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Resumo 

 

Os metais são bastante utilizados na sociedade e sua extração e/ou descarte incorreto levam à 

contaminação de ambientes, resultando em um grande problema porque apresentam potencial 

tóxico para humanos e outros seres vivos. O ferro e o cobre são dois dos metais de maior uso 

e, consequentemente, exploração. A biorremediação é uma técnica para remoção de metais, 

sendo que algas e cianobactérias são utilizadas para este fim por adsorver, absorver e acumular 

metais eficientemente devido às suas características morfológicas e estruturais. Como estes 

organismos devem ser expostos a altas concentrações de metais na biorremediação, é 

fundamental identificar as espécies mais resistentes. Entretanto, estudos enfocando o cobre 

geralmente avaliam efeitos de baixas concentrações, enquanto estudos sobre a toxicidade de 

ferro em algas e cianobactérias são escassos. Neste estudo, foi feita uma comparação de 

métodos entre estudos que abordaram a toxicidade de Fe ou de Cu sobre algas ou cianobactérias, 

uma vez que estes podem influenciar na toxicidade dos metais. Foram encontrados 18 artigos 

sobre cobre e somente 03 sobre ferro e todos divergiram em relação ao meio de cultura, poucos 

adicionaram EDTA e muitos careciam de informações sobre a correção de pH. Em seguida, 

foram realizados experimentos quanto aos efeitos de Cu e de Fe sobre Desmodesmus armatus 

e Monactinus simplex, avaliando sua resistência a altas concentrações desses metais. As 

espécies foram cultivadas em meio CHU10 com adição de cinco concentrações de ferro ou de 

cobre, entre 1 e 81 mg/L, e adição de EDTA proporcional à concentração do metal para evitar 

sua precipitação, sendo feito também um controle de EDTA. O Fe precipitou, mesmo com 

EDTA, enquanto o Cu permaneceu diluído. A densidade populacional foi medida em intervalos 

de 24h por leitura de densidade óptica a 440 nm, durante um período de 72h. Foi possível 

perceber crescimento de ambas espécies, similarmente ao controle, nos meios com acréscimo 

de Fe ou Cu. No entanto, a maior concentração de Fe e de Cu geraram resultados similares ao 

controle de EDTA, com menores crescimentos entre todos os tratamentos. A falta de 

padronização dos testes dificulta a comparação entre estudos. É fundamental padronizar tanto 

o meio quanto seu pH, pois ambos podem influenciar na toxicidade dos metais. A grande 

resistência das algas aos metais possivelmente tem relação com o emprego de EDTA, que 

diminui a disponibilidade do metal iônico livre e, consequentemente, a sua toxicidade. Ambas 

as espécies parecem ter potencial para o uso em processos de biorremediação. 

Palavras-chave: Biossorção; microalgas; metais pesados 



Abstract 

Metals are wildly used in society and they extraction and/or incorrect disposal can result in 

environmental contamination, which can be a big problem since they are potentially toxic to 

humans and other beings. Iron and copper are two of the most used metals and, therefore, most 

explored. Bioremediation is a technic to remove metals, with algae and cyanobacteria being 

used to efficiently adsorb, absorb and accumulate metals due to their morphological and 

structural characteristics. Since these organisms need to exposed to high concentrations in 

bioremediation, it’s necessary to identify which species are more resistant. However, studies 

focusing on copper usually evaluate the effects of low concentrations and the ones focusing on 

iron are rare. In this study, a comparison of methods in studies about Fe or Cu toxicity on algae 

and cyanobacteria was made, since those can interfere with the metal toxicity. 18 articles about 

Cu were found and only 03 about iron. All were different regarding the culture medium, few 

used EDTA and most lack information about pH correction. Next, experiments related to Fe 

and Cu toxicity were made with Desmodesmus armatus and Monactinus simplex, testing their 

resistance to high concentrations of these metals. The species were cultured in CHU10 medium 

with the addition of five concentrations of Fe or Cu, between 1 and 81 mg/L, and with addition 

of EDTA proportional to the metal concentration to avoid its precipitation. An EDTA control  

was also made. The iron precipitated, even with EDTA, but copper remain dissolved. The cell 

density was measured every 24h through optical density at 440 nm, for 72h total. Both species 

grow like in the control in mediums with either Fe or Cu. However, the highest concentration 

of Fe and Cu resulted in growth similar to the EDTA control, with the lowest growth of all 

treatments. The lack of standardization in tests make it harder to compare studies. It is essential 

to standard both medium and its pH, since both can interfere with metal toxicity. The great 

resistance of the algae to the metals is possibly related with the use of EDTA, which diminishes 

to availability of free ionic metal and, therefore, its toxicity. Both species seems to have 

potential to be used in process of bioremediation. 

Keywords: Biosorption; microalgae; heavy metals 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1: Regressão linear entre os valores de densidade populacional e absorbância obtida pela 

leitura em leitor de placas de ELISA nos comprimentos de onda de 440, 540, 630, 680 e 750 

nm para as culturas de Desmodesmus armatus e Monactinus simplex ..................................... 23 

Figura 2: Densidade populacional por mililitro de Desmodesmus armatus e Monactinus simplex 

obtida pela leitura de absorbância em leitor de placas de ELISA nos comprimentos de onda de 

440 nm para os metais ferro e cobre ......................................................................................... 26 

Figura 3: Meio de cultura para testes de ferro com material precipitado no fundo. ................. 26 

Figura 4: Curvas de crescimento logaritmizadas (média ± desvio-padrão) das espécies 

Desmodesmus armatus e Monactinus simplex para os tratamentos com ferro e cobre. Letras 

iguais ao final da curva indicam semelhança estatística ........................................................... 27 



LISTA DE TABELAS 

Tabela 1: Levantamento de informações sobre as condições experimentais em estudos que 

avaliaram a toxicidade de ferro e de cobre sobre microalgas e cianobactérias. (Den. pop. = 

densidade populacional inicial, NI = Não informado). ............................................................. 22 



SUMÁRIO 

 
 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................ 10 
 

2. OBJETIVO........................................................................................................ 16 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................ 17 
 

3.1. Análise de estudos prévios ............................................................................. 17 
 

3.2. Experimentos .................................................................................................. 17 
 

3.2.1. Espécies e condições de cultivo .................................................................. 17 
 

3.2.2. Meio de cultura para o teste de toxicidade ................................................ 18 
 

3.2.3. Realização do teste ...................................................................................... 19 
 

3.2.4. Quantificação do crescimento populacional ............................................. 20 
 

3.2.5. Análises estatísticas .................................................................................... 20 
 

4. RESULTADOS ................................................................................................. 21 
 

4.1. Análise de estudos prévios ............................................................................. 21 
 

4.2. Densidade óptica ............................................................................................ 21 
 

4.3. Curvas de crescimento ................................................................................... 24 
 

5. DISCUSSÃO ..................................................................................................... 28 
 

6. CONCLUSÃO ................................................................................................... 34 
 

7. REFERÊNCIAS................................................................................................ 35 



10 
 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O uso de diferentes metais é bastante comum em todos os países, sendo historicamente 

relacionado ao desenvolvimento industrial e a padrões elevados de qualidade de vida (Wernick 

e Themelis, 1998). Os metais são elementos cuja utilização é feita amplamente desde a 

confecção de ferramentas e materiais simples, passando às tecnologias avançadas, como 

eletroeletrônicos, e chegando até mesmo à construção de edifícios ou outros tipos de grandes 

estruturas. Essa grande conexão entre a utilização de metais e o desenvolvimento da sociedade 

faz com que o grande crescimento da população humana nas últimas décadas seja acompanhado 

de um aumento relevante na demanda por metais (Backman, 2008; Vidal et al., 2013; Watari 

et al., 2021). Há duas formas principais de obtenção dos metais a serem utilizados na indústria: 

a extração diretamente da natureza (fontes primárias), por meio da mineração, e a reciclagem 

de materiais que contêm os metais de interesse (fontes secundárias) (Schäfer e Schmidt, 2021). 

O processo de reciclagem de metais é limitado principalmente por dois motivos: a) 

porque frequentemente este material encontra-se muito diluído nos produtos, principalmente os 

tecnológicos, que contém grande quantidade de plásticos ou outros componentes não metálicos 

(Schäfer e Schmidt, 2021), aumentando os custos para a separação do material de interesse; b) 

geralmente há pouco incentivo para a coleta de materiais descartados. A ampliação da 

reciclagem de metais enfrenta várias barreiras, como falhas na percepção dos custos ambientais 

devido à perda dos serviços ecossistêmicos associados à exploração de metais primários e falta 

de mudanças tecnológicas que facilitem a reciclagem de vários produtos. É necessário que haja, 

ainda, políticas de reciclagem com incentivos econômicos, como, por exemplo, sobretaxas às 

industrias sobre o descarte de produtos recicláveis, esquemas de crédito negociáveis para 

reciclagem, subsídios a programas de reciclagem e impostos sobre materiais virgens 

(Söderholm e Ekvall, 2020). É também necessário um processo de educação da população para 

evitar o descarte incorreto e uma facilitação, por parte do governo, do acesso da população a 
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locais que recebam e direcionem os materiais descartados. Além disso, há algumas barreiras 

para o desenvolvimento da reciclagem de resíduos no Brasil, como falta de conhecimento, 

necessidade de mais atenção aos aspectos práticos e operacionais do processo (Conke, 2018). 

Outros fatores que contribuem para as baixas taxas de reciclagem de metais são as 

perdas nos processos industriais, outras destinações relacionadas ao descarte dos materiais 

metálicos, alto custo e baixa eficiência na reciclagem de alguns tipos de metais ou o fato de eles 

estarem presos em materiais ainda em vida útil (Reck e Graedel, 2012). Para os metais mais 

comuns, como o ferro, o alumínio e o cobre, a taxa de reciclagem fica em torno de 50 %, 

enquanto para outros metais, como gálio, pode ficar em até menos de 1 % (Graedel et al., 2011). 

Esse conjunto de dificultadores do processo de reciclagem implica na necessidade de aumento 

da extração dos metais diretamente da natureza, o que gera inúmeros problemas ambientais. 

Dentre os impactos ambientais causados pelo processo de mineração, destacam-se a 

alteração da paisagem e a contaminação de ecossistemas, devido à liberação de metais que se 

encontravam originalmente presos nas rochas para outros locais, como os corpos d’água 

(Environmental Mining Council Of B.C. 2012). Os impactos das atividades minerárias podem 

resultar da liberação de partículas provenientes das rochas e da lixiviação do próprio metal 

durante o processo de extração (Environmental Mining Council Of B.C. 2012), sendo que 

grandes impactos mais pontuais ocorrem nos eventos de liberação massiva de rejeitos, como, 

por exemplo, pelo rompimento de barragens (Kossoff, et al., 2014). 

Além dos impactos da exploração de metais em fontes naturais, o descarte incorreto de 

materiais que contêm esses elementos na sua composição também leva à contaminação do 

ambiente (Ribeiro et al., 2022). O descarte em aterros controlados, lixões ou diretamente em 

áreas naturais ou espaços públicos é inadequado e pode levar a vazamentos e à lixiviação desses 

metais, contaminando o solo, o lençol freático e o ambiente aquático (Li e Achal, 2020; 
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Kalamaras et al., 2021). Diferentemente de impactos nos ecossistemas terrestres, que tendem a 

ser mais pontuais em termos espaciais, o aspecto fluido do meio líquido faz com que a 

deterioração de corpos d’água venham a cobrir grandes áreas, podendo prejudicar ambientes 

localizados a grandes distâncias da fonte de contaminação. 

Dentre alguns casos de contaminação de corpos d’água por metais no Brasil, destacam- 

se dois grandes eventos de rompimento de barragens de rejeitos de mineração de ferro, 

ocorridos no estado de Minas Gerais: a) rompimento da Barragem de Fundão, em Mariana, 

resultando na liberação de aproximadamente 50 milhões de m³ de rejeitos na Bacia do Rio Doce 

(IBAMA, 2015); e b) rompimento da Barragem I, localizada na Mina do Córrego do Feijão, em 

Brumadinho, contendo 11,7 milhões de m³ de rejeitos que foram liberados na Bacia do Rio 

Paraopeba, afluente do Rio São Francisco. Os impactos da Barragem de Fundão se estenderam 

por cerca de 663 km ao longo da rede fluvial (IBAMA, 2015), enquanto os da Barragem I, que 

foram registrados em termos de área degradada, atingiram pelo menos 2,698 km2 nos primeiros 

dias após o rompimento (IBAMA, 2019). 

Após as rupturas dessas barragens, tiveram início vários estudos para avaliar alterações 

quanto às concentrações de diferentes metais nos corpos d’água impactados em ambas bacias 

hidrográficas, tendo sido reportados efeitos negativos em alguns casos (Costa et al., 2019; 

Vergilio et. al., 2020; Vergilio et. al., 2021). Embora estudos prévios realizados pela Companhia 

de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM) tenham sido contrastados com dados obtidos após 

o rompimento da barragem de Fundão e apontado ausência de efeitos deste evento sobre as 

concentrações arsênio (As), cromo (Cr), cobre (Cu), chumbo (Pb), zinco (Zn) e mercúrio (Hg) 

dissolvidos na água (CPRM, 2015), alguns pesquisadores reportaram ter ocorrido aumentos nas 

concentrações de cobalto (Co), Cr, Zn, Cu, Pb, ferro (Fe), manganês (Mn) e níquel (Ni) na água 

da bacia do Rio Doce (Queiroz et. al., 2018; Costa et.al., 2019; Vergilio et. al., 2021). Uma vez 

que estes metais apresentam potencial tóxico para humanos e para outras espécies, é necessário 
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haver esforços voltados desde ao monitoramento das concentrações ao longo do tempo até ao 

desenvolvimento de ferramentas que possam contribuir para a remoção de metais presentes na 

água. Várias técnicas convencionais para remoção de metais em corpos d’água, como adsorção, 

eletro-diálise, precipitação e troca iônica apresentam limitações, fazendo com que técnicas 

desenvolvidas mais recentemente, como a biorremediação envolvendo algas, bactérias e 

fungos, passassem a ser mais exploradas e estudadas (Kapahi e Sachdeva, 2019). 

O conhecimento sobre métodos para remoção de metais em ecossistemas é relevante em 

países com ampla tradição em atividades minerárias, como o Brasil. As barragens mencionadas 

acima, por exemplo, encontram-se em uma região rica em recursos minerais, o Quadrilátero 

Ferrífero, na qual o ferro é bastante abundante, mas havendo também quantidades relevantes 

de alumínio e outros metais (OECD, 2022). Dentre as cerca de 207 minas ativas do Brasil, o 

ferro e o cobre, destacados neste estudo, estão entre os metais explorados (Afonso et al., 2022). 

Dependendo das concentrações, ambos podem atuar como contaminantes dos corpos d’água, 

gerando vários efeitos na biota e nos seres humanos expostos. 

O excesso de ferro em humanos pode levar a sintomas mais leves, como vômito e 

diarreia, ou sintomas mais graves, como falência renal (Yuen e Becker, 2022), enquanto o cobre 

pode levar a sintomas leves, como fadiga, dor de cabeça, ou mais graves, como depressão e 

necrose hepática (Nolan, 1983; Royer e Sharman, 2022). Em relação à biota, a exposição ao 

cobre pode gerar alterações comportamentais ou anatômicas e levar à morte em peixes 

(Tavares-Dias, 2021), diminuição da atividade enzimática e muscular de mexilhões (Naimo, 

1995) e também impactos em microrganismos. Em algas, por exemplo, o excesso de ferro 

resulta em uma menor taxa de crescimento (Arbildua et al., 2017). Entretanto, detalhes sobre 

mecanismos de ação e até sobre outros efeitos tóxicos de altas concentrações de ferro são pouco 

conhecidos nas algas, uma vez que é mais comum o foco na deficiência desse metal. Os efeitos 

da contaminação por cobre, por outro lado, são mais estudados, tendo sido destacados a redução 
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nas taxas de crescimento, aumento do estresse oxidativo e alterações morfológicas (Cavalletti 

et al., 2022). O impacto negativo do cobre sobre as algas é um dos motivos pelo qual este 

elemento faz parte da composição de algicidas frequentemente utilizados nos tratamentos de 

água para remoção de algas e cianobactérias, como observado na manutenção da qualidade da 

água de piscinas, aquários ou mesmo em sistemas de maiores dimensões, como reservatórios e 

lagos (Jančula e Maršálek, 2011; Leal et al. 2018). 

Os efeitos desses metais sobre microrganismos fotossintetizantes são especialmente 

importantes, uma vez que alterações nas comunidades formadas por estes organismos 

(principalmente fitoplâncton e fração autotrófica do perifíton) geram impactos em todo o 

ecossistema. Isso ocorre porque as algas e cianobactérias, sendo produtores primários e, 

portanto, estando em um nível basal da cadeia trófica, possuem grande importância em 

determinar o funcionamento do ecossistema e podem interferir em todos os demais níveis 

(Elliott et al., 1983; Pickhardt et al., 2002). Assim, estudos sobre os impactos da contaminação 

por metais sobre algas e cianobactérias são bastante relevantes. 

As interações entre os metais e as algas e cianobactérias podem ir além de efeitos 

deletérios sobre estes microrganismos. Como mencionado acima, acerca dos estudos voltados 

à biorremediação, há casos em que estes microrganismos podem ser usados como uma 

ferramenta para a remoção de metais em sistemas aquáticos contaminados 

(Chandrashekharaiah et al., 2021; Silva e Figueredo, 2023). Algumas características, como suas 

pequenas dimensões e a presença, em grande quantidade, de moléculas ricas em grupos 

funcionais com carga negativa em sua superfície celular, permitem uma eficiente adsorção de 

metais, tanto em células vivas quanto em células mortas, apresentando grande potencial para se 

tornar uma ferramenta para o tratamento de corpos d’água contaminados por metais (Crist et 

al., 1981). Estes microrganismos podem, ainda, ser utilizados neste tratamento devido à sua 

capacidade de absorver e acumular metais no interior das células (bioacumulação) (Lavoie et 
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al., 2009; Du et al., 2022). Uma vantagem adicional da utilização de algas e cianobactérias na 

remoção de metais na água é relacionada ao rápido crescimento populacional destes 

microrganismos (Silva e Figueredo, 2023), facilitando o cultivo em massa quando houver 

necessidade. 

Considerando os métodos de remoção baseados na utilização de células vivas, como por 

bioacumulação, ou em certos métodos baseados em adsorção, é fundamental determinar quais 

espécies são mais resistentes à contaminação por determinados metais para otimizar o seu 

emprego para essa finalidade. Uma vez que há casos nos quais o processo de descontaminação 

exige que as células estejam expostas a altas concentrações do metal contaminante, é importante 

que as espécies utilizadas sejam resistentes a níveis elevados de contaminação. Entretanto, a 

maioria dos estudos geralmente avalia efeitos de baixas concentrações dos metais, 

especialmente aqueles focados em cobre (0,01 a 3,00 mg/L), enquanto que para o ferro esse 

tipo de estudo é bastante escasso. Além disso, é desejável que haja aspectos de padronização 

entre métodos empregados nos estudos, pois somente assim as espécies poderiam ser 

comparadas para a identificação daquelas que são mais promissoras para a biorremediação de 

metais em corpos d’água. Considerando que cada espécie de microalga ou cianobactéria é 

impactada de modo diferente pelas condições do ambiente em que se encontram (Levy et al., 

2007), a ausência de padronização metodológica entre estudos torna-se uma fonte adicional de 

variabilidade indesejável. 

No presente estudo, foram comparadas as taxas de crescimento de duas espécies de algas 

verdes sob elevadas concentrações de ferro ou de cobre, dois dos três metais mais consumidos 

pela humanidade (McMillan et al., 2012), com o objetivo de avaliar se há diferenças 

interespecíficas na resistência a estes metais. 
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2. OBJETIVO 

 
Este estudo teve o objetivo de avaliar a resistência das microalgas Desmodesmus 

armatus e Monactinus simplex, a cinco diferentes concentrações de ferro e cobre, abrangendo 

concentrações baixas e concentrações bastante elevadas. As hipóteses testadas foram que as 

concentrações mais elevadas resultarão em um menor crescimento em relação ao controle, 

enquanto que as mais baixas não afetarão o crescimento, sendo que ambas as espécies deverão 

apresentar uma resistência similar aos metais. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Análise de estudos prévios 

 

Para avaliar as condições nas quais são realizadas pesquisas sobre efeitos de ferro e de 

cobre em microalgas e cianobactérias, foi feito um levantamento de artigos científicos em 

relação à interação destes microrganismos com estes metais. As bases de dados utilizadas foram 

o Google Acadêmico e o Web of Science, utilizando as palavras-chave (copper or iron), 

(toxicity or inhibition) e growth, avaliando também as referências dos artigos encontrados, Os 

estudos foram comparados em relação ao meio de cultura utilizado, às concentrações dos metais 

que foram testadas, ao valor de pH nas soluções de cultivo, aos reagentes usados para a correção 

do pH e ao uso de EDTA. Tais informações foram obtidas para identificar se há um padrão 

nesses estudos em relação a esses parâmetros, uma vez que diferenças quanto a eles podem 

alterar a resistência das espécies à exposição aos metais. 

3.2. Experimentos 

 

3.2.1. Espécies e condições de cultivo 

 

Os experimentos foram realizados com duas espécies de algas planctônicas: 

Desmodesmus armatus (Chodat) E. H. Hegelwald 2000 e Monactinus simplex (Meyen) Corda 

1839. Essas espécies são pertencentes ao filo Chlorophyta, um filo com características 

interessantes em relação ao seu potencial para biorremediação por possuir muitas espécies 

bastante comuns em ecossistemas aquáticos, por ser de fácil cultivo em laboratório e com 

crescimento rápido. Elas foram isoladas do Parque Municipal Fazenda Lagoa do Nado 

(19°49’54,4”S 43°57’35,9”W) em Belo Horizonte, Minas Gerais, um ambiente não impactado 

por altas concentrações de metais. O cultivo foi feito em tubos de ensaio contendo 20 mL de 

meio CHU10 (CHU, 1942), um meio de cultura simples, sendo preparado com apenas 6 sais 

diferentes, o que diminui as chances de interferências dos componentes do meio nos metais 
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testados. Os tubos foram vedados com rolha de algodão e gaze para permitir trocas gasosas com 

a atmosfera, mas evitando a contaminação por microrganismos. Os tubos foram mantidos em 

uma câmara incubadora SOLAB SL-225/364 configurada para a temperatura de 22(±0,5) °C, 

fotoperíodo de 12h claro e 12h escuro e intensidade luminosa de cerca 60 µmol∙fótons∙m-2∙s- 

1, obtida pelo uso de quatro lâmpadas tubulares de LED brancas. 

3.2.2. Meio de cultura para o teste de toxicidade 

 

Os testes de toxicidade dos metais sobre as microalgas foram realizados utilizando meio 

CHU10 com adição de cloreto de ferro(III) (FeCl3) ou de sulfato de cobre(II) (CuSO4). Para cada 

metal, foram utilizadas cinco concentrações, definidas por uma progressão geométrica de 

ordem 2,5 para o ferro e de 3 para o cobre, tendo como primeiro valor 0,80 mg/L para o ferro 

(concentração de ferro já presente no meio CHU10) e 1 mg/L para o cobre (concentração mais 

baixa utilizada, já que não há cobre na composição do meio CHU10), seguindo as 

recomendações da OECD (OECD, 2011). As concentrações utilizadas foram: 2,00; 5,00; 12,50; 

31,25; 78,13 mg/L de Fe e 1,00; 3,00; 9,00; 21,00 e 81,00 mg/L de Cu, sendo, para cada metal, 

nomeadas como T1, T2, T3, T4 e T5, respectivamente. As concentrações foram definidas de 

modo a atingirem níveis bastante elevados quando comparados a vários estudos, mas sendo 

sempre inferiores a 100 mg/L, limite estabelecido pela OECD para esse tipo de experimento 

(OECD, 2011). 

Para manutenção de condições de cultivo similares quanto a algumas características do 

meio de cultura, seu pH foi corrigido para 7,39 (± 0,07) com o uso de cloreto de hidrogênio 

(HCl) e hidróxido de sódio (NaOH). Antes deste ajuste nos valores de pH, foi adicionado ácido 

etilenodiaminotetracético dissódico dihidratado (EDTA) na proporção de 1:1 mol para cada 

metal para evitar que a adição de hidróxido resultasse na precipitação dos metais. Tais 

concentrações de EDTA foram estabelecidas com base em testes prévios que apontaram que 
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concentrações menores não foram eficientes em evitar a precipitação dos metais testados. As 

concentrações de EDTA usadas foram 2,80; 7,00; 17,50; 43,74 e 109,36 mg/L para o ferro e 

1,23; 3,69; 11,07; 33,21 e 99,64 mg/L para o cobre, respectivamente para os tratamentos T1, 

T2, T3, T4 e T5. Para avaliar os efeitos destas concentrações crescentes de metais e também 

considerando que o EDTA poderia ter algum impacto sobre o crescimento das microalgas, dois 

controles foram estabelecidos no experimento, um contendo somente o meio CHU10, 

denominado Cm, e um contendo as maiores concentrações de EDTA testadas, presentes nos 

respectivos tratamentos T5. Estes controles referentes ao EDTA foram denominados CEDTA. Os 

tubos com os meios dos tratamentos foram esterilizados em autoclave antes de serem 

inoculados com as espécies de algas. 

3.2.3. Realização do teste 

 

Cada tratamento (Cm, CEDTA, T1, T2, T3, T4 e T5) foi inoculado com 1 mL de uma 

cultura estoque que foi mantida em crescimento por duas semanas. Na cultura de D. armatus, 

este volume continha aproximadamente 2,0 x 106 células, enquanto que na cultura de. M. 

simplex, esse volume continha 2,0x105 células, resultando em uma concentração de 9,6x104 e 

9,6x103 cél/mL, respectivamente. Os tubos com os tratamentos foram dispostos dentro da 

câmara incubadora (SOLAB SL225/364; 22(±0,5) °C, 12h claro e 12h escuro, sob cerca 60 

µmol∙fótons∙m-2∙s-1) em uma grade para tubos, uma para o experimento com adição de ferro e 

uma para aquele com adição de cobre. Foi realizada a agitação de todos os tubos em intervalos 

de 24h, momento no qual a posição da grade também era modificada, de modo a minimizar a 

interferência de quaisquer diferenças na disponibilidade de luz no interior da câmara. Cada 

tratamento foi feito em triplicata. No momento de cada agitação, uma amostra de 300 µL era 

recolhida de cada tubo e utilizada para quantificar a densidade populacional presente nos 

tratamentos. O período de duração total do experimento foi de 72h. 
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3.2.4. Quantificação do crescimento populacional 

 

A quantificação da densidade populacional foi feita por meio de curva de densidade 

óptica, resultante da relação entre a quantidade de células e o valor de absorbância. Essa relação 

foi feita a partir de oito diluições da cultura estoque, feitas com acréscimo de água destilada, 

sendo essas concentrações 100,0; 87,5; 75,0; 62,5; 50,0; 37,5; 25,0 e 12,5 % de cultura estoque. 

A quantidade de células foi obtida pela contagem em câmara de Fuchs-Rosenthal e a 

absorbância foi obtida com o uso de um leitor de placa de ELISA (Multiskan GO, 

ThermoScientific). Cinco comprimentos de onda, estabelecidos com base na literatura voltada 

à avaliação da densidade populacional em culturas de algas (Griffiths et al., 2011; Nielsen e 

Hansen, 2019), foram testados quanto à absorbância: 440, 540, 630, 680 e 750 nm. 

3.2.5. Análises estatísticas 

 

A relação entre densidade de células nas culturas e a absorbância em cada comprimento 

de onda testado foi previamente estabelecida por meio de análise de regressão linear, resultando 

em modelos que foram empregados para deduzir a densidade de células a partir do valor de 

absorbância da amostra de cada tratamento. Estes dados permitiram estabelecer o ajuste mais 

adequado para determinação das curvas de crescimento sob cada condição experimental. As 

curvas de crescimento foram comparadas por meio de ANOVA de medidas repetidas, 

realizadas no programa Statistica. Previamente à realização destas análises, todos os dados 

foram logaritmizados, sendo em seguida avaliada a homogeneidade de variâncias pelo teste de 

Brown-Forsythe. Alguns valores da densidade populacional foram negativos, provavelmente 

por terem ocorrido quedas abaixo do limite de detecção do leitor de placa de ELISA. Assim, 

devido à impossibilidade de existência de densidade negativa, todos esses valores foram sempre 

ajustados para a densidade mínima quantificada para os experimentos, ou seja, o mesmo valor 

de densidade observado no primeiro dia. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Análise de estudos prévios 

 

Foram encontradas 21 publicações nas quais os autores realizaram experimentos para 

testar a toxicidade de ferro ou cobre em microalgas e cianobactérias (Tabela 1), havendo um 

maior número enfocando os efeitos do cobre (18 estudos) do que aqueles avaliando os efeitos 

do ferro (somente 03 estudos). O meio de cultura diferiu entre praticamente todos os estudos 

avaliados, sendo encontrados 19 meios diferentes. As concentrações testadas para avaliação da 

toxicidade do ferro foram mais altas do que as concentrações de cobre testadas (mediana de 

9,95 e 0,67 mg/L, respectivamente). Os valores de pH comumente foram de 7 e 8, com algumas 

exceções, geralmente em estudos realizados com espécies acidófilas (Nishikawa e Tominaga, 

2001; Spijkerman et al., 2018) ou quando o foco estava relacionado a testes sobre o efeito do 

pH na toxicidade dos metais (Buayam et al., 2019). Quanto à clareza em relação ao método 

empregado para o ajuste do pH do meio, apenas quatro publicações continham informação 

sobre como foi feita a correção para os valores de teste (Nishikawa e Tominaga, 2001; Arbildua 

et al., 2017; Buayam et al., 2019; Pascual et al., 2020). Somente quatro dos 21 estudos 

levantados foram realizados com a adição de EDTA ao meio de cultura, sendo para testar o 

efeito do metal na presença do EDTA (Ma et al., 2003; Pascual et al., 2020) ou para garantir a 

disponibilização de metal de ferro para o crescimento das algas (Nielsen e Wium-Andersen, 

1970; Fawaz et al., 2018). 

4.2. Densidade óptica 

 

As análises de regressão linear mostraram que a densidade populacional e os valores de 

absorbância obtidos pelo leitor de placas de ELISA possuíram um ajuste adequado para as 

culturas de D. armatus (R² > 0,98) nos comprimentos de onda de 440, 630 e 680 nm, enquanto 
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Tabela 1: Levantamento de informações sobre as condições experimentais em estudos que avaliaram a toxicidade 

de ferro e de cobre sobre microalgas e cianobactérias. (Den. pop. = densidade populacional inicial, NI = Não 

informado). 
Metal Espécies Filo Den. pop. 

(cél/mL) 
Meio de 
cultura 

Reagente Concentração 
metal (mg/L) 

EDTA 

(mg/L) 

pH Correção 
do pH 

Referência 

Ferro Chlorella sp.; 

Chlamydomonas sp.; 
Chlorococcum sp. 

Chlorophyta 1x10^5 Bold’s 

Basal 
Medium 

FeSO4; FeCl3; 
Fe(NO3)3 

5 a 50 0 NI NI Subramaniyam 
et al., 2016 

 Pseudokirchneriella subcapitata Chlorophyta 1x10^4 OECD Fe2(SO4)3·nH2O 1,25 a 14,9 0 6.3; 8 MES; 

HEPES 

Arbildua et al., 

2017 

 Chlamydomonas acidophila Chlorophyta 1–2x10^7 Lake water Fe2(SO4)3 1 a 1200 0 ~2,36 NI Spijkerman et 

al., 2018 

Cobre Microcystis aeruginosa; Chlorella 

pyrenoidosa 

Cyanobacteria; 

Chlorophyta 

1,5x10^6 

3x10^6 

Allen's; 

Gorham's 

CuSO4; 1 parte 
CuSO4 2 partes 

ácido cítrico; 

Algeeclear; 
Cuprose 

(Texas); 
Cuprose 

(Nalco) 

0,25 a 3,00 0 7; 9 NI Fitzgerald e 

Faust, 1963 

 Chlorella pyrenoidosa; Nitzschia 

palea 

Chlorophyta; 

Bacillariophyta 

1x10^5 
 

 
1x10^7 

0sterlind B CuSO4 0,001 a 0,005 0,250 8 NI Nielsen e 

Wium- 

Andersen, 

1970 

 Selanastrum capricornutura Chlorophyta 0,001 mL 

de volume 
condensado 

AAPBT CuCl2 <0,05 a 

>0,30 

0 ~7 NI Bartlett e 

Rabe, 1974 

 Chlorella vulgaris Chlorophyta ~0,2x10^6 Bold’s 
Basal 
Medium 
modificado 

CuSO4 0,2 e 0,4 0 6,2 NI Butler et al., 
1980 

 Phaeodactylum tricornutum Bacillariophyta 24x10^4 Água do 

mar 
filtrada 

CuCl2 0,05 a 1,00 0 7,6 NI Cid et al., 

1995 

 Chlamydomonas acidophila Chlorophyta 5x10^5 Modified 

Sager- 
granick 

CuCl2·2H2O 6,35 a 63,55 0 4 NaOH Nishikawa e 

Tominaga, 
2001 

 Scenedesmus subspicatus Chlorophyta 2x10^4 OECD CuSO4·5H2O ~0,67 a 9,92 6328 e 

12656 
8 NI Ma et al., 

2003 

 Chlorella kessleri; Scenedesmus 

acutus; Coelastrum sphaericum 

Chlorophyta 1,5x10^6 Bold’s 

Basal 
Medium 

CuCl2·2H2O 17,4 e 34,8 > 0 NI NI Schiariti et al., 

2004 

 Nitzschia closterium; Chlorella sp. Bacillariophyta; 

Chlorophyta 

2-4x10^4 água do 
mar 
filtrada; 

água mole 
sintética 

CuSO4·5H2O 0,010 a 
0,160; 0,002 
a 0,020 

0 8; 7,5 NI Johnson et al., 

2007 

 Minutocellus polymorphus; 

Phaeodactylum tricornutum; 
Nitzschia closterium; 

Dunaliella tertiolecta; 
Micromonas pusilla; 

Tetraselmis sp.; 
Heterocapsa niei; 

Isochrysis sp.; 
Gephyrocapsa oceanica; 

Emiliania huxleyi; 
Proteomonas sulcata 

Bacillariophyta; 

Chlorophyta; 
Miozoa; 

Prymnesiophyta; 
Cryptista 

1–2x10^3 Água do 

mar 
filtrada 

CuSO4·5H2O máximo de 1 0 NI NI Levy et al., 

2007 

 Odontella mobiliensis  ~1.8 x10^4 Água do 

mar 
filtrada + 

f/2 

CuCl2·2H2O 0,052 a 0,926 0 8 NI Manimaran et 

al., 2012 

 Chlamydomonas reinhardtii Chlorophyta 1x10^4 Tris– 

Acetate– 

Phosphate 

(TAP) 

CuSO4 0,5 a 7,9 0 NI NI Jamers et al., 

2013 

 Chlorella sorokiniana; 

Scenedesmus acuminatus 

Chlorophyta; 

Cyanobacteria 

48×10^5; 

25×10^5 

optimized 
culture 

medium 
(OCM) 

CuCl2·2H2O 1,59 a 25,42 0 7 NI Hamed et al., 

2017 

 Scenedesmus quadricauda; 
Scenedesmus subspicatus; 

Oscillatoria agardhii 

 1x10^4 standard 

EPA 

CuSO4·5H2O 0,05 a 2,00 0,3 7,2; 

7,5 

NI Fawaz et al., 

2018 

 Desmodesmus sp. Chlorophyta ~10^5 Jaworski’s CuSO4·5H2O 2 a 50 0 4; 6 HCl Buayam et al., 
2019 

 Pseudokirchneriella subcapitata Chlorophyta 1x10^4 OECDm; 
AAPm; 

BBm 

CuCl2·2H2O 0,0001 a 10 0,1 a 
10,0; 

5,0 a 
50,0 

6,5 MOPS e 
NaOH; 

HCl e 
NaOH 

Pascual et al., 
2020 

 Chaetoceros calcitrans; 
Nitzschia closterium 

Bacillariophyta 1x10^4 f/2 CuCl2·2H2O 0,095 a 0,76 0 8 NI Neethu et al., 
2021 

 Selenastrum gracile Chlorophyta ~5×10^4 L.C. Oligo CuCl2 Titrisol 0,04 a 0,51 0 7 NI Rocha et al., 

2021 
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Figura 1: Regressão linear entre os valores de densidade populacional e absorbância para as culturas estoque de 

Desmodesmus armatus e Monactinus simplex. 
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que o ajuste para M. simplex foi adequado (R² > 0,98) somente no comprimento de onda de 440 

nm (Figura 1). Dessa forma, como estratégia de padronização de métodos, as equações obtidas 

pelas regressões lineares para 440 nm foram utilizadas para a quantificação do número de 

células nos dois experimentos. 

 

4.3. Curvas de crescimento 

 

Com base na leitura de absorbância, algumas amostras apresentaram valores negativos 

para M. simplex, fazendo com que a aplicação do modelo obtido na análise de regressão 

resultasse em densidade populacional com valor negativo (Figura 2). Como não é possível que 

a densidade populacional seja realmente negativa, esses valores foram substituídos pelo mesmo 

valor de densidade populacional do inóculo, considerando apenas que não teria ocorrido 

crescimento populacional nesses tratamentos e respectivas datas de amostragens. Sendo 

possível que os valores negativos pudessem estar relacionados a uma diminuição da densidade 

populacional das culturas a níveis mais baixos do que o limite de detecção do leitor de placas 

ELISA, não haveria confiabilidade nos valores exatos negativos para as comparações por 

ANOVA, sendo preferível substituir as densidades negativas pelas menores densidades 

conhecidas, ou seja, aquelas detectadas no início dos experimentos. 

 

Apesar de haver o acréscimo de EDTA em elevadas proporções para evitar a 

precipitação de metais, ao menos parte do Fe presente nos meios usados para os testes do Fe 

precipitou em todos os tubos após a esterilização em autoclave, mantendo-se como partículas 

insolúveis durante todo o período experimental (Figura 3). Ainda que isto possa representar um 

artefato experimental, foi possível detectar diferença no crescimento entre os tratamentos para 

ambas as espécies (Figura 4). O crescimento de D. armatus foi mais alto na concentração T3, 

seguido pelo crescimento observado nos tratamentos T1, T2 e T4, que não diferiram entre si e 

exibiram maiores valores de crescimento do que aqueles observados no controle para o meio 
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de cultura (Cm) e no tratamento T5, ambos também não diferindo entre si. O controle de EDTA 

foi o que apresentou crescimento mais baixo (Figura 4). O crescimento de M. simplex foi maior 

nos tratamentos T3 e T2. O crescimento no tratamento T2 também foi igual ao crescimento 

observado no controle para o meio de cultura e nos tratamentos T1 e T4. Os menores valores 

de crescimento foram observados no tratamento T5 e no controle para EDTA (Ce), que não 

diferiram entre si (Figura 4). 

 

Ajustado ao método proposto, não houve precipitação de cobre após a esterilização em 

autoclave. O experimento realizado para avaliar os efeitos deste metal no crescimento das algas 

mostrou padrões similares àqueles observados no experimento feito para avaliar os efeitos do 

ferro (Figura 4). Para D. armatus, não houve diferenças entre o crescimento observado no 

controle do meio de cultura e em todas as concentrações de cobre. Algumas diferenças foram 

detectadas entre tratamentos, com as concentrações nos tratamentos T1 e T3 resultando em 

maior crescimento do que o observado no tratamento T5. Nas concentrações de T2, T4 e T5, o 

crescimento também não foi diferente do crescimento detectado no controle para EDTA (Figura 

4). Para M. simplex, o crescimento populacional nas concentrações de T1, T2, T3 e T4 foi igual 

ao registrado no controle para o meio de cultura e mais alto do que aquele registrado em T5 e 

no controle para EDTA, que foram iguais entre si (Figura 4). 



26 
 

 

 

 

 
Figura 2: Curvas de crescimento de Desmodesmus armatus e Monactinus simplex nos tratamentos com ferro 

e cobre. Valores em média ± desvio-padrão. 

 

 

 

 

 

Figura 3: Meio de cultura para testes de ferro com material precipitado 

no fundo. 
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Figura 4: Curvas de crescimento das espécies Desmodesmus armatus e 

Monactinus simplex para os tratamentos com ferro e cobre. Letras iguais abaixo 

das legendas indicam semelhança estatística. Valores logaritmizados de média ± 

desvio-padrão. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Embora não tenha sido o principal objetivo do presente estudo e de não ser uma proposta 

original do trabalho, ao longo de seu desenvolvimento foi necessário verificar a eficiência de 

alguns aspectos metodológicos que foram aplicados. Essa comparação foi importante 

justamente porque não há padronização entre os estudos publicados, dificultando o 

estabelecimento de condições experimentais. Uma vez que tais informações podem ser úteis a 

outros pesquisadores e que geralmente não são encontradas comparações deste tipo na 

literatura, estas serão debatidas aqui de modo a esclarecer e justificar as escolhas adotadas para 

a realização dos experimentos. A partir da análise da Tabela 1, foi possível perceber que não há 

padronização ou clareza de informações quanto aos testes de toxicidade de ferro e de cobre 

sobre microalgas e cianobactérias. Alguns estudos não informam o valor de pH no meio 

utilizado e muitos dos que informam o valor não mencionam de maneira clara como foi feito o 

ajuste para que o meio atingisse esse valor. Essas informações são relevantes porque o pH do 

meio pode interferir na toxicidade de metais (Skowroński et al., 1991; Buayam et al., 2019). 

Além disso, no presente estudo foi detectado que a adição de soluções com altas concentrações 

de metais nos meios de cultura usados nos tratamentos T4 e T5 pode resultar em uma 

diminuição do valor de pH, de cerca de 9 para cerca de 3, tanto para o ferro quanto para o cobre. 

Assim, a correção do pH do meio CHU10, geralmente para passar de 9 para 7,4 a partir da 

adição de HCl, sofre uma drástica modificação e passa a necessitar da adição de compostos 

alcalinos. Entretanto, esse ajuste de pH é um processo que pode levar à precipitação dos metais 

no meio de cultura, especialmente se feito com o uso de hidróxidos, que são utilizados, em 

outras aplicações, justamente com a finalidade de precipitar metais (Blais et al., 2008). Isso 

geralmente é evitado com a acréscimo de quelantes, como o EDTA, ao meio de cultura. O raro 

uso de EDTA nos estudos, somado a ausência de informação sobre a correção do pH, gera a 

dúvida se o metal presente no meio desses estudos realmente estava dissolvido. De modo 
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sintético, a grande variedade de valores de pH que podem ser atingidos (na dependência do tipo 

de meio de cultura, do tipo metal ou do sal contendo o metal, por exemplo) faz com que uma 

padronização por meio de um ajuste inicial do pH nos testes seja importante para permitir 

comparações entre estudos. É fundamental que seja mencionado nos textos referentes aos 

estudos não apenas o valor de pH, mas qual composto químico foi utilizado para a correção e, 

ainda, se foi necessário utilizar agentes quelantes para evitar a precipitação do metal, qual foi o 

quelante usado e em que concentração. 

O meio de cultura utilizado nos trabalhos encontrados é o parâmetro que mais diverge 

entre os estudos. A padronização dele também é relevante, uma vez que particularidades em 

suas composições poderiam influenciar na toxicidade dos metais (Fitzgerald e Faust, 1963). 

Considerando essas diferenças entre os meios, fica difícil de se ter uma comparação confiável 

entre os resultados obtidos nos estudos, pois as diferenças observadas na resistência das 

espécies poderiam estar mais relacionadas ao meio de cultura do que às características dos 

metais ou da própria espécie. É possível que essas diferenças e a ausência de clareza sobre os 

métodos empregados contribua para a manutenção da ausência de padronização entre estudos, 

pois dificulta o estabelecimento de protocolos mais definitivos e que seriam mais eficientes em 

quantificar os efeitos dos metais sobre as algas e cianobactérias. Além dos protocolos 

padronizados facilitarem a realização de outros estudos, apresentam a vantagem de permitir 

comparações mais seguras entre estudos, pois os resultados seriam obtidos sob condições 

similares (Taylor e Scroggins, 2013). 

Comumente, a densidade óptica é considerada uma forma adequada para estimar a 

densidade populacional em culturas de algas ou cianobactérias, sendo que os comprimentos de 

onda utilizados variam entre os que coincidem com os picos de absorção das clorofilas (440, 

630 e 680 nm) e aqueles que se encontram totalmente fora do espectro de absorção destes 

pigmentos (540 e 750 nm) (Griffiths et al., 2011; Breuer et al., 2016; Nielsen e Hansen, 2019). 
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Neste trabalho verificou-se que os comprimentos de onda coincidentes com os picos de 

absorção das clorofilas apresentaram melhores ajustes quando comparados aos não 

coincidentes, sendo que apenas o comprimento de 440 nm teve um ajuste adequado para a 

quantificação da densidade populacional das duas espécies. As diferenças de resultados obtidos 

para as duas espécies em outros comprimentos de onda podem estar relacionadas às suas 

características morfológicas muito distintas, que atuariam de modo diferente na capacidade de 

cada cultura em barrar a passagem de luz. Enquanto D. armatus possui uma colônia com as 

células (geralmente duas ou quatro) distribuídas linearmente (Hentschke e Torgan, 2010), M. 

simplex possui uma colônia em forma de disco (Loaiza-Restano e Bicudo, 2014). Além disso, 

havia uma grande diferença de tamanho entre as colônias de M. simplex (72,0 ± 27,7 µm, média 

± desvio-padrão) e as de D. armatus (8,3 ± 1,5 µm por 7,7 ± 4,9 µm) utilizadas neste estudo. É 

possível que a posição na qual as colônias das algas se encontram no momento da leitura possa 

influenciar os resultados obtidos, com a maior complexidade estrutural de M. simplex causando 

uma maior variação nas leituras do que aquela gerada por D. armatus (Kirk, 1976), 

especialmente ao utilizar comprimentos de onda menos sensíveis. 

Uma outra possibilidade de artefato experimental parece ter ocorrido quanto ao tipo de 

equipamento usado para estimar a densidade populacional nas culturas. Apesar das densidades 

populacionais (9,6x104 e 9,6x103 cél/mL) nos experimentos estarem na faixa de concentrações 

recomendada pela OECD (OECD, 2011) e que são comumente usadas em estudos toxicológicos 

(MA et al., 2003; Manimaran et al., 2012; Fawaz et al. 2018; Rocha et al., 2021), geralmente 

entre 103 e 105 cél/mL, o uso de um leitor de placas de ELISA parece não ser muito adequado 

para as leituras de absorbância em culturas que possuem essas densidades. Desse modo, muitos 

dos valores encontrados foram negativos e, não sendo possível a existência de densidade 

populacional negativa, tais leituras podem ser consequência do pequeno volume usado para 

mensuração da absorbância. O aparelho utilizado realiza leituras em placas nas quais são 
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adicionados apenas 300 µL por amostra, o que pode ter feito com que a quantidade de células 

em várias amostras não fosse suficiente para serem adequadamente detectadas pelo aparelho, 

gerando valores muito próximos ou menores do que o valor obtido para o branco (meio de 

cultura puro). Isso foi mais evidente para M. simplex, provavelmente também 

apresentando alguma relação com as características morfológicas das colônias ou com sua 

menor densidade populacional. Entretanto, no presente estudo, tais limitações do método foram 

percebidas somente após a realização dos experimentos, sendo que o protocolo experimental 

havia sido estabelecido previamente e fundamentado em outro estudo (KOČÍ et al., 2006). A 

escolha de avaliar o crescimento das culturas por este método foi baseada na perspectiva de que 

a leitura em placas ELISA seria uma ferramenta rápida e precisa para a avaliação da densidade 

de células nas subamostras. Apesar das limitações, a maioria das leituras realizadas a 440 nm 

permitiram avaliar as respostas das duas espécies à presença de Fe e Cu no meio, principalmente 

porque nas últimas datas de amostragem os valores de absorbância estiveram acima da 

sensibilidade mínima de leitura pelo equipamento utilizado. 

Além dos problemas relacionados às leituras de absorbância nas baixas densidades 

populacionais, ainda que em uma faixa estabelecida pela OCDE, outros artefatos experimentais 

foram detectados e é importante destacá-los para esclarecimento a outros pesquisadores que 

pretendem investigar interações entre metais e seres vivos. Os experimentos envolvendo 

excesso de Fe no meio CHU10 parecem ter apresentado um fator limitante a mais, quando 

comparados aos experimentos em resposta às concentrações de Cu no meio. Mesmo com a 

adição de EDTA, os tratamentos com Fe adicional mostraram a formação de precipitados, o 

que é indesejável. Isso é especialmente importante porque é possível que concentrações 

elevadas de EDTA até mesmo resultassem em outras respostas no estudo, conforme indicado 

pelas diferenças observadas no crescimento em Ce comparado ao crescimento em Cm, sem que 

o objetivo de sua adição ao meio fosse plenamente atingido. Há ainda a possibilidade de que o 
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EDTA diminuísse, ao menos parcialmente, a disponibilização do metal, de modo oposto ao 

objetivo de sua adição ao meio de cultura. Embora a interação com o EDTA deva diminuir a 

precipitação do metal, talvez este se torne menos acessível às algas quando comparado a sua 

forma iônica no meio. Estes efeitos e seus impactos nos resultados obtidos são suportados por 

outros estudos, que mostram que quelantes, em especial o EDTA, podem diminuir a toxicidade 

dos metais (Fitzgerald e Faust, 1963; Ma et al., 2003; Pascual et al., 2020). Assim, os casos nos 

quais foi observado um maior crescimento do que o registrado no meio CHU10 típico, sem 

adição dos metais, parecem estar relacionados a esta mitigação do efeito tóxico dos metais 

mediada pelas elevadas concentrações de EDTA usadas no presente estudo. Como tanto o ferro 

quanto o cobre são elementos essenciais para o metabolismo das algas (Morrissey e Bowler, 

2012; Cavalletti et al., 2022), um aumento em suas concentrações até um certo nível, com a 

presença de EDTA, parece ter garantido um maior crescimento populacional. Isso sugere um 

maior uso do metal, o que seria de grande importância para o processo de biorremediação, no 

qual é desejável que a espécie avaliada interaja ao máximo com o metal que se deseja remover 

do sistema, mas com mínimo impacto em seu metabolismo. É importante destacar, no entanto, 

que apesar do possível efeito positivo do EDTA, também foi constatado que altas doses desse 

composto apresentaram um efeito tóxico acentuado, evidenciado pelo fato de que o controle de 

EDTA apresentou o menor crescimento para ambas as espécies em relação a ambos os metais. 

Como poucos trabalhos testam o efeito do metal com EDTA, especialmente em altas 

concentrações deste, não fica clara qual a quantidade de EDTA que pode ser acrescentada ao 

sistema sem interferir no crescimento das algas. 

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo, ainda que tendo sido identificadas 

algumas limitações, permitiram perceber que ambas as espécies são capazes de sobreviver e  

crescer no meio contendo elevadas concentrações de ferro ou de cobre, até cerca de 31 e 21 

mg/L, respectivamente, o que é desejável para projetos de biorremediação de águas 
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contaminadas. Dessa forma, é possível que ambas as espécies aqui testadas sejam efetivas para 

o uso em processos de biorremediação. Entretanto, ainda é necessário avaliar a eficiência de 

cada uma na remoção dos metais do meio de cultura, considerando o quanto de cada metal pode 

ser adsorvido e/ou absorvido por essas espécies. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Considerando que estudos enfocando a toxicidade de ferro sobre algas são 

proporcionalmente mais escassos, é importante que mais experimentos sejam realizados sobre 

as interações entre este metal e estes organismos, principalmente considerando a abundância de 

ferro em muitos sistemas e o fato deste ser o metal mais intensamente explorado em escala 

mundial. Também é necessário que haja maior padronização dos métodos empregados nos 

estudos científicos, facilitando as comparações de resultados. Os experimentos realizados no 

presente estudo mostraram que há vários pontos que necessitam de ajustes e que a ausência de 

padronização na literatura contribui para a dificuldade de estabelecimento de um protocolo 

simples e eficiente. Mais estudos são necessários em relação aos efeitos diretos e indiretos que 

o EDTA tem sobre as algas, pois este composto parece ter interagido com estes organismos ou 

afetou a disponibilização de metais nas condições experimentais estabelecidas. Mesmo com as 

limitações relacionadas aos métodos empregados neste estudo, o conjunto de resultados obtidos 

indicam que ambas as espécies, Desmodesmus armatus e Monactinus simplex, são capazes de 

sobreviver no meio contendo elevadas concentrações de ferro ou de cobre, tendo potencial para 

serem utilizadas em processos de biorremediação de águas contaminadas por metais. 
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