decantadores; maior demanda de produtos químicos; produção 

de trihalometanos (THM’s) após pré-cloração agindo na matéria orgânica existente; 

liberação e persistência de cianotoxinas na água tratada, limitando a possibilidade e 

a qualidade dos usos (BRASIL - FUNASA, 2003; CYBIS et al., 2006). A OMS (OMS, 

2011) salienta que a ingestão de água é a principal rota de intoxicação do homem 

pelas cianotoxinas. 

Contudo, as células viáveis/sadias de cianobactérias produtoras de toxina e demais 

comunidades do fitoplâncton são eliminadas do tratamento de água convencional, 

garantindo segurança e eficiência esperada (CYBIS et al., 2006).  
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Entretanto, caso ocorra rompimento da membrana celular (lise), a toxina intracelular 

contida na espécie produtora de toxina dissolve-se no meio aquoso e obriga a 

empresa de saneamento a empregar técnicas mais avançadas de remoção de 

cianotoxinas como oxidação (cloro, ozônio, permanganato de potássio, dentre 

outros), depois de retirada de células viáveis, e adsorção por carvão ativado (CYBIS 

et al., 2006). 

As cianotoxinas intracelulares permanecem no interior da célula até atingir a fase de 

senescência ou morte, ou então, caso ocorra ruptura da célula (FALCONER, 1999; 

FERREIRA et al., 2004). Esta lise pode ocorrer naturalmente, pela ação de produtos 

químicos ou por ação mecânica (turbulência e bombeamento) (CYBIS et al., 2006). 

O tratamento da água por carvão ativado permite a retirada da toxina presente na 

água segundo várias pesquisas brasileiras e internacionais, que tem demonstrado 

que o carvão ativado é eficiente na remoção de microcistinas e saxitoxinas (PÁDUA, 

2006), até mesmo a remoção total de cianotoxinas, quando empregado 

isoladamente ou de forma complementar ao tratamento convencional. Contudo, as 

concentrações de carvão necessárias para reter as toxinas na água de hemodiálise 

ainda não são conhecidas, bem como existem poucos estudos do uso do carvão 

ativado com outros tipos de cianotoxinas. É importante lembrar que a pós-

ozonização pode acarretar a completa destruição destes compostos (BRASIL – 

FUNASA, 2003). 

Deve-se salientar que o processo de tratamento convencional com sulfato de 

alumínio (cloração, coagulação, floculação e sedimentação), adotado na maioria das 

ETA’s e mais difundido no mundo, ainda é ineficiente na remoção de cianotoxina 

extracelular ou dissolvida, apesar da existência de inúmeras pesquisas in locu 

(MÜLLER, 2008) e em escala experimental.  

No caso de aplicação do sulfato de cobre em Microcystis aeruginosa, García-Villada 

e colaboradores (2004) constataram a formação de cianobactérias mutantes, 

capazes de resistir às doses letais deste algicida e de duplicar-se com a nova 

característica adquirida no seu material genético. 
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Teixeira e Rosa (2006) argumentaram em sua pesquisa que o processo de flotação 

por ar dissolvido é uma das etapas mais eficientes na remoção de células intactas 

de cianobactérias, desempenho superior ao processo de sedimentação. Brandão et 

al. (2009) relataram a partir da análise de várias publicações que o desempenho é 

superior ao processo de sedimentação, eficiência esta que variou entre 92 e 99,9%. 

A biodegradação por bactérias é uma alternativa de tratamento da água em termos 

de remoção de toxinas de cianobactérias (GOMES et al., 2009), caso da bactéria 

LH21 (provável gênero Sphingopyxis sp.), que degrada microcistina-LR (BRANDÃO 

et al., 2009).  

A biomanipulação, juntamente com medidas de saneamento da bacia de drenagem, 

apresenta-se como uma alternativa a ser analisada no controle das florações de 

cianobactérias e demais integrantes do fitoplâncton em ambientes eutrofizados 

(PANOSSO et al., 2007).  

Além disso, carvão ativado, ozônio e cloro (pouco eficiente para saxitoxinas) e 

aquecimento são recomendados para retirar anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxina 

da água; enquanto que filtração e os métodos citados anteriormente são sugeridos 

na remoção de cilindrospermopsina e microcistina (BRASIL - FUNASA, 2003). Vale 

ressaltar que o custo da utilização da ozonização no sistema de tratamento de 

águas das ETA’s ainda é muito alto para os padrões brasileiros. 

Cita-se ainda a oxidação química na água, que inativará as toxinas. Entretanto pode 

ocorrer o aparecimento de outros análogos estruturais mais potentes (SAMPAIO; 

CARNEIRO; PINTO, 2011). A microfiltração também é eficaz na remoção das 

toxinas; contudo é um método oneroso e o material retido é muito tóxico (BRASIL - 

FUNASA, 2003). 

Estudos recentes (JANČULA; MARŠÁLKOVÁ; MARŠÁLEK, 2011) indicaram que 

floculantes orgânicos (poliacrilamidas catiônicas) são capazes de remover mais de 

80% da biomassa do fitoplâncton, indicando, deste modo, a possibilidade de 

remoção das florações de algas e de cianobactérias. Poliacrilamidas catiônicas são 

biodegradáveis e a toxicidade é baixa para os organismos aquáticos. 
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Ademais, o tratamento com nanopartículas de ferro zero valente ou elementar (NPF 

ou nZVI) é um método eficaz e ambientalmente benigno que tem sido aplicado no 

tratamento de água visando a destruição celular e impedimento da formação de 

florações de cianobactérias pela remoção de fósforo biodisponível, além de 

imobilização da microcistina, prevenindo sua liberação no meio aquático. Estas 

partículas são atóxicas e agregam-se ao Fe(OH)3, promovendo a floculação e 

sedimentação gradual da biomassa de cianobactérias (MARSALEK et al., 2012). 

Segundo Jančula e coautores (2010), fitalocianinas degradaram 61,5% de MCY-LR 

em 48 horas (38% foi degradada após 24h, e 24% após 12h de incubação) Embora 

outros oxidantes, como peróxido de hidrogênio ou ozônio sejam capazes de 

degradar microcistinas dentro de várias horas.  

Ainda, Jančula e demais pesquisadores (2010) acreditam que a degradação por 

fitalocianinas pode ser mais eficaz no futuro próximo, caso proceda-se otimização do 

espectro emitido pela luz e alterando-se as características de absorção de 

fitalocianinas. 

A implantação de cortinas de ar e barreiras físicas de contenção das florações e 

redução da concentração celular na água afluente ao tratamento, além de técnicas 

de captação de água mais eficientes auxiliam na redução da entrada de 

cianobactérias e outros organismos nas ETA’s e dos custos no tratamento. Além 

disso, a tomada de água deverá considerar o perfil vertical da densidade das 

espécies desta Classe, a ecologia e a topografia local, bem como estudo de modelo 

preditivo de ocorrência de proliferações nos mananciais (BEVILACQUA; AZEVEDO; 

CERQUEIRA, 2009). 

Ainda, técnicas genéticas têm sido utilizadas para explorar a base genética, a 

biossíntese e a regulação fisiológica de produção de microcistina. Os processos de 

perda de genes resultaram em uma distribuição desigual de genes cluster de 

microcistina sintetase, seja em gêneros como em espécies, além da distribuição e 

abundância destes genes no ambiente KURMAYER; CHRISTIANSEN, 2009).  
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Nos últimos anos, a experiência na detecção de genes de microcistinas diretamente 

em campo aumentou enormemente a quantidade de protocolos para a extração de 

DNA e de detecção subsequente de genes por PCR (polymerase chain reaction). 

Ademais, a elevada sensibilidade da PCR permite detectar genótipos tóxicos antes 

da ocorrência de uma floração de cianobactérias, juntamente com fatores ambientais 

que podem influenciar a abundância de genótipos produtores (Figura 3.2) 

(KURMAYER; CHRISTIANSEN, 2009). 

 
 

 

 
 

 
Figura 3.2  - Esquema da organização estrutural dos genes clusters das microcistinas (mcy) 
produzidas pelo gênero Microcystis. As setas indicam a direção de transcrição dos sítios promotores 
(bi)-direcionais. A escala indica o comprimento dos agrupamentos de genes em pares de bases (kpb). 

Fonte: Kurmayer e Christiansen (2009) modificado. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 MANUTENÇÃO DAS VIDRARIAS E MATERIAIS 
 

Os materiais e vidrarias utilizadas foram lavados com detergente neutro Extran 

(Merck), enxaguadas com água corrente; imersas em banho de solução 

sulfocrômica por até 24 horas. Após este período eram novamente enxaguadas 

exaustivamente com água corrente, seguida de enxágue por água destilada (5 

vezes). O meio de cultivo e os materiais e vidrarias foram esterilizados em autoclave 

vertical (BioEng) a 121ºC sob pressão de 1 atmosfera, por 20 minutos. Vale destacar 

que o meio ASM-1 estéril apenas era usado nos repiques após resfriamento até a 

temperatura ambiente.  

Os frascos também foram tampados com papel alumínio e filme plástico, enquanto 

que os erlenmeyers exclusivos dos experimentos foram vedados com rolhas 

(tampões) de algodão e gaze, a fim de permitir as trocas gasosas e evitar 

contaminação. 

 

4.2 MANUTENÇÃO DAS CULTURAS ESTOQUES 
 

A cepa tóxica de Microcystis aeruginosa Kützing (NPLJ-4) foi cedida de uma 

linhagem do banco de cultivo de cianobactérias do Laboratório de Controle de 

Qualidade de Água, da Universidade Federal de Viçosa (UFV, MG). A cepa NPLJ-4, 

produtora de microcistina, foi isolada da laguna Jacarepaguá (RJ), em 1996, pela 

equipe da professora Doutora Sandra Maria Feliciano de Oliveira Azevedo, do 

Laboratório de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC), do Instituto de 

Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ, 

RJ). 
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As culturas estoque da linhagem tóxica da cianobactéria Microcystis aeruginosa 

Kützing (NPLJ-4) foram mantidas em frascos Erlenmeyers de vidro borossilicato, em 

estufa incubadora climatizada (Modelo Nova Técnica – NT – 0708), sob agitação 

manual (sem aeração), com condições fotoautotróficas e de assepsia controladas, à 

temperatura de 25,4ºC ± 2ºC, segundo monitoramento em termógrafo ambiental 

(modelo portátil, tipo panorâmico; temperatura: -15 a +40°C, rotação de 24 horas em 

7 dias, com gráfico cilíndrico, e precisão de ± 2% do valor máximo de escala), 

fotoperíodo  de  12 horas  (luz:escuro) e  a  iluminação  constante  entre  50  e  73 

µmol•m-2•s-1 (média de 62,1 ± 6,29 µmol•m-2•s-1) proveniente de 4 lâmpadas 

fluorescentes de 20 Watts (luz branca fria, marca Philips, TL-T RS, extra luz do dia, 

1.100 lm, 5.000 K, diâmetro de 31,8 mm).  

A espécie foi cultivada em meio de cultura ASM-1 (Tabela 4.1): líquido composto 

apenas por substâncias inorgânicas, com pH ajustado para 7,5 ± 0,02 antes da 

esterilização em autoclave. As soluções estoque utilizadas para preparar este meio 

foram conservadas em refrigerador +4ºC. Deve-se ressaltar que o meio ASM-1 é 

muito usado no cultivo de algas de ecossistemas dulcícolas (GORHAM et al., 1964). 

A manutenção da cepa foi realizada através de repicagens periódicas entre 12 e 20 

dias, em câmara (ou capela) de fluxo laminar, a partir da proporção de 1:9, ou seja, 

uma parte de células sadias que atingiram a fase log (inóculo) e nove partes de novo 

meio ASM-1. 

Além disso, o controle de contaminantes foi executado através de inspeção visual e 

análise microscópica das culturas estoque. Lembrando que a câmara de fluxo 

laminar era previamente desinfectada com hiploclorito de sódio (Vetec, diluição de 

1:1), álcool 70% e exposição à ultravioleta por 30 minutos. Esta rotina de 

desinfecção foi aplicada aos materiais usados nas repicagens e amostragens. 

Todavia, a linhagem obtida junto à UFV não era unialgal e, por isso, foi necessária 

reisolamento através da técnica de micropipetagem (capilaridade com uso de pipeta 

Pasteur estéril) e adição de cicloheximida ({3-[2-(3,5-Dimetil-2-oxociclohexil)-2-

hidroxietil]glutarimide}, C-7698, Sigma-Aldrich) em meio de cultura, frio e 

esterilizado, antes da inoculação de M. aeruginosa, de forma que fosse obtido 

concentração final de 75 mg•L-1 (ou 75 µg•mL-1).  
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O cicloheximida ajudou a controlar e isentar a cultura de contaminantes eucariontes, 

no caso, uma clorofícea não identificada.  

 
Tabela 4.1 – Composição das quatro soluções estoque do meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964) e 

suas proporções para a preparação de um litro de meio de cultura, utilizado como substrato ao cultivo 
de Microcystis aeruginosa 

SOLUÇÃO ESTOQUE  “A” 

Componente Massa Molar 
(g) 

Concentração  
(M = mol•L -1) 

Quantidade 
(g) em 200 

mL 

Quantidade 
(g) em 1 L 

NaNO3 84,99 g 0,1 M 1,70 g 8,50 g 
MgSO4 • 7H2O 246,47 g 0,01 M 0,49 g 2,45 g 

MgCl2 • 6H2O 203,29 g 0,01 M 0,41 g 2,05 g 

CaCl2 • 2H2O 147,01 g 0,01 M 0,29 g 1,45 g 

Completar o volume com 
água deionizada ou 
destilada 

- - 200 mL 1.000 mL 

SOLUÇÃO ESTOQUE  “B” 

Componente Massa Molar 
(g) 

Concentração  
(M = mol•L -1) 

Quantidade 
(g) em 100 

mL 

Quantidade 
(g) em 1 L 

KH2PO4 136,08 g 0,06 M 0,87 g 8,7 g 
Na2HPO4 141,958 g 0,05 M 0,7060 g 7,060 g 

Completar o volume com 
água deionizada ou 
destilada 

- - 100 mL 1.000 mL 

SOLUÇÃO ESTOQUE  “C” 

Componente Massa Molar 
(g) 

Concentração  
(M = mol•L -1) 

Quantidade 
(g) em 100 

mL 

Quantidade 
(g) em 1 L 

H3BO3 61,831 g 0,4 M 2,48 g 24,8 g 
MnCl2 • 4H2O 197,903 g 0,07 M 1,39 g 13,9 g 

FeCl3 • 6H2O 270,293 g 0,04 M 1,08 g 10,8 g 

ZnCl2 136,296 g 0,025 M 0,335 g 3,35 g 

CoCl2 • 6H2O 237,928 g 0,0008 M 0,019 g 0,19 g 

CuCl2 • 2H2O 170,482 g 0,00008 M 0,0014 g 0,014g 

Completar o volume com 
água deionizada ou 
destilada 

- - 100 mL 1.000 mL 
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... continuação 
 

SOLUÇÃO ESTOQUE  “D” 

Componente Massa Molar 
(g) 

Concentração  
(M = mol•L -1) 

Quantidade 
(g) em 100 

mL 

Quantidade 
(g) em 1 L 

EDTA • Na2 372,236 g 0,05 M 1,86 g 18,6 g 
Completar o volume com 
água deionizada ou 
destilada 

- - 100 mL 1.000 mL 

 

PROPORÇÕES DAS SOLUÇÕES ESTOQUE PARA 1 LITRO DE MEI O ASM-1 

Solução Estoque Volume (mL) Proporção (%) 

A 20 mL 2 % 

B 2 mL 0,2 % 

C 0,1 mL 0,01 % 

D 0,4 mL 0,04 % 

Após o preparo do meio ASM-1, pH foi ajustado para 7,5 ± 0,02. 
 
 

4.3 EXPERIMENTOS DE ESTRESSE FISIOLÓGICO 
 

4.3.1 Efeito de diferentes níveis de ferro sobre Microcystis aeruginosa 

 

A influência do ferro no crescimento de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) foi avaliada 

através de testes utilizando concentrações de 0,5 µM, 1 µM, 4 µM (Controle – 

condições ótimas de crescimento) e 10 µM de ferro (FeCl3•6H2O), durante o período 

de 30 dias (Figura 4.1). Entretanto, a partir do 30º dia, realizaram-se amostragens no 

35º dia para análise dos parâmteros de crescimento (densidade, biovolume e 

clorofila-a). 

Para tanto, a solução “C” do meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964) foi modificada a 

partir da alteração da concentração de cloreto férrico hexahidratado, lembrando que 

na composição normal tem-se 4 µM de FeCl3 • 6H2O. Em seguida, o meio de cultura 

foi preparado para cada nível de ferro e esterilizado em autoclave à 121ºC durante 

20 minutos. O pH final de ASM-1 estéril foi 7,6. 
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Posteriormente, o inóculo com concentração de 3,25 x 105 células de Microcystis 

aeruginosa por mililitro foi inserido em 800 mL de ASM-1 de cada erlenmeyer de 

vidro borossilicato de um litro, obtendo concentração inicial de 104 células•mL-1 em 

cada frasco. Ademais, o experimento foi conduzido em triplicata, sem aeração e 

utilizando células da fase exponencial de crescimento.  

 

Figura 4.1  - Fluxograma do experimento de avaliação dos efeitos da exposição de Microcystis 
aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4) à diferentes concentrações de ferro. O controle representa as 
condições ótimas de crescimento no meio de cultura ASM-1. 

 

 

Cultura estoque 
(NPLJ-4) 

Retirada de inóculo 
(3,25 x 105 células de M. 

aeruginosa.mL-1) 

Cultivo por 35 dias 
25,4ºC ± 2ºC 

12 horas (luz:escuro) 
62,1 ± 6,29 µmol•m-2•s-1 

Alternância de posição dos frascos 
Agitação manual 2 vezes ao dia 

 

Adição de 800 mL 
de ASM-1 para cada 

réplica em cada 
tratamento 

         Controle          T1               T2     T3 

1,0µM  
FeCl3•6H2O 

(n=3) 
 

4,0µM 
FeCl3•6H2O 

(n=3) 

0,5µM 
FeCl3•6H2O 

(n=3) 
 

10µM 
FeCl3•6H2O 

(n=3) 

Análise de 
biovolume 

 
Análise de densidade 
numérica, clorofila a e 

morfologia celular. 

Análise de 
teor de MCY 

 

10, 20 e 30º dia 

Dias 
alternados 

0, 6, 12, 18, 24, 30 e 35º  dia 
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As culturas de M. aeruginosa cresceram em estufa incubadora climatizada (Modelo 

NT 0708), com fotoperíodo de 12 horas; à temperatura de 25,5ºC ± 1,1ºC; e 

intensidade luminosa constante entre 61 e 69 µmol fótons•m-2•s-1 (média de 66 ± 

2,35 µmol•m-2•s-1) proveniente de 4 lâmpadas fluorescentes de 20 Watts (luz branca 

fria). A luminosidade foi medida através de aparelho Field ScouTM Quantum Light 

Meters e a faixa de luz desejada foi obtida através do revestimento das lâmpadas 

com papel parafinado e sombrite (Figura 4.2). Estas ações também foram realizadas 

na montagem estrutural da estufa de manutenção da cepa de M. aeruginosa. 

Durante o período experimental, cada frasco foi trocado de posição nas prateleiras 

da estufa incubadora e as culturas foram homogeneizadas através de agitação 

manual, duas vezes ao dia (manhã e tarde).  

Além disso, a alteração da posição das culturas e a agitação dos erlenmeyers foram 

realizadas a cada dois dias, sempre após o término das amostragens (Figura 4.2), a 

fim de garantir as trocas gasosas entre o cultivo e o espaço vazio no frasco 

(headspace), diminuir o efeito de diferenças de intensidade luminosa e temperatura 

sobre as culturas, e propiciar adequada homogeneização da biomassa celular 

quanto à ação da luz e temperatura.  

 

 

Figura 4.2  - Sombrite e papel parafinado utilizados para atenuar a luminosidade até a faixa de luz 
utilizada nos experimentos. Metodologia de rotação das culturas adotada durante o experimento e 
disposição das réplicas em cada prateleira. 

 
 

T = 0 T = 2 
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4.3.2  Efeitos da exposição de Microcystis aeruginosa à radiação 
ultravioleta 

 

As culturas de M. aeruginosa do 35º dia de crescimento tratadas com diferentes 

concentrações de cloreto férrico hexahidratado (0,5; 1,0; 4,0 e 10 µM) foram 

utilizadas para avaliar a influência da radiação ultravioleta (UV) com comprimento de 

onda entre 200 e 280 nm (UV-C), como fator interveniente no crescimento desta 

cianobactéria e na sua produção de microcistina (MCY) (Figura 4.3). Lembrando que 

cada experimento foi realizado separadamente. 

Inicialmente foram realizadas na capela de fluxo laminar amostragens para análises 

das variáveis: densidade numérica, biovolume celular, concentração de clorofila-a e 

quantificação de microcistina das tréplicas de cada cultura. Em seguida, um volume 

de 200 mL foi retirado de cada réplica de cada tratamento e do controle (4,0 µM), 

utilizando-se pipeta automática com volume máximo de 10 mL (Socorex) e provetas6 

de vidro estéreis, para se obter volume final de 600 mL, que foram adicionados em 

seus respectivos refratários de vidro (Tabela 4.3), resultando numa altura de 2,5 cm 

de cultura em cada recipiente. A concentração do inóculo adicionado a cada 

refratário foi de 107 células•mL-1 (Figura 4.4A e 4.4B) (Tabela 4.2). 

 
Tabela 4.2 – Concentrações do inóculo (densidades médias de cada tratamento e do controle, n=3) 

utilizadas no experimento de exposição à radiação UV-C e as concentrações iniciais obtidas no 
volume final de 600 mL 

Experimento Cloreto Férrico Hexahidratado 

Concentração 0,5 µM 1,0 µM 4,0 µM 10,0 µM 

Inóculo 1,8 x 107 2,3 x 107 2,0 x 107 1,8 x 107 

T = 0 (Cinicial) 1,2 x 107 1,9 x 107 1,6 x 107 1,3 x 107 

 
 
 

 

                                                           

6 Para cada frasco foram reservados materiais e vidrarias estéreis exclusivas. 
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Figura 4.3  - Fluxograma do experimento de avaliação dos efeitos da exposição de Microcystis 
aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4) à radiação ultravioleta C (UV-C). 

• Alteração da posição e 
homogeneização das culturas. 
• Amostragem para análise de: 

- densidade numérica 
- clorofila-a 
- biovolume  
- teor de MCY 
- morfologia celular 

Formação da amostra composta 
para cada tratamento 

• Mistura de 200 mL de cada 
réplica (total 600mL) 

Exposição à luz UV-C por 8h 

Retirada de inóculo (3,25 x 105 células de M. aeruginosa•mL-1) 

Cultivo por 35 dias 
25,4ºC ± 2ºC 

12 horas (luz:escuro) 
62,1 ± 6,29 µmol•m-2•s-1

 

Alternância de posição dos frascos 
Agitação manual 2 vezes ao dia 

T2 
1,0 µM  

FeCl3•6H2O 

Controle 
4,0 µM 

FeCl3•6H2O 

T1 
0,5 µM 

FeCl3•6H2O 

T3 
10 µM 

FeCl3•6H2O 

A cada 2h 

Adição de 800 mL de ASM-1 para cada réplica em cada tratamento 

Cultura estoque 
(NPLJ-4) 
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Os quatros recipientes foram posicionados na capela de fluxo laminar abaixo da 

lâmpada UV-C germicida de 254 nm (marca Philips, GER T18, 15 Watts, SCT 03S-

Y; comprimento de 45,5 cm e diâmetro de 2,6 cm), que estava posicionada 

verticalmente no centro da capela (Figuras 4.4 C e D). A intensidade de radiação 

UV-C foi determinada através de medidor de raios ultravioleta (dimensões: 200 x 68 

x 30 mm; e espectro de 290 a 390 nm), equipado com sensor destacável 

(dimensões: 82 x 55 x 7 mm), ambos da marca Instrutemp – Instrumentos de 

Medição. Desta forma, a intensidade média de UV-C (30 mJ•cm2  = 30 mW•s•cm2) 

nas lâminas líquidas ou suspensões de Microcystis aeruginosa  nos refratários foi 

2,0 ± 1,41 µW•cm-2•s-1 (ou 0,002 ± 0,0014 mW•cm-2•s-1) e a dosagem após 8 horas 

de exposição foi 16 ± 1,41 µW•cm-2•s-1
. 

A Tabela 4.3 e Figura 4.4 demonstram as dimensões estruturais da capela de fluxo 

laminar, dos recipientes utilizados ao longo do tratamento e do delineamento 

experimental em relação à posição da lâmpada UV-C. 

 
Tabela 4.3  – Medidas estruturais da capela, dos refratários e do delineamento experimental 

Descrição Medida 

Altura entre a lâmpada UV e a base (fundo) do refratário 57 cm 

Altura da cultura de M. aeruginosa (600 mL) nos refratários  2,5 cm 

Distância da parede interna da capela até metade (centro) dos refratários 22 cm 

Distância da parede interna da capela até o início das bordas* dos refratários 10 cm 

Comprimento da junção dos quatro refratários alinhados  70 cm 

Comprimento do refratário de vidro 29,5 cm 

Largura do refratário de vidro 17,8 cm 

Altura do refratário 5 cm 

Comprimento da câmara de fluxo laminar 127 cm 

Largura da câmara de fluxo laminar 59 cm 

Altura da câmara de fluxo laminar 60 cm 

*  Borda de vidro do refratário posicionada a frente da parede interna (fundo) da capela de fluxo 
laminar. 
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Figura 4.4  - (A) Corte frontal da câmara de fluxo laminar e posição dos refratários no tempo zero 
hora; (B) Corte lateral da câmara com medições e posição do refratário em relação à lâmpada UV-C; 
(C) Fotografia frontal com destaque para a coloração amarelada das culturas com tempo de 35 dias; 
e (D) Fotografia frontal da câmara e posicionamento dos refratários no tempo zero (ausência de 
dosagem – D0 – de UV-C) 

 
 
Vale ressaltar que a junção dos volumes de cada réplica deve-se a limitação de 

espaço físico imposta pela capela de fluxo laminar (comprimento de 127 cm, largura 

de 59 cm e altura de 60 cm) que não conteria os 12 Erlenmeyers totais (n= 3 x 4) 

para a execução do experimento. Logo, não foi possível executar a simulação com 

réplicas.  
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Antes do início da exposição à UV-C, amostras (controle) foram recolhidas para 

observação em microscópio, determinação da densidade numérica, biovolume 

celular (biomassa) e concentração de clorofila-a; além de avaliação de microcistina 

em HPLC-PDA. Posteriormente, as culturas foram expostas à radiação UV-C 

durante 8 horas e a cada 2 horas foram retiradas alíquotas para análise das mesmas 

variáveis já citadas, após homogeneização do líquido. Além disso, ao final de cada 

amostragem os refratários eram mudados de posição (Tabela 4.4) e acendia-se 

novamente a lâmpada UV-C.  

Tabela 4.4  – Esquema de rodízio das culturas de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) nos refratários de 
vidro expostos à UV-C a cada 2 horas 

Horas (h) Cloreto Férrico Hexahidratado 

T = 0 a 2 0,5 µM 1,0 µM 4,0 µM 10,0 µM 
T = 2 a 4 10,0 µM 0,5 µM 1,0 µM 4,0 µM 

T = 4 a 6 4,0 µM 10,0 µM 0,5 µM 1,0 µM 

T = 6 a 8 1,0 µM 4,0 µM 10,0 µM 0,5 µM 
 
 

4.4 AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) 
 

4.4.1 Densidade numérica, biovolume celular e curva  de crescimento 

 
Alíquotas da cultura de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4), submetida aos ensaios de 

estresse (ferro e UV-C), foram preservadas com solução de lugol acético 4% 

(SIPAÚBA-TAVARES; ROCHA, 2003; LOURENÇO, 2006; modificado de BICUDO; 

MENEZES, 2006) em microtubos do tipo Eppendorf 1,5 mL (proporção de ± 40 µL = 

0,04 mL para 1 mL de cultura) para estimativa da densidade numérica e biovolume 

celular e posterior montagem das curvas de crescimento. 

As análises quantitativas para determinação da densidade numérica foram 

realizadas em duplicata através de câmara de Neubauer espelhada da marca Labor 

Optik (área total de 9,0 mm2 e volume de 0,9 mm3), em microscópio óptico comum 

Olympus CX 41, equipado com ocular de medição, com aumento de 400 vezes, 

conforme método descrito por Sipaúba-Tavares e Rocha (2003) e Lourenço (2006). 

Esta câmara apresenta marcações de dimensões conhecidas e requer pequeno 

volume de amostra (Figura 4.5).  
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Figura 4.5  - As duas zonas de contagem da câmara de Neubauer, separadas por um sulco horizontal 
e limitadas de cada lado por um canal vertical, e a colocação da lamínula sobre estas zonas. 

Fonte: Ciência Viva (2009). 

 
A contagem das células foi efetuada em todo quadrado central da área de contagem 

da câmara (Figura 4.6-Y) quando as células e as colônias fossem facilmente 

distinguíveis para a contagem.  

Contudo, quando a amostra apresentasse grande quantidade de células e colônias 

envolvidas em bainha de mucilagem em vários planos de visualização, a contagem 

era realizada em apenas cinco subquadrados para se evitar a perda de amostra por 

evaporação durante a contagem, que inviabilizaria a confiabilidade dos resultados. 

Para tanto, eram escolhidos os quatro subquadrados que formam as esquinas do 

quadrado central e o subquadrado central (Figura 4.6-Z), ou seja, foram contadas 

apenas as células contidas num volume igual a 5/25 ou 1/5 do volume total do 

quadrado central.  

O quadrado central da câmara de Neubauer (composta por nove quadrados) é 

subdividido em 25 subquadrados e apresenta área de 1 mm2 e volume de 0,1 mm3 

(ou 1 mL) (Figura 4.6). Vale ressaltar que a altura da lamínula até a câmara é de 0,1 

mm. Desta forma, a densidade foi expressa em células•mL-1 e calculada segundo as 

Equações 4.1 e 4.2. 
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Figura 4.6  - Zonas de contagem da câmara de Neubauer (X), vista microscópica da área total de 
contagem na câmara de Neubauer, com destaque em vermelho para o quadrado central (Y) e dos 5 
subquadrados (Z) onde foram efetuadas as contagens de Microcystis aeruginosa. 

Fonte: Ciência Viva (2009) modificado. 

 
 

Densidade = 
Número total de células contadas 

Equação 4.1 
Número de subquadrados contados  x  4  x  10-6 

 
Assim,  

 

Densidade = Número total de células contadas   x   F Equação 4.2 

 
 

Onde: Fator de multiplicação (F) = 10.000 (contagem das células sedimentadas 

em todo o quadrado central ou 25 subquadrados). 

 Fator de multiplicação (F) = 50.000 (contagem das células de apenas 5 

subquadrados contidos no quadrado central). 
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Por outro lado, o volume celular das células quantificadas de 

(BOX, 1980) foi estimado considerando

utilizando modelos geométricos aproxim

conforme metodologia proposta por Edler (1979)

Sun e Liu (2003) e Vadrucci, Cabrini e Basset (2007). No caso desta espécie foi 

adotada a forma da esfera e elipsóide (BOX, 1980) (Figur

solitárias como células em fase final de divisão celular (telófase). 

Nas amostras de tempo igual a zero, 6, 12, 18, 24, 30 e 35 dias de

ferro, 15 células de cada tratamento e do controle, no mínimo, foram medidas 

através de régua de medição. Neste caso os volumes médios foram extrapolados 

para os demais dias. Já no experimento de exposição ao ultravioleta, 15 células de 

todas as amostras foram medidas com intuito de se obter volume celular por horár

e por controles (4 µM de 

Posteriormente às medições, a média aritmética foi calculada a partir dos volumes 

celulares obtidos para cada situação descrita anteriormente. O biovolume (µm

foi calculado a partir da multiplicaçã

numérica, sendo os resultados convertidos em mm

 

Figura 4.7  – Fotografia do 6º dia de 
e ilustrativo do cálculo de biomassa via volume celular

Fonte: Lázaro (2012). 

 

LÁZARO, G.C.S. (2012) 

Por outro lado, o volume celular das células quantificadas de Microcystis aeruginosa

(BOX, 1980) foi estimado considerando-se as dimensões médias destas células, 

utilizando modelos geométricos aproximados de acordo com o formato celular 

logia proposta por Edler (1979), Hillebrand e colaboradores (1999), 

e Vadrucci, Cabrini e Basset (2007). No caso desta espécie foi 

adotada a forma da esfera e elipsóide (BOX, 1980) (Figura 4.7

solitárias como células em fase final de divisão celular (telófase). 

Nas amostras de tempo igual a zero, 6, 12, 18, 24, 30 e 35 dias de

ferro, 15 células de cada tratamento e do controle, no mínimo, foram medidas 

ravés de régua de medição. Neste caso os volumes médios foram extrapolados 

para os demais dias. Já no experimento de exposição ao ultravioleta, 15 células de 

todas as amostras foram medidas com intuito de se obter volume celular por horár

(4 µM de ferro e amostras sem exposição ao UV-

Posteriormente às medições, a média aritmética foi calculada a partir dos volumes 

celulares obtidos para cada situação descrita anteriormente. O biovolume (µm

foi calculado a partir da multiplicação do volume celular médio pela densidade 

numérica, sendo os resultados convertidos em mm3•L-1 ao dividir por 10

 

 

 
 

Fotografia do 6º dia de Microcystis aeruginosa (acervo pessoal) e esquema matemático 
e ilustrativo do cálculo de biomassa via volume celular. 

V  =  µm3•mL -1  ÷

65 

Microcystis aeruginosa 

se as dimensões médias destas células, 

ados de acordo com o formato celular 

, Hillebrand e colaboradores (1999), 

e Vadrucci, Cabrini e Basset (2007). No caso desta espécie foi 

4.7), tanto em células 

solitárias como células em fase final de divisão celular (telófase).  

Nas amostras de tempo igual a zero, 6, 12, 18, 24, 30 e 35 dias de experimento do 

ferro, 15 células de cada tratamento e do controle, no mínimo, foram medidas 

ravés de régua de medição. Neste caso os volumes médios foram extrapolados 

para os demais dias. Já no experimento de exposição ao ultravioleta, 15 células de 

todas as amostras foram medidas com intuito de se obter volume celular por horário 

C).  

Posteriormente às medições, a média aritmética foi calculada a partir dos volumes 

celulares obtidos para cada situação descrita anteriormente. O biovolume (µm3•mL-1) 

o do volume celular médio pela densidade 

ao dividir por 106. 

 

(acervo pessoal) e esquema matemático 

÷  106  =  mm 3•L-1 
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Já a taxa  de  crescimento (µ, dia-1) e o tempo  de  geração ou  duplicação  celular 

(G = divisões celulares•dia-1) do experimento do cloreto de ferro hexahidratado foram 

calculados (Equações 4.3 e 4.4) segundo Fogg e Thake (1987), APHA; AWWA; 

WEF (2005) e Lourenço (2006).  

 

Taxa de Crescimento ( dia-1)   = 
ℓn • N2   –   ℓn • N1 Equação 4.3 

T2   –   T1  

 
 

Tempo de Geração (divisões • dia-1)   =      
ℓn • 2 Equação 4.4 

Μ  

 
 

Sendo:  ℓn  =  logarítmo neperiano  

N2  =  número de células•mL-1 no tempo T2 

N1  =  número de células•mL-1 no tempo T1 

T2  -  T1  =  intervalo de tempo em dias 

µ  =  velocidade específica de crescimento ou taxa de crescimento 

 

4.4.2 Concentrações de clorofila- a: estimativa da biomassa 

 
Para a determinação das concentrações de clorofila-a (µg•L-1 ou g•m-3) e montagem 

da curva de crescimento, amostras de Microcystis aeruginosa, submetidas aos 

diversos tratamentos, foram retiradas a cada 2 dias e foram filtradas em filtro de fibra 

de vidro GF-6 (25 mm de diâmetro, Macherey-Nagel). Os filtros contendo as células 

foram acondicionados em papel alumínio, depositados em recipiente âmbar 

contendo sílica gel e armazenados em refrigerador a +4ºC para posterior etapa de 

extração a frio do pigmento (LORENZEN, 1967; APHA; AWWA; WEF, 2005; 

CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006). 
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Deve-se ressaltar que o volume retirado a cada amostragem esteve condicionado ao 

reduzido número de células nos períodos iniciais de crescimento e elevada 

densidade na fase final do experimento, bem como ao volume total de cultura nos 

erlenmeyers (820 mL), de forma que o volume total retirado de alíquotas (76 mL) 

não provocasse estresse à cultura e comprometimento dos resultados dos 

experimentos.  

A extração dos pigmentos fotossintéticos foi realizada por trituração do filtro 

contendo as células, no escuro, através de mixer com haste e utilizando-se 10 mL 

de acetona 90%, seguida de repouso dos extratos, refrigeração a +4ºC e abrigo da 

luz, por um período entre 20 e 24 horas (overnight), conforme APHA, AWWA, WEF 

(2005) modificado.  

Os extratos foram submetidos à centrifugação (centrífuga marca FANEM), sob 

velocidade de 3.000 rpm (rotações por minuto), durante 25 minutos e a leitura das 

absorvâncias da fração líquida (sobrenadante) dos extratos, depositada em cubeta 

de quartzo (marca Micronal, caminho óptico de 1 cm), foi executada em 

espectrofotômetro (marca Micronal, modelo B-582) e em duplicata, nos 

comprimentos de onda de 665 e 750 nm, sendo posteriormente calculado as 

concentrações de clorofila-a. Para a leitura da amostra, foi utilizado como branco o 

solvente orgânico acetona 90%. Sequencialmente à primeira leitura, as amostras 

foram acidificadas com 100 µL (ou 0,1 mL) de ácido clorídrico 0,2 molar (M) e uma 

nova leitura foi realizada para quantificar o pigmento ativo (modificado de 

STRICKLAND; PARSONS, 1972; ARAR; COLLINS, 1997; APHA; AWWA; WEF, 

2005; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).  

O espalhamento de luz observado em 750 nm foi descontado nos cálculos, 

utilizando-se o solvente acetona como o branco. Para tanto, utilizou-se a fórmula 

proposta por Lorenzen (1967)  (Equação 4.5) para obter as concentrações  de 

clorofila-a (µg•L-1 ou g•m-3) e, assim efetuar a montagem das curvas de crescimento. 

 

Clorofila-a = [ ( U665 – U750 ) – ( A665 – A750 ) ] ·•  v ·•  F ·•  K Equação 4.5 

  V ·•· L  
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Sendo:  U665  =  absorbância do extrato antes da acidificação no λ = 665 nm  

U750  =  absorbância do extrato antes da acidificação no λ = 750 nm  

A665  =  absorbância do extrato depois da acidificação no λ = 665nm 

A750  =  absorbância do extrato depois da acidificação no λ = 750nm  

v  =  volume de acetona utilizado na extração (10,0 mL) 

F  =  fator (constante) para equiparar a redução em absorbância para a 

concentração inicial da clorofila-a (2,43)  

K  =  coeficiente de absorção da clorofila-a para acetona (11,0)  

V  =  volume da água filtrada (L)  

L  =  comprimento da cubeta (cm) ou passo óptico (cm) 

 
 

4.5 ANÁLISES QUANTITATIVAS DE MICROCISTINAS POR CLAE-PDA 
 

4.5.1 Padrões cromatográficos, solventes e reagente s 

 
Os padrões cromatográficos das variantes de microcistinas (MCY): RR (MCY-RR, 

código M1537-25UG), LA (MCY-LA, código M4194-100UG) e LR (MCY-LR, código 

33893) foram adquiridas da SIGMA-ALDRICH para as análises cromatográficas 

(95% de grau de pureza). Todas as soluções estoque de microcistina foram diluídas 

em metanol, filtrados em membrana Millex PTFE (0,22 µm de porosidade; 13 mm de 

diâmetro; Millipore Corporation®) e armazenados em vials, com posterior 

acondicionamento em freezer -22ºC. 

Os reagentes utilizados para as análises cromatográficas apresentavam grau 

analítico para HPLC. Os solventes, metanol e acetonitrila, eram das marcas Tedia e 

Carlos Erba, enquanto que o ácido trifluoroacético (TFA) foi obtido junto a Merck. Já 

a água ultrapura utilizada nas análises foi produzida através do sistema Milli-Q 

(Millipore) instalado no Laboratório de Saneamento da UFES (LABSAN). 
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4.5.2 Extração, determinação e quantificação de mic rocistina em CLAE-PDA 

 
No 10º, 20º e 30º dia de experimento do íon ferro foram retiradas amostras de 50 mL 

das réplicas de cada tratamento e do controle; enquanto que nos ensaios de 

exposição à radiação UV-C realizou-se amostragem de 50 mL de cada recipiente 

desde o momento sem exposição (controle) até a 8ª hora de exposição. Tais 

amostras foram armazenadas em freezer -22ºC para posteriores análises 

cromatográficas de microcistina total (intracelular mais extracelular) em 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), sistema HPLC-PDA. 

Posteriormente ao descongelamento do material; as amostras foram fervidas em 

micro-ondas em três (3) ciclos de ebulição7 de 9 minutos (totalizando 27 minutos) 

(modificado de AGUJARO, 2007; SILVA-STENICO et al. (2009)), visando maximizar 

o processo de rompimento celular, que foi iniciado com gelo prosseguido de degelo.  

Em seguida, as amostras foram  filtradas  a vácuo em microfiltro de fibra de vidro 

GF-1 (diâmetro de 47 mm, Macherey-Nagel), com porosidade igual a 0,45 µm, e 

acidificadas ao pH 8,1 ± 0,05 por adição de ácido clorídrico (HCl) 1 molar (M), sendo 

o filtrado submetido ao processo de purificação e concentração pela técnica de 

extração em fase sólida (Solid Phase Extraction – SPE) através de cartuchos PP 

Chromabond® C18ec (octadecil, volume de 6 mL, adsorvente de 500 mg; Macherey-

Nagel) e sob ação da gravidade, segundo método modificado de Lawton, Edwards e 

Codd (1994) e Albuquerque Junior, Melo e Franco (2007).  

Os cartuchos de extração foram condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de 

água ultra pura (Milli-Q), conforme orientação do fabricante, antes da inserção das 

amostras. Após o término de passagem das amostras pelos cartuchos, prosseguiu-

se com as etapas de lavagem dos cartuchos (20 mL de água ultra pura e 20 mL de 

metanol 10%, 20% e 30%, respectivamente); eluição do analito (microcistinas) com 

20 mL de solução de metanol:água:ácido trifluoroacético (89,9:10:0,1% 

volume/volume); evaporação em banho-maria à 45ºC; ressuspensão do resíduo em 

1 mL de metanol 100%; filtração em unidade filtrante GV Millex em polietileno com 

membrana Durapore (13 mm de diâmetro e 0,22 micra (µm) de poro, Millipore 

Corporation®); e avaliações cromatográficas por fase reversa (MARTINS, 2010).  

                                                           

7 A ebulição de cultura com microcistina não inativa sua toxicidade. 
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Para tanto, uma coluna analítica de gel de sílica octadecilsilanizada (C18) Symmetry 

300 (250 x 4,6 mm, 5 µm de porosidade) foi utilizada nas análises em cromatógrafo, 

cuja separação foi realizada pelo gradiente de água e acetonitrila, ambos 

acidificados com 0,1% de ácido trifluoroacético (TFA) (Tabela 4.5) (MARTINS; 

ANTUNES; CASSINI, 2009).  

Enquanto que a detecção de microcistinas nos eluatos foi realizada por análise em 

fotodiodo (PDA) e o espectro de absorção encontrava-se na faixa de 190 a 300 nm. 

Ainda, os picos referentes às variantes de microcistinas foram identificados por 

máxima absorção no comprimento de onda (λ) de 238 nm (LAWTON; EDWARDS; 

CODD, 1994). 

O sistema cromatográfico líquido empregado foi o modelo SHIMADZU CBM-20A, 

com degaseificador DGU-20AS, bombas LC-20AT, injetor automático SIL-20AHT, 

forno CTO-20A e detecção realizada por detectores de arranjo de diodos (PDA) 

SPD-M20A. Entretanto, os solventes utilizados na fase móvel (ácido trifluoroacético 

e acetonitrila) foram previamente filtrados em membranas de PTFE (0,45 µm de 

porosidade e 47 mm de diâmetro, Millipore Corporation®) e degasseificadas em 

banho de ultrassom (Limpsonic®), respectivamente. 

O volume injetado no cromatógrafo foi de 30 µL e a temperatura do forno e do 

detector foi controlada a 30ºC. A eluição das variantes de microcistina ocorreu sob 

fluxo de 0,8 mL•minuto-1 e cada réplica dos tratamentos foi analisada em duplicata, 

nas avaliações cromatográficas, sendo utilizado os valores médios. Os 

cromatogramas obtidos a partir do gradiente representado na Tabela 4.5 foram 

integrados e analisados em 238 nm através do software LC Solution (SHIMADZU 

Corporation). Para construção da curva analítica de calibração para a microcistina-

LR (Sigma-Aldrich), uma solução estoque padrão de 1 µg•L-1 foi previamente 

preparada e armazenada em um vial.  

Posteriormente, a quantificação de microcistina foi realizada correlacionando-se o 

valor da área de quantidade conhecida de padrão com as áreas dos picos das 

amostras dos ensaios, ambas obtidas nas mesmas condições cromatográficas 

(MARTINS, 2010). Tanto as amostras do cultivo quanto as soluções-estoque destas 

variantes foram armazenadas em vials e acondicionadas em freezer -20 ºC. 
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Tabela 4.5  – Gradiente linear dos solventes A (água e TFA 0,1%) e B (acetonitrila e TFA 0,1%), sob 
fluxo de 0,8 mL por minuto, utilizado para análise de microcistinas por CLAE-PDA, de acordo com 

método validado por Martins (2010). 

Solvente Tempo de Retenção (minutos) 

(%) 0 12 13 28 

Solvente A: água e TFA 0,1%  65 48 65 65 

Solvente B: acetonitrila e TFA 0,1% 35 52 35 35 

Fonte: Martins (2010). 

 

Assim, a sensibilidade do método validado por Martins (2010) permite determinar os 

limites de detecção8 e de quantificação9, segundo Equações 4.6 e 4.7 (BRASIL – 

ANVISA, 2003), respectivamente, e conforme Tabela 4.6. Vale destacar que o 

intervalo ou faixa linear do método refere-se ao limite de quantificação até a 

concentração máxima da linearidade (5,0 µg de MCY•mL-1) (MARTINS, 2010). 

 
 

Limite de Detecção (LD) = 
DPα • 3 Equação 4.6 

IC 
 
 

Limite de Quantificação (LQ) = 
DPα • 10 Equação 4.7 

IC 
 
 
 

Onde: DPα  =  desvio padrão do intercepto com o eixo Y de, no mínimo, 3 

curvas de calibração construídas contendo concentrações do analito 

próximas ao suposto limite de quantificação.  

 IC  =  inclinação da curva de calibração 

 

  

                                                           

8  Menor concentração do analito a ser detectada e não necessariamente quantificado. 

9 Menor concentração do analito na amostra a ser quantificada com precisão e exatidão aceitáveis, considerando 
que o limite do equipamento ainda não tenha sido atingido. 
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Tabela 4.6  - Limite de Detecção (LD) e de quantificação (LQ) das variantes de microcistina (MCY) 
conforme método validado por Martins (2010) 

 MCY-RR MCY-LR MCY-LA 

Limite de Detecção (µg •L-1) 0,05 0,03 0,11 

Limite de Quantificação (µg•L-1) 0,18 0,10 0,38 

 
 

4.5.3 Construção das curvas analíticas da microcist ina 

 

Para a determinação da concentração de microcistina das amostras dos 

experimentos de ferro e UV-C, estabeleceu-se uma relação, por regressão linear, 

entre a área do pico da toxina e as concentrações dos padrões utilizados para a 

calibração do método. Os pontos da reta obtida pela relação área/concentração 

foram apresentados na forma de gráficos.  

Os pontos da reta obtida pela relação área/concentração de cada variável de 

microcistina estão apresentados nas Figuras 4.8, 4.9 e 4.10. O coeficiente de 

correlação (R2) obtido para a determinação desta relação, em que [MYC] é a 

concentração de microcistina, em µg•mL-1, também está apresentado na Figuras 4.8, 

4.9 e 4.10.  

 

 
 
Figura 4.8  - Curva de linearidade e regressão linear entre a área do pico da toxina e sua 
concentração do padrão de microcistina LR (MCY-LR) utilizado para a calibração do método. 
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Figura 4.9  - Curva de linearidade e regressão linear entre a área do pico da toxina e sua 
concentração do padrão de microcistina LA (MCY-LA) utilizado para a calibração do método. 

 
 
 

 
 

Figura 4.10  - Curva de linearidade e regressão linear entre a área do pico da toxina e sua 
concentração do padrão de microcistina RR (MCY-RR) utilizado para a calibração do método. 
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4.6 TRATAMENTO E ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

As análises estatísticas foram aplicadas apenas aos dados do experimento de 

cloreto férrico hexahidratado que foi conduzido em tréplica (n = 3), diferente do 

experimento de exposição à UV-C, realizado somente com uma réplica por causa da 

limitação de espaço na capela de fluxo laminar.   

Assim, estatística descritiva foi empregada para analisar os dados através do 

programa Microsoft® Office Excel® 2007. Para tanto, foram determinados os valores 

mínimo, máximo, média aritmética como medida de tendência central para os dados 

em triplicata, desvio padrão (DPad) e o coeficiente de variação (CV%) como 

medidas do grau de dispersão dos dados em relação às médias.  

Em seguida, para cada variável experimental foi analisada a normalidade dos dados 

através do teste Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, as variáveis que não 

tivessem uma distribuição normal foram logaritmizadas e foi realizada a análise de 

medidas repetidas lineares de modelo geral (GML) e teste de Tukey para múltiplas 

comparações utilizando-se o aplicativo SPSS versão 8.0. (Statistical Package for the 

Social Sciences). Foram considerados dados com variação significativa para o nível 

de confiança de 95% (p < 0,05).  

O testes no experimento do ferro foram aplicados nas variáveis densidade numérica, 

biovolume, concentrações de clorofila-a, taxa de crescimento, tempo de geração, e 

concentração e área do pico cromatográfico da microcistina-LR. 

Em contrapartida, não foi possível realizar análise estatística de diferença de médias 

com os dados do experimento de exposição à radiação UV-C, visto que foi analisada 

amostra composta (união das triplicatas do experimento do cloreto de ferro 

hexahidratado). Este procedimento deve-se a falta de espaço na capela de fluxo 

laminar. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
Nesse item são apresentados e discutidos os resultados dos ensaios realizados em 

laboratório. Primeiramente foram discutidos os efeitos sobre o crescimento e 

biomassa de Microcystis aeruginosa Kützing (NPLJ-4), a partir de diferentes 

concentrações de íon ferro e pela exposição à radiação ultravioleta C. Em seguida, 

efeitos qualitativos e quantitativos sobre a produção de microcistinas foram 

examinados visando compreender os impactos de diferentes teores de ferro e de 

diferentes dosagens/exposição de UV-C. 

Ademais, os dados de densidade e biovolume foram transformados em logarítmo 

neperiano antes de serem plotados em gráficos. 

 

5.1 EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO E BIOMASSA DE Microcystis 
aeruginosa 

 

5.1.1 Exposição a diferentes concentrações de íon f erro 

 

Nos tratamentos com diferentes concentrações de cloreto férrico hexahidratado (0,5; 

1; 4 e 10 µM) foi observado que, em geral, as fases do crescimento de Microcystis 

aeruginosa (NPLJ-4) foram caracterizadas por uma fase de adaptação celular ou lag 

no intervalo entre 0 (zero) e 5 dias; que é sucedida por uma fase exponencial ou 

logarítmica (log) equivalente a 11 dias (6º ao 14º dia), caracterizada por um aumento 

numérico de células esféricas, unicelulares, agrupadas em colônias e, ainda, em 

divisão celular. 

Posteriormente a população das culturas exibe uma fase estacionária do 16º ao 35º 

dia em termos de densidade numérica e biovolume em todos os tratamentos (Figura 

5.1). Os valores de biomassa calculados através do método de biovolume 

apresentaram o mesmo comportamento que a densidade numérica de células. 

Sá (2006) relata uma curva de crescimento da cepa NPLJ-4 com fase log entre 6 e 

18 dias, que se assemelha aos dados obtidos nesta pesquisa. Em relação às 

amostras controle (4 µM de FeCl3•6H2O), a fase exponencial encontra-se entre 8 e 

14 dias. 
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Segundo Lourenço (2006), a duração de cada estágio depende de fatores como a 

espécie examinada, as concentrações de nutrientes ou elementos-traços oferecidos, 

a intensidade de luz, o volume e a forma de cultivo, dentre diversos outros fatores. 

 

 

Figura 5.1  - Curva logarítmica de crescimento (ℓn•mL-1) de  Microcystis aeruginosa (cepa tóxica 
NPLJ-4)  sob o efeito de diferentes concentrações de ferro, ao longo de 35 dias: 0,5 (círculo aberto), 1 
(quadrado preto), controle ou 4 (triângulo aberto) e 10 (círculo preto) µM de ferro, respectivamente. 
Cada ponto representa a média de três réplicas (n=3). 

 

Em relação à densidade numérica (n = 3) ao longo do tempo de 35 dias de 

crescimento, as culturas com 0,5 µM de ferro (cloreto férrico hexahidratado) 

apresentaram densidade mínima de 4,5 x 104 células•mL-1, máxima de 2,6 x 107 

células•mL-1 e valores médios entre 5,3 x 104 e 1,8 x 107 células•mL-1. O tratamento 

de 1 µM atingiu valores mínimos de 4,5 x 104 células•mL-1, máximo de 2,7 x 107 

células•mL-1 e valores médios entre 6,3 x 104 e 2,3 x 107 células•mL-1. Valores estes 

bem próximos aos encontrados no tratamento com 0,5 µM.  
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O controle (4 µM) apresentou densidades médias superiores aos dois cultivos 

anteriores, entre 9,0 x 104 e 2,0 x 107 células•mL-1, mínimo de 6,0 x 104 e máximo de 

3,1 x 107 células•mL-1. Já o tratamento com 10 µM do mesmo elemento registrou 

valores médios de densidade entre 8,7 x 104 e 1,8 x 107 células•mL-1, mínimo de 8,0 

x 104 e máximo de 2,8 x 107 células•mL-1. O coeficiente de variação (CV%) para os 

tratamentos e controle foi de 57,74%. 

Além do exposto anteriormente (Figura 5.1), as culturas tratadas com 1 µM de ferro 

demonstraram maior crescimento em termos de densidade numérica, especialmente 

no 10º, 20º , 30º e 35º dia (3,5 x 106; 1,5 x 107; 1,9 x 107 e 2,3 x 107 células•mL-1, 

respectivamente); seguido do tratamento com 10 µM e do controle (4 µM), que 

alternavam os valores mínimos e máximos. Já as culturas com 0,5 µM de ferro 

apresentaram os menores valores em densidade (2,7 x 106 no 10º dia; 9,6 x 106 

células•mL-1 no 20º dia; 1,3 x 107 células•mL-1 no 30º dia e 1,8 x 107 células•mL-1.no 

35º dia).  

Além da densidade numérica, outra maneira de quantificar organismos 

fitoplanctônicos, como cepas de cianobactérias, é através da estimativa da sua 

biomassa através do biovolume, que é um dado importante em função da 

diversidade de tamanhos entre as mesmas espécies submetidas a tratamentos e 

condições de estresses diferentes (NUNES, 2003). Portanto, tem sido prática 

freqüente, conforme Margalef (1983), multiplicar os valores da densidade numérica 

das espécies por um valor aproximado do volume médio de suas respectivas 

células, obtendo-se um valor muito próximo da biomassa algal. 

A Figura 5.2 representa a biomassa em termos de biovolume celular. Este 

acompanhou os valores de densidade numérica (Figura 5.1), com as culturas de 1 

µM de ferro apresentando maior biomassa, enquanto que as culturas sob menor 

limitação de ferro (0,5 µM) proporcionaram menor biomassa. 

O biovolume celular da Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4) aumentou do 6º 

até o 16º dia, com tendência a estabilização (fase estacionária) a partir do 18º dia. 

Além disso, apresentou uma redução no 26º dia, elevando-se do 28º ao 35º dia, 

assim como nos dados de densidade numérica. 
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Ainda no tratamento com 0,5 µM de íon ferro registrou-se biomassa (n = 3) mínima 

de 1 mm3 de células•L-1, máximo de 926,13 mm3 de células•L-1 e valores médios 

variando entre 1 e 629,21 mm3 de células•L-1. O tratamento de 1 µM obteve 

biovolume celular mínimo de 1,09 mm3 de células•L-1, máximo de 1.201,71 mm3 de 

células•L-1 e valores médios entre 1,53 e 1.044,02 mm3 de células•L-1. No controle  

(4 µM) os cultivos apresentaram valores médios entre 3,18 e 877,98 mm3 de 

células•L-1, mínimo de 1,71 e máximo de 1.331,91 mm3 de células•L-1. 

Já o tratamento com 10 µM registrou valores médios entre 2,79 e 794,98 mm3 de 

células•L-1, mínimo de 2,41 e máximo de 1.225,58 mm3 de células•L-1. O 

comportamento do biovolume assemelha-se aos da densidade numérica, inclusive 

no que tange ao coeficiente de variação (CV%) dos dados dos tratamentos e 

controle que é similar (57,74%) (Apêndice Aa e Ab) (Tabela 5.1).  

 

Figura 5.2  - Curva logarítmica da média do biovolume (ℓn•mm3•mL-1), representante da biomassa de 
Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes concentrações de ferro, ao 
longo de 35 dias: 0,5 (círculo aberto), 1,0 (quadrado preto), controle ou 4,0 (triângulo aberto) e 10,0 
(círculo preto) µM de íon ferro, respectivamente. Cada ponto representa a média de três réplicas 
(n=3). 

 

Ln
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De acordo com Nunes (2003), muitos autores preferem estimar a biomassa de 

microalgas baseada nos valores de clorofila-a, que é um método mais simples, 

todavia menos confiável, uma vez que em uma amostra de água existe uma 

variedade de outros “resíduos” que podem interferir na leitura desta variável. 

Quanto à análise de clorofila-a (Tabela 5.1), o tratamento com 0,5 µM de ferro 

apresentou a menor variação em termos de valores médios de biomassa durante 

todo experimento (26,08 µg•L-1 e 801,82 µg•L-1 no 20º dia de crescimento).  

O microcosmo com 1 µM atingiu concentração média mínima de clorofila-a no início 

do cultivo (26,08 µg•L-1); e média máxima no 20º dia de crescimento (1259,0 µg•L-1),  

comportamento semelhante ocorreu nas culturas com 0,5 µM e 10 µM. Enquanto 

que o cultivo com 4 µM (controle) de íon ferro apresentou a concentração média 

máxima de clorofila-a no 35º dia do experimento, com valores de 1475,6 µg•L-1. 

 

Tabela 5.1  - Teores de clorofila-a de uma linhagem da cepa tóxica NPLJ-4 de M. aeruginosa sob o 
efeito de diferentes concentrações de ferro 

Tratamento 
Teor de clorofila a (µg•L -1) durante o crescimento 

0 dia 10º dia 20º dia 30º dia 35º dia 

0,5 µM  26,1 358,3 801,8 388,6 490,8 

1 µM 26,1 413,7 1259,0 545,0 979,4 

4 µM 32,6 344,6 836,0 824,7 1593,2 

10 µM 30,4 420,9 1644,5 740,1 1475,6 

 
 
As culturas apresentaram mudança de coloração ao longo do tempo, inicialmente 

com coloração verde-azulada intensa e adquiriram coloração amarelada à partir do 

20º dia de crescimento (Figura 5.3), isso corrobora com o decaimento do teor de 

clorofila-a observado na maior parte dos tratamentos e controle (Tabela 5.1).  

O tratamento de 0,5 µM, seguido das culturas tratadas com 1, 4 e 10 µM de ferro 

apresentaram coloração amarelada, respectivamente, entre 21º e 30º dia, 

justificando a redução das concentrações de clorofila-a em M. aeruginosa no mesmo 

período.  
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Culturas com déficit de ferro (

quando comparados às concentrações dos demais tratamentos e controle, além de 

um aumento repentino do teor de clorofila

recuperação das células, todavia, 

conteúdo deste pigmento aumenta no intervalo entre 31º e 35º dia após aumento da 

densidade e biovolume de cianobactérias. 

No que tange as diferentes concentrações de ferro, de maneira geral, os tratamentos 

com 1 e 4 µM foram os que obtiveram os maiores valores tanto de densidade 

numérica e biovolume celular (Figuras 5.1 e 5.2), enquanto que na quantificação 

pelo método espectrofotométrico utilizando a clorofila

foram nos tratamentos 4 e 10 µM, respectivamente (Tabela 5.1).

 

Figura 5.3  - Microcystis aeruginosa
diferentes concentrações de ferro: destaque para o 10º, 20º e 30º dia de crescimento.
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ferro nas culturas acompanharam os dados de biomassa de 
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ficit de ferro (0,5 µM) apresentaram menores valores de biomassa 

quando comparados às concentrações dos demais tratamentos e controle, além de 

um aumento repentino do teor de clorofila-a no 20º dia, indicando uma provável 

recuperação das células, todavia, sem sucesso a posteriori. Por outro lado, o 

conteúdo deste pigmento aumenta no intervalo entre 31º e 35º dia após aumento da 

densidade e biovolume de cianobactérias.  

No que tange as diferentes concentrações de ferro, de maneira geral, os tratamentos 

e 4 µM foram os que obtiveram os maiores valores tanto de densidade 

numérica e biovolume celular (Figuras 5.1 e 5.2), enquanto que na quantificação 

pelo método espectrofotométrico utilizando a clorofila-a, os maiores valores aferidos 

4 e 10 µM, respectivamente (Tabela 5.1). 
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pelo teste de Tukey, a 5% de significância (n = 3), não demonstrou diferenças 

significativas para os dados de densidade numérica, biovolume e clorofila

concentrações de ferro testadas. Além disso, as diferentes concentrações de íon 

ferro nas culturas acompanharam os dados de biomassa de M. aeruginosa
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numérica e biovolume celular (Figuras 5.1 e 5.2), enquanto que na quantificação 
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4) cultivada em meio ASM-1, modificado com 
diferentes concentrações de ferro: destaque para o 10º, 20º e 30º dia de crescimento. 

Do ponto de vista estatístico, a análise de variância por medidas repetidas (GLM) 

% de significância (n = 3), não demonstrou diferenças 

significativas para os dados de densidade numérica, biovolume e clorofila-a entre as 

concentrações de ferro testadas. Além disso, as diferentes concentrações de íon 

M. aeruginosa.  
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Em contrapartida, a taxa de crescimento e o tempo de geração (ou duplicação) de 

M. aeruginosa apresentaram diferença significativa ao nível de 5% (p = 0,05; alfa = 

5%) entre as concentrações analisadas. Observou-se a redução da taxa de 

crescimento e o aumento do tempo de duplicação com o aumento da concentração 

de ferro no meio de cultivo (Figura 5.4). Tais resultados indicam que concentrações 

elevadas do micronutriente ferro no meio de crescimento pode exercer um efeito 

negativo sobre a duplicação desta cianobactéria.  

As cianobactérias possuem duplicação celular a uma taxa de 0,3 a 1,4 dia-1 

(CHORUS; BARTRAM, 1999). Nessa pesquisa obteve-se taxa de crescimento 

variando entre 0,24 a 0,37 dia-1. Enquanto que o tempo de duplicação variou de 1,92 

a 2,90. 

Comparando os tratamentos e controle do 10º, 20º e 30º dia, o tratamento com 10 

µM de ferro registrou menor taxa de crescimento e maior tempo para a ocorrência de 

divisões celulares, enquanto culturas com 0,5 µM apresentaram maior taxa de 

crescimento e menor tempo de geração. Logo, as divisões celulares de M. 

aeruginosa ocorreram em maior quantidade quando o meio ASM- 1 continha maior 

concentração de ferro, reduzindo os valores à medida que o nível deste 

micronutriente ficava escasso (10, 4, 1 e 0,5 µM, respectivamente). Em 

contrapartida, a taxa de crescimento comportava-se de modo contrário (Figura 5.4). 

Por conseguinte, o parâmetro taxa de crescimento (µ) do 10º, 20º e 30º dia apontou 

significância estatística entre os tratamentos contendo 10 e 1 µM e 10 e 0,5 µM, ao 

nível de significância de 5% (95% de confiança com p < 0,05). Além de variação 

entre o controle (4 µM) e o menor nível de ferro. Esta taxa foi maior nos tratamentos 

de 0,5 e 1,0 µM (p < 0,05) em relação ao controle e ao tratamento de 10 µM, 

respectivamente.  

Já no tempo de geração (G) ocorreram diferenças estatísticas entre as culturas 

tratadas com 10 e 1,0 µM; 10 e 0,5 µM; e 4,0 e 0,5 µM de ferro. Os tratamentos de 

0,5 e 1,0 µM apresentaram menor tempo de geração (p < 0,05), em relação ao 

controle e o tratamento de 10 µM (menor G) (p < 0,05). 
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Figura 5.4  - Taxa de crescimento e o tempo de geração de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica 
NPLJ-4) sob o efeito de diferentes concentrações de ferro. Cada barra representa a média de três 
réplicas (n=3) de cada concentração de cloreto de ferro hexahidratado: 0,5, 1, 4 e 10 µM de ferro, 
respectivamente. 

 
 

Segundo Lourenço (2006), a taxa de crescimento vai diminuindo linearmente com o 

aumento da densidade da população, de forma que em densidades próximas de 

zero, a população tende a apresentar um crescimento exponencial, mas à medida 

que a população aumenta, a taxa de crescimento diminui até chegar a zero, quando 

a população atinge a capacidade suporte do ambiente e tem seu crescimento 

cessado.  

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,5 µM Fe 1,0 µM Fe 4,0 µM Fe 10,0 µM Fe

Tratamentos

T
ax

a 
de

 C
re

sc
im

en
to

 (
di

a
-1

) a
a

ab

bc
c

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

3,50

0,5 µM Fe 1,0 µM Fe 4,0 µM Fe 10,0 µM Fe
Tratamentos

T
em

po
 d

e 
G

er
aç

ão
 (

di
vi

sõ
es

•d
ia

-1
)

a

ab

bc
c



5   Resultados e Discussão                       LÁZARO, G.C.S. (2012) 83 
 

 

Lukač e Aegerter (1993) analisando o efeito de íons Fe2+ na taxa de crescimento e 

na produção de cianotoxina por M. aeruginosa em meio de cultura BG 11, 

registraram que as concentrações atóxicas deste micronutriente afetaram o 

crescimento e a produção de toxinas. No trabalho de Lukač e Aegerter (1993) a taxa 

de crescimento diminuiu para 0,68 em culturas com concentrações de Fe2+ de até 

0,1 mM, indicando o envolvimento deste íon na fotossíntese e síntese de clorofila.  

Os resultados obtidos na pesquisa em questão foram completamente opostos aos 

dados encontrados por Lukač e Aegerter (1993), ou seja, a taxa de crescimento de 

M. aeruginosa (cepa NPLJ-4) decresceu em culturas experimentais com maior 

concentração de ferro.  

Portanto, os dados do trabalho em questão ilustraram um comportamento contrário 

ao descrito em literatura, onde o íon ferro possibilitaria maior produção de clorofila-a 

e maior taxa de crescimento. Contudo, nessa pesquisa foram observados que o 

aumento do tempo de divisão celular por dia é diretamente proporcional às culturas 

com maiores concentrações de ferro, enquanto que a taxa de crescimento de M. 

aeruginosa reduz aumentando-se a concentração deste micronutriente. 

 

5.1.2 Exposição à radiação ultravioleta C (UV-C) 

 

Sakai e colaboradores (2009) e Tao e coautores (2010) sugerem a radiação 

ultravioleta C (254 nm) como uma alternativa para atenuar florações de 

cianobactérias em lagos e reservatórios, tendo em vista que o crescimento de 

espécies de cianobactérias, inclusive de Microcystis aeruginosa, pode ser suprimido 

dentro de alguns dias através da exposição de 30 segundos a 10 minutos da 

radiação UV-C (SAKAI et al., 2009; TAO et al., 2010). 

No experimento da pesquisa em questão, a UV-C provocou a redução da densidade 

numérica e do biovolume celular de todas as culturas de Microcystis aeruginosa 

Kützing (cepa tóxica NPLJ-4), em diferentes concentrações do micronutriente ferro 

(0,5; 1; 4 e 10 µM), a medida que o tempo de exposição à radiação ultravioleta 

aumentava, de forma gradativa, em horas (Figuras 5.5 e 5.6).  
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O número de células de Microcystis aeruginosa Kützing (cepa tóxica NPLJ-4) da 

cultura com 4 µM de ferro reduziu em 84,82% o número de células por mililitro inicial 

(concentração inicial), contrapondo-se aos 63,06% da cultura com déficit de ferro de 

1 µM.  

Já os tratamentos com 0,5 e 10 µM de ferro apresentaram redução da densidade 

com valores próximos (75,37% e 72,65%, respectivamente) com o aumento da 

exposição à UV-C (densidade de 8,95 x 106, 1,23 x 106, 1,36 x 106, 9,10 x 106 

células•mL-1 nos teores de 0,5; 1; 4 e 10 µM de ferro).  

Ademais, o decrescimento dos valores indicadores de biomassa foi maior nos 

tratamentos com teores de concentração de ferro, no caso desse experimento: 1 µM 

(micromolar).  

 
Figura 5.5  - Densidade de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes 
concentrações de ferro e exposição à radiação ultravioleta C (UV-C) por 8 horas: 0,5 (círculo aberto), 
1 (quadrado preto), controle ou 4 (triângulo aberto) e 10 (círculo preto) µM de ferro, respectivamente. 
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Figura 5.6  - Biovolume de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes 
concentrações de ferro e sob exposição da radiação ultravioleta C (UV-C) por 8 horas: 0,5 (círculo 
aberto), 1 (quadrado preto), controle ou 4 (triângulo aberto) e 10 (círculo preto) µM de ferro, 
respectivamente. 

 
 

A concentrações de clorofila-a de Microcystis aeruginosa Kützing (cepa tóxica NPLJ-

4) das culturas com 0,5 e 10 µM de ferro diminuíram de forma gradativa entre 2 e 8 

horas de exposição à radiação UV-C. Ainda, entre 0 e 2 horas a redução foi menos 

gradual, ou seja, mais rápida, porém não impactante. Nos cultivos com 1 e 4 µM de 

ferro, a biomassa foi reduzida pela incidência da UV-C com o aumento do tempo de 

exposição da 4ª a 8ª hora (Figuras 5.7).  

Em relação às concentrações de feopigmentos, as culturas apresentaram pequenos 

teores, sendo o valor máximo de 326 µg•L-1 na cultura com 10 µM de ferro (Fe). 

Desta forma, a biomassa das células em fase de senescência era muito reduzida 

quando comparada ao conteúdo de clorofila-a das células com bom estado 

fisiológico (Figuras 5.8). 
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Figura 5.7  - Concentração de clorofila-a de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4), sob o efeito 
de diferentes concentrações de ferro e sob exposição da radiação ultravioleta C (UV-C) por 8 horas. 
Cada barra representa um horário, que aumenta de forma gradativa de zero hora ou sem exposição 
(branca) a 8 horas (preta). 

 
 
 

 
Figura 5.8  - Concentração de feopigmentos de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4), sob o 
efeito de diferentes concentrações de ferro e sob exposição da radiação ultravioleta C (UV-C) por 8 
horas. Cada barra representa um horário, que aumenta de forma gradativa de zero hora ou sem 
exposição (branca) a 8 horas (preta). 
 
  



5   Resultados e Discussão                       LÁZARO, G.C.S. (2012) 87 
 

 

Santos (2009) relata que a radiação UV-C pode afetar diretamente a taxa de 

crescimento da população de cianobactérias e até a sua sobrevivência. Ainda pode 

destruir constituintes celulares que possuem picos de absorção nessa região do 

espectro luminoso. A incidência de UV-C também pode afetar a fixação de nitrogênio 

e reduzir o conteúdo proteico total das células com o aumento do tempo de 

exposição à radiação. Lembrando que radiações UV-C possuem energia suficiente 

para quebrar a ligação mais forte (ligação covalente) e, por isso, provocam muitos 

danos à célula exposta à radiação. 

Durante o tempo de exposição de M. aeruginosa Kützing (cepa NPLJ-4) à radiação 

ultravioleta C (UV-C), a morfologia apresentou várias diferenciações tais como 

comprometimento da divisão celular, danos ao formato e tamanho das células em 

divisão celular (maior e mais arredondado), na deformação dos aerótopos que 

ficaram dilatados e no decréscimo de células a medida que o tempo de incidência da 

radiação aumentava. O aumento dos danos foi diretamente proporcional ao tempo 

de exposição (Figura 5.9).  

Desta forma, as células são diretamente afetadas pela incidência de luz ultravioleta, 

podendo resultar na alteração da estrutura de proteínas, DNA e outras moléculas 

relevantes além de alterações em processos fisiológicos (SANTOS, 2009). As 

células expostas à radiação UV-C foram negativamente afetadas do ponto de vista 

morfológico, contribuindo para redução do número de células e possível degradação 

da cianotoxina liberada no meio com o rompimento celular como discutido no item 

seguinte.  

Ainda nada pode ser afirmado quanto a redução do número de aerótopos ao longo 

das 8 horas de exposição; uma vez que não foi realizado contagem destas vesículas 

gasosas. Todavia, as culturas sadias exibiam maior quantidade de aerótopos 

quando comparados às células tratadas por UV-C. Esta informação obteve-se 

através de análise qualitativa em microscópio óptico.  

Santos (2009) alerta que a redução do número de aerótopos nas células com o 

aumento da dose de UV, prejudica a regulação da flutuabilidade exercida por estas 

vesículas gasosas, que permite a proximidade da cianobactéria junto a nichos mais 

adequados em termos de concentração de nutrientes, luminosidade e competição.  
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Além disso, Microcystis aeruginosa controla sua posição na coluna d’água pela 

mudança da gravidade específica das células. Os aerótopos permitem melhor 

posicionamento na captação de luz em ambientes como lagos e reservatórios 

(SANT’ANNA et al., 2008). 

 

Figura 5.9  - Alterações na divisão celular de Microcystis aeruginosa (cepa tóxica NPLJ-4) depois da 
exposição ao UV-C. Esta cianobactéria foi cultivada em meio ASM-1, modificado com diferentes 
concentrações de ferro. Observação das células expostas à UV-C por 2h (A), 4h (B) e 6h (C) no 
microscópio óptico (aumento 400x). 
 
 

5.2 EFEITOS QUALITATIVO E QUANTITATIVO SOBRE A PRODUÇÃO DE 
MICROCISTINA 

 

5.2.1 Exposição a diferentes concentrações de íon f erro 

 
As concentrações de microcistina-LR foram oriundas de células da fase exponencial 

(6º ao 14º dia) e da fase de estagnação do crescimento (16º ao 35º dia) das culturas 

de todos os tratamentos com micronutriente ferro (0,5; 1 e 4 µM) e do controle (4 µM 

– condições ótimas de crescimento). Na fase log ocorre um aumento numérico de 

células solitárias e de colônias ainda em divisão celular. 

Os valores de concentração de microcistina-LR (MCY-LR) quantificados no 10º, 20º 

e 30º dia foram somados para cálculo da média dos teores desta toxina em cada 

tratamento (Figura 5.10). Há uma tendência de maiores valores de toxina nos 

tratamentos com 1 e 0,5 e no controle (4 µM) de íon ferro. 
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A análise de variância por medidas repetidas (GLM) pelo teste de Tukey mostrou 

diferença significativa, ao nível de significância de 5% (p = 0,05; alfa = 5%, n = 3), 

entre as concentrações 1 µM e 10 µM de cloreto férrico hexahidratado, tanto para a 

área do pico cromatográfico quanto da concentração de microcistina, ambos da 

variante LR.  

O tratamento de 1 µM de íon ferro apresentou picos cromatográficos de maior área e 

maiores concentrações de microcistina-LR em relação aos demais, seguido das 

culturas com 0,5 µM; 4 µM e 10 µM do íon deste micronutriente (Figuras 5.10 e 

5.11).  

 

 
Figura 5.10  - Concentração média de microcistina-LR total produzida pela linhagem tóxica de 
Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) avaliada a partir dos teores do 10º, 20º e 30º dia de cultivo sob 
diferentes concentrações de ferro. As barras representam as médias dos três dias avaliados em 
termos de concentração de toxina, de cada tratamento e do controle: 0,5, 1, 4 e 10 µM de ferro, 
respectivamente. 

 

As culturas de Microcystis aeruginosa Kützing (cepa NPLJ-4) desenvolvidas em 

diferentes concentrações de cloreto férrico hexahidratado apresentaram maiores 

valores de produção de microcistina-LR no 20º e 30º dia, respectivamente, quando 

comparado ao 10º dia de crescimento (Figura 5.11).  
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Além disso, não foi identificada a presença das variantes MCY-RR e MCY-LA, o que 

sugere que estas variantes não foram sintetizadas pelas células da linhagem da 

cepa NPLJ-4 que, segundo a literatura (SILVA-STENICO et al., 2009), produz quatro 

variantes de microcistina.  

Desta forma, os valores da toxina aumentaram do 10º para o 20º dia de crescimento 

de M. aeruginosa e tenderam a diminuir no 30º dia de crescimento apenas nas 

culturas com 4 µM e 10 µM de íon ferro, enquanto que nas culturas com 0,5 µM e 1 

µM, a concentração de microcistina aumentou do 20º para o 30º dia (Figura 5.11).  

Em relação ao tempo, a análise de variância por medidas repetidas (GLM) pelo teste 

de Tukey indicou a existência de diferença significativa, ao nível de 5% (p = 0,05; 

alfa = 5%, n = 3), da área do pico cromatográfico e concentração de microcistina-LR 

entre os dias 10 e 20; e 10 e 30.  

 

 

Figura 5.11  - Concentração de microcistina-LR total, produzida pela linhagem tóxica de Microcystis 
aeruginosa (cepa NPLJ-4), avaliada no 10º, 20º e 30º dia de cultivo, sob o efeito de diferentes 
concentrações de ferro. As barras representam as médias de três réplicas (n = 3) da concentração de 
toxina de cada tratamento e do controle: 0,5, 1, 4 e 10 µM de ferro, respectivamente. O asterisco* 
significa que a concentração é superior ao limite de quantificação da curva de calibração. 

 

No que tange aos dados e conclusões referentes ao efeito do ferro, estudos prévios 

indicaram que a limitação deste micronutriente influencia na produção de 

microcistina, embora os resultandos obtidos tenham sido conflitantes (LUKAČ; 

AEGERTER, 1993; UTKILEN; GJØLME, 1995). 
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Lukač e Aegerter (1993) avaliaram o efeito de vários elementos traços na produção 

de microcistinas por M. aeruginosa e descobriram que o ferro influencia 

significativamente na produção destas toxinas. Baixas concentrações de ferro, por 

sua vez, levaram a uma menor taxa de crescimento e estimulou e aumentava a 

produção de microcistinas.  

Utkilen e GjØlme (1995), contudo, encontraram uma correlação direta entre as 

concentrações de ferro e de microcistinas, contrapondo-se aos resultados de Lukač 

e Aegerter (1993). Ademais, Utkilen e GjØlme (1995) constataram que cepas 

produtoras de microcistinas apresentavam um sistema mais eficiente para a 

absorção deste micronutriente e, portanto, as microcistinas poderiam desempenhar 

um papel de quelantes intracelulares, mantendo a concentração de ferro disponível 

mais baixa ao inativar o Fe+2 livre (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SEVILLA et al., 

2008; MOLICA; AZEVEDO, 2009).  

Já Sevilla e colaboradores (2008) destacam que a deficiência de ferro acarreta 

estresse em vários sistemas fisiológicos, enquanto que baixas concentrações de 

ferro implicam em crescimento celular retardado nas cianobactérias, o que leva ao 

aumento da concentração de microcistina. 

Por outro lado, Molica e Azevedo (2009) ressaltam que a concentração intracelular 

de microcistinas é diretamente proporcional a taxa de crescimento e que expressar a 

concentração desta hepatotoxina em função da clorofila-a ou da fluorescência em in 

vivo pode levar a obtenção de resultados imprecisos. 

Além disso, microcistina apresenta afinidade por íon ferro, quelando-se, devido a 

presença de moléculas sideróforas (quelantes), que proporciona absorção deste 

micronutriente pelas cianobactérias. Portanto, tendo-se baixa concentração de ferro 

no ambiente, consequentemente haverá pouco sideróforo extracelular e baixa 

produção de cianotoxina (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SEVILLA et al., 2008; 

MOLICA; AZEVEDO, 2009).  

Em contrapartida, os sideróforos intracelulares causam efeitos negativos nas 

funçoes celulares uma vez que competem com metabólitos primários para limitação 

do ferro. Ainda, ocorre formação do complexo ferro-microcistina que manterá baixos 

níveis celulares de ferro livre (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SEVILLA et al., 2008; 

MOLICA; AZEVEDO, 2009). 
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Sevilla e colaboradores (2008) discutem que a síntese de microcistina através de 

fatores ambientais e nutricionais ainda não é clara e ainda estão sendo debatidos 

pela comunidade científica. Estes autores, ainda, mencionam que muitos resultados 

ou conclusões contraditórias são reportados em estudos de campo e nos 

experimentos laboratoriais. Sendo assim, a ecoestratégia ou significado fisiológico 

da produção de microcistina é ainda é desconhecido para comunidade científica. 

 

5.2.2 Exposição à radiação ultravioleta C (UV-C) 

A concentração de microcistina-LR total (intracelular mais extracelular) por unidade 

de volume de cultura (Figura 5.12, Apêndice B) e a área do pico cromatográfico 

(Figura 5.13, Apêndice B) desta toxina declinaram progressivamente em todas as 

culturas tratadas contendo diferentes níveis de ferro, a medida que aumentava-se o 

tempo de exposição da Microcystis aeruginosa Kützing (NPLJ-4) à radiação UV-C. 

Tal declínio não era esperado, tendo em vista que na literatura é mencionada a 

liberação de toxina no meio aquoso quando as células sofrem  lise ou são 

danificadas, ou então, por meio da estimulação de algum agente externo. 

Paralelamente, os valores da densidade númerica, biovolume e clorofila-a 

declinaram com o aumento da dosagem de UV-C ao longo do tempo (Apêndice B). 

Desta forma, pode-se afirmar que a redução, tanto em nível dos fatores biológicos 

(densidade, biovolume e biomassa em termos de clorofila-a) quanto em nível da 

própria toxina, demonstrou que a radiação ultravioleta C possui um alto potencial de 

degradação de microcistinas em meio aquoso.  

Tais afirmações são corroboradas com resultados de experimentos de exposição à 

UV-C, realizados anteriormente (dados não publicados) em laboratório. Deve-se 

ressaltar que a quantificação da microcistina total (intracelular mais extracelular) 

ultrapassou a curva analítica para as amostras. 

As análises demonstraram maior eficiência de remoção da microcistina-LR nas duas 

primeiras horas de exposição à UV-C em todas as culturas com teor de ferro. As 

culturas com concentração de 0,5 e 1 µM de íon ferro apresentaram uma queda de 

42,04% e 54,60% após exposição de duas horas de radiação UV-C, 

respectivamente, que se justifica pela grande densidade celular e dos inóculos. 
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Já nas culturas com concentrações de 4 e 10 µM de íon ferro, a degradação da 

toxina foi maior que 70% após duas horas de exposição, sendo 70,15% para o teor 

de 4 µM de ion ferro e 71,14% para 10 µM deste mesmo micronutriente.  

As quedas nos tratamentos com déficit de ferro foram pequenas porque os inóculos 

possuíam o dobro da densidade numérica quando comparada aos valores após 

duas horas de exposição à radiação. Entretanto, esta situação não ocorreu nas 

culturas com 4 e 10 µM de íon ferro.  

Os resultados de degradação de microcistina-LR e área do pico cromatográfico 

(Apêndice B) desta toxina apresentaram o mesmo comportamento, ou seja, ocorreu 

decréscimo em termos de área, a medida que a concentração desta toxina era 

degradada com o aumento do tempo de exposição (Figuras 5.12 e 5.13).  

 

 
Figura 5.12  - Concentração de microcistina-LR total, produzida pela linhagem tóxica de Microcystis 
aeruginosa (cepa NPLJ-4) avaliada durante o tempo de exposição de culturas, com diferentes 
concentrações de ferro, à radiação UV-C. As barras representam as concentrações de toxina de cada 
horário do controle e dos tratamentos, 0, 2, 4, 6 e 8 horas, respectivamente. O asterisco* significa que 
a concentração é superior ao limite de quantificação da curva de calibração. 
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Figura 5.13  - Efeito da dosagem da radiação UV-C, ao longo de 8 horas, sobre a área do pico 
cromatográfico da microcistina-LR total, produzida pela linhagem tóxica de Microcystis aeruginosa 
(NPLJ-4) e submetida a diferentes concentrações de ferro. 

 

Vale ressaltar que não existem exatidão e precisão nos valores de concentração de 

microcistina, uma vez que ultrapassaram o limite superior da lineridade (marcados 

com asterisco*), entretanto essas concentrações são notavelmente mais superiores 

que os demais valores (Figura 5.12).  

Ademais, a variante LR não foi detectada nos cultivos de M. aeruginosa (NPLJ-4) 

com 0,5 e 10 µM de cloreto férrico hexahidratado após 8h de exposição à radiação 

UV-C, o que indica uma possível degradação da toxina. 

Além da incerteza sobre a função das cianotoxinas, ainda não é claro qual o papel 

de fatores ambientais no controle da produção dessas toxinas. Florações em um 

mesmo corpo d’água podem variar na toxicidade em um curto espaço de tempo, ou 

até mesmo deixar de apresentar toxicidade. A explicação mais razoável para isso 

seria uma alternância na composição de cepas tóxicas e não tóxicas. Por outro lado, 

cepas de cianobactérias podem apresentar uma variação considerável na produção 

de toxinas quando cultivadas sob diferentes condições laboratoriais (MOLICA; 

AZEVEDO, 2009). 
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6 CONCLUSÕES 
 
 

• Maiores concentrações do íon ferro nas culturas provocaram um efeito negativo 

sobre a duplicação de Microcystis aeruginosa Kützing (NPLJ-4); 

• Culturas com maior teor de ferro (10 µM) possuíram menor taxa de 

crescimento, mas com ocorrência de maior número de divisões celulares, 

proporcionando maiores valores de densidade e biomassa. Em contrapartida, 

culturas com déficit de ferro (0,5 µM), registraram: maior taxa de crescimento, 

menor tempo de duplicação, menor densidade e biovolume. 

• O crescimento de M. aeruginosa nem sempre está atrelado aos maiores níveis 

de ferro e uma única célula pode ser responsável por produção de grande 

quantidade de toxina. 

• Em todas as culturas contendo diferentes teores de ferro houve maior eficiência 

de remoção da microcistina-LR (> 50%) nas duas primeiras horas de exposição 

à UV-C. 

• Maior degradação de MCY-LR total ocorreu nas primeiras horas, reduzindo a 

concentração com o aumento do tempo de exposição de UV-C.  

• Em termos de simulação, a radiação UV-C mostrou-se eficaz na remoção 

completa (100%) da microcistina-LR em meio com floração de M. aeruginosa.  

• Ocorreu redução dos valores da densidade númerica, biovolume e clorofila-a 

de Microcystis aeruginosa a medida que aumentava-se o tempo de exposição 

das culturas tratadas com radiação UV-C.  

• Não ocorreu produção de microcistina LA e RR em nenhum dos experimentos. 
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7 RECOMENDAÇÕES 
 
 
Considerando a importância desse tipo de pesquisa e suas inesgotáveis lacunas à 

respeito da ecofisiologia de cianobactérias e a produção, papel e dinâmica de seus 

metabólitos, bem como a remoção destas algas em águas destinadas ao 

abastecimento humano, sugere-se os seguintes aperfeiçoamentos e estudos na 

mesma linha de pesquisa: 

• Isolamento e cultivo de espécies de cianobactérias tóxicas dos mananciais 

destinados ao abastecimento doméstico e eutrofizados, principalmente, e 

simulação de condições ambientais desfavoráveis que induzem ou aumentam 

a produção de microcistina, saxitoxina, anatoxina-a e cilindrospermopsina. 

• Experimentos para verificar os efeitos da exposição de cianobactérias a mais 

de uma variável ambiental e a métodos físicos e químicos do sistema de 

tratamento de água na produção das cianotoxinas citadas na Portaria MS nº 

2.914/2011. 

• Experimentos de interação de culturas diferentes de cianobactérias tóxicas, 

principalmente de espécies isoladas dos reservatórios capixabas destinados 

ao abastecimento público, com coagulantes, cloro, ozonização, dentre outros, 

visando uma melhor compreensão da ação destes agentes químicos na 

produção de cianotoxinas (tipo e concentração). 

• Estudos sobre a interação das cianotoxinas, principalmente as citadas na 

Portaria MS nº 2.914/2011, com o cloreto férrico e o policloreto de alumínio 

utilizado nos processo de tratamento. 

• Averiguar o comportamento ecofisiológico de cianobactérias e a produção de 

seus metabólitos no lodo de ETA’s, assim como alternativas adequadas de 

descarte que não ofereçam riscos ao meio ambiente e à saúde pública.  

• Ensaios de bancada com espécies produtoras da toxina BMAA, seu processo 

de degradação, bioacumulação, remoção e estabilidade em ambientes 

aquáticos e em águas submetidas ao tratamento em ETA’s. 
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• Detectar e analisar genótipos tóxicos em corpos d’água em risco através da 

técnica PCR (polymerase chain reaction) antes da ocorrência de florações de 

cianobacterias. 

• Estudos que envolvam a expressão do gene mcyD na síntese de microcistina 

e na falta de proteínas que resultem na ausência da produção desta toxina.  

• Sugerem-se novas análises com diluições das amostras dos experimentos 

para avaliação da produção e quantificação de toxina dentro da curva 

analítica. Devido à falta de tempo hábil e disponibilidade do equipamento tais 

diluições não puderam ser realizadas. 

• Ainda, pesquisas dos mecanismos de flutuação, que propiciam o movimento 

vertical das cianobactérias, oferecerão informações que possibilitarão o 

desenvolvimento de tecnologias com melhor eficiência no tratamento de 

águas de abastecimento. 
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APÊNDICE Aa – BIOVOLUME (mm 3•L-1) DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) SOB O EFEITO DAS CONCENTRAÇÕES DE 0,5 
µM e 1 µM DE FERRO 
 

 
0,5 µM 1 µM 

Dias Média DPad Mínimo Máximo CF(%) Média DPad Míni mo Máximo CF(%) 

0 1,693 0,242 1,429 1,905 57,735 2,061 0,658 1,465 2,767 57,735 

2 4,392 0,485 3,968 4,921 57,735 3,418 0,587 2,767 3,906 57,735 

4 4,127 1,563 2,381 5,397 57,735 6,184 2,128 3,743 7,649 57,735 

6 19,366 13,984 9,683 35,399 57,735 21,482 9,910 10,741 30,271 57,735 

8 44,764 29,762 21,906 78,417 57,735 66,888 13,905 52,241 79,908 57,735 

10 86,671 41,143 59,209 133,975 57,735 114,410 16,179 96,020 126,453 57,735 

12 154,876 52,320 115,720 214,297 57,735 179,183 18,212 167,628 200,177 57,735 

14 157,680 69,624 91,751 230,488 57,735 259,417 47,356 208,640 302,381 57,735 

16 238,742 109,011 143,817 357,796 57,735 351,422 54,578 292,942 401,005 57,735 

18 300,333 100,083 204,455 404,147 57,735 460,570 48,524 419,884 514,276 57,735 

20 304,248 142,559 170,167 453,991 57,735 475,109 77,334 417,931 563,100 57,735 

22 332,927 110,285 216,995 436,530 57,735 481,456 83,479 403,609 569,610 57,735 

24 328,218 132,281 186,994 449,229 57,735 495,995 15,419 482,215 512,649 57,735 

26 290,914 137,148 144,293 416,053 57,735 347,082 72,655 276,342 421,511 57,735 

28 375,363 166,802 183,184 482,564 57,735 536,518 34,383 514,276 576,120 57,735 

30 412,508 180,751 226,361 587,331 57,735 613,822 42,613 582,629 662,375 57,735 

35 570,505 297,489 251,124 839,725 57,735 757,852 103,367 671,326 872,317 57,735 
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APÊNDICE Ab – BIOVOLUME (mm 3•L-1) DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) SOB O EFEITO DAS CONCENTRAÇÕES DE 4 µM 
e 10 µM DE FERRO 
 

 4 µM  10 µM  

Dias Média DPad Mínimo Máximo CF(%) Média DPad Míni mo Máximo CF(%) 

0 2,968 0,989 1,979 3,957 57,735 3,066 0,409 2,830 3,538 57,735 

2 5,331 1,238 4,617 6,760 57,735 4,717 1,672 2,830 6,015 57,735 

4 5,111 4,858 2,144 10,718 57,735 6,310 3,339 2,654 9,199 57,735 

6 7,969 8,540 2,473 17,808 57,735 13,681 11,520 3,184 26,005 57,735 

8 49,521 35,223 29,020 90,193 57,735 57,494 14,721 40,688 68,108 57,735 

10 100,416 54,347 58,864 161,918 57,735 114,988 63,193 55,017 180,973 57,735 

12 155,432 56,848 117,399 220,782 57,735 166,349 61,995 95,174 208,570 57,735 

14 238,865 100,727 179,396 355,164 57,735 261,582 110,935 134,093 336,118 57,735 

16 294,376 78,195 217,649 373,961 57,735 414,545 236,717 146,830 596,166 57,735 

18 422,658 149,441 303,390 590,292 57,735 430,938 223,512 173,012 567,862 57,735 

20 432,880 184,609 284,923 639,757 57,735 443,557 220,298 189,641 583,783 57,735 

22 441,619 168,808 297,619 627,391 57,735 433,120 234,358 167,174 609,434 57,735 

24 464,099 142,786 368,355 628,215 57,735 478,584 259,695 183,273 671,351 57,735 

26 372,532 133,061 269,259 522,688 57,735 352,098 193,291 128,963 468,088 57,735 

28 537,528 123,708 443,543 677,681 57,735 467,027 279,239 159,214 704,078 57,735 

30 544,123 127,922 400,673 646,353 57,735 478,230 294,370 146,830 709,385 57,735 

35 673,339 325,367 376,929 1021,468 57,735 641,454 412,010 186,280 988,893 57,735 
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APÊNDICE B – DADOS FISIOLÓGICOS E DE MICROCISTINA-L R DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) SOB O EFEITO DE 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FERRO E EXPOSIÇÃO À RAD IAÇÃO UV-C POR 8 HORAS 
 
 

Tempo de 
Exposição à 
UV-C (horas)  

Tratamento     
por Ferro  

MCY-LR 
(µg•L -1) 

Área do Pico de 
MCY-LR 

(adimensional)  

Densidade 
(células•mL -1) 

(x 103) 

Biovolume 
(mm3•L-1) 

Clorofila- a 
(µg•L -1) 

Feopigmentos 
(µg•L -1) 

0  273,30 366.353 11.875 523,8315 339,11 121,68 

2  114,93 161.499 11.500 479,0904 616,85 59,63 

4 0,5 µM 27,57 48.510 9.600 395,1744 319,16 113,70 

6  20,68 39.600 9.350 382,3215 251,80 154,96 

8  ALDQ 8.793 8.950 357,0315 117,93 129,72 

0  256,57 344.713 19.425 856,8781 1041,68 155,27 

2  140,15 194.121 15.450 643,6475 518,64 165,57 

4 1 µM 96,99 138.301 14.100 580,4123 937,54 151,60 

6  43,58 69.219 12.700 519,303 774,78 147,21 

8  2,99 16.710 12.250 488,6744 546,75 91,12 

0  116,64 163.713 15.975 704,69127 1493,74 0,00 

2  81,80 118.648 14.400 599,90446 610,97 378,04 

4 4 µM 10,79 26.806 14.100 549,93944 1298,31 0,00 

6  24,81 44.939 13.900 541,19984 572,79 309,30 

8  19,28 37.786 13.550 539,0658 503,61 255,68 

0  119,22 167.051 12.525 552,5044 864,79 194,58 

2  84,83 122.572 10.600 441,5963 1356,45 53,86 

4 10 µM 53,48 82.027 10.150 417,8146 649,16 326,49 

6  16,88 34.680 9.550 390,4995 658,57 222,75 

8  ALDQ 8.400 9.100 363,0153 458,23 183,29 

Nota: ALDQ = Abaixo do nível de detecção e quantificação da curva de calibração.  


