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RESUMO 

 

A elevada toxicidade e potencial de acumulação de arsênio em diversos 

ambientes têm incentivado pesquisas de métodos de remoção desse íon em águas 

contaminadas. Cianobactérias apresentam propriedades de interação com íons metálicos 

que podem ser exploradas visando à recuperação de áreas contaminadas. Para avaliar o 

potencial de remoção de arsênio destes organismos este estudo teve como objetivo 

principal, determinar a toxicidade e o potencial de remoção de arsenato (As V) e 

arsenito (As III) pela cianobactéria Microcystis novacekii. Em condições de cultivo em 

laboratório, culturas da cianobactéria, na fase de crescimento exponencial, foram 

expostas por 96 horas (teste de toxicidade) e 192 horas (teste de 

remoção/bioacumulação) à concentrações de As(V)(Na2HAsO47H2O) em duas séries 

geométricas: 0,05; 0,5; 5 e 50,0 mg.L
-1

 (baixas concentrações)  e 500; 900; 1620; 2916 e 

5250 mg.L
-1

 (altas concentrações). Para As(III) (NaAsO2) foram avaliadas as 

concentrações de 14,7; 26,5; 47,6 e 85,7 mg.L
-1

. A inibição do crescimento foi 

monitorada diariamente através da avaliação da densidade óptica e pela contagem de 

células ao microscópio óptico. A quantificação de arsênio bioacumulado na célula, na 

bainha de mucilagem e removido do meio de cultivo foi determinada por espectrometria 

de emissão atômica com plasma acoplado indutivamente (EEA-PI) após 2, 96 e 192 

horas de exposição. Os resultados de toxicidade mostraram que em baixas 

concentrações de As(V) não há inibição do crescimento da cianobactéria em relação ao 

controle (p>0,05). Em concentrações mais altas ocorreu inibição gradativa do 

crescimento. A forma trivalente mostrou toxicidade mais acentuada para M. novacekii 

do que a forma oxidada (As V) sendo determinados valores de EC50 de 40,9  mg.L
-1

 (As 

III) e 5164,8 mg.L
-1 

(As V). A alta resistência às duas espécies químicas testadas indica 

a necessidade de estudos complementares visando elucidar os mecanismos de 

resistência da cianobactéria. Os testes de remoção de arsênio mostraram que M. 

novacekii têm capacidade de acumular arsênio na forma trivalente, independentemente 

da concentração do metaloide no meio aquoso, acumulando c. 3 mg.L
-1 

de arsênio. Esta 

capacidade de bioacumulação não foi, contudo significativa para a forma oxidada. Além 

disto, a bainha de mucilagem não apresentou papel acumulador de arsênio. 

Considerando as características físico-químicas descritas para exopolissacarídeos, 

acredita-se que os grupamentos químicos ionizados existentes nesta camada, podem 
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dificultar a aproximação de ânions como o As(V), presente no meio aquoso e pH neutro 

na forma de H2As ,  e permitir a penetração da forma molecular neutra de As(III), 

presente no meio aquoso como H. Os resultados aqui apresentados podem contribuir 

para o entendimento da dinâmica do arsênio no meio natural e seu impacto sobre o 

fitoplâncton.  

 

Palavras-chave: cianobactérias; arsênio; remoção e toxicidade 
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ABSTRACT 

The elevated toxicity and potential accumulation of arsenic in different environments 

have encouraged research methods for removal of these ions from contaminated waters. 

Cyanobacteria have properties of interaction with metal ions that can be exploited to 

recover the contaminated areas. To evaluate the potential of these organisms in arsenic 

removal this study aimed to determine the toxicity and potential removal of arsenate (As 

V) and arsenite (As III) by the cyanobacterium Microcystis novacekii. Under culture 

conditions in laboratory cultures of cyanobacteria, exponential growth phase were 

exposed for 96 hours (toxicity test) and 192 hours (test/removal bioaccumulation) at 

concentrations of As(V)(Na2HAsO47H2O) in two concentrations series: 0.05, 0.5, 5 and 

50.0 mg.L
-1

 (low concentrations) and 500, 900; 1620; 2916 and 5250 mg.L
-1

 (high 

concentrations). For As (III) (NaAsO2) were evaluated concentrations of 14.7, 26.5, 

47.6 and 85.7 mg. L
-1

. The inhibition of growth was monitored daily by assessing the 

optical density and the cell count under optical microscope. Quantification of arsenic 

bio-accumulated in the cell, the mucilage sheath and removed from the aqueous 

medium was determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry 

(ICP-OES) after 2, 96 and 192 hours of exposure. The toxicity results show that low 

concentrations of As(V) no inhibition of the growth of cyanobacteria was recorded 

compared to control (p> 0.05), while in higher concentrations occurred progressive 

inhibition of growth. The trivalent form showed stronger toxicity to M. novacekii than 

the oxidized one. The EC50 values were 40.9 mg.L
-1

 (As III) and 5,164.8 mg.L
-1

 (As 

V). The high resistance to both chemical species tested indicate the need for 

complementary studies to elucidate the mechanisms of resistance of this cyanobacteria. 

The arsenic removal tests showed that M. novacekii showed capacity to accumulate 

arsenic in the trivalent form, regardless the concentration (p> 0.05) metalloid in the 

aqueous medium, accumulating c. 3 mg.L
-1

 of arsenic. This bioaccumulation potential 

was however not significant to the oxidized form. Furthermore, the mucilage sheath 

showed no role in accumulating arsenic. Considering the chemical-physical 

characteristics described for exo-polysaccharides it is believed that ionized chemical 

groups exist in this layer which can hinder the approach of anions such as As (V) 

present in the aqueous medium at neutral pH and H2As  and allow the penetration of 

neutral molecular form of As (III) present in the aqueous medium as H. These presented  
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results may contribute to the understanding of the dynamics of arsenic in the natural 

environment and its impact on phytoplankton cells, particularly cyanobacteria. 

 

Keywords: cyanobacteria; arsenic; removal and toxicity 
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INTRODUÇÃO 

 

Os resíduos químicos e biológicos têm afetado diretamente os ecossistemas 

aquáticos particularmente através da formação de aglomerações populacionais e 

industriais nas imediações dos rios. O impacto desses resíduos tem se agravado nas 

últimas décadas em todo o mundo e mesmo sendo aplicadas técnicas para diminuir sua 

geração os resultados são incipientes (AFONSO, 2003). No Brasil, a maioria dos 

ecossistemas aquáticos recebe algum tipo de resíduo, sendo que menos de 30% destes 

recebem tratamento adequado, sendo o restante armazenado em lixões ou lançado nos 

corpos d’água (TAVARES & BENDASSOLI, 2005). 

Apesar da ampla distribuição e disponibilidade de água no território brasileiro, 

tem sido registradas limitações para sua utilização impostas principalmente por 

alterações físicas, químicas e microbiológicas. Dentre os vários tipos de resíduos 

químicos aqueles contendo metais pesados são particularmente preocupantes por não 

serem biodegradáveis. Uma vez liberados no sistema aquático, seus efeitos podem 

perpetuar-se por vários ciclos antes de se tornarem biologicamente indisponíveis, o que 

normalmente ocorre por incorporação em sedimentos orgânicos e inorgânicos 

(MATSHULLAT, 2000). 

O arsênio, desde 1997, vem sendo considerado o elemento mais tóxico à saúde 

humana segundo a Lista de Prioridade de Substâncias Perigosas da ATSDR (AGENCY 

FOR TOXIC SUBSTANCES & DISEASE REGISTRY, 2006). A contaminação do 

ambiente por arsênio tem despertado a atenção de pesquisadores e órgãos 

governamentais em muitos países. No ambiente aquático a elevação na concentração de 

arsênio é resultado do despejo direto de resíduos nos cursos d’água como também por 

ações antrópicas que liberam o arsênio presente no solo, possibilitando, assim, que esse 

elemento seja drenado e atinja os rios, lagos e as águas subterrâneas (MANDAI e 

SUSUKI, 2002).  

A poluição por arsênio se tornou um problema grave em todo o mundo nos 

últimos anos, especialmente em países como Bangladesh, Índia e China 

(CHOWDHURY et al., 2000; SUN, 2004). No Brasil uma das áreas mais problemáticas 

quanto à presença de As em águas de consumo humano é a região do Quadrilátero 

Ferrífero no Estado de Minas Gerais. Os locais de maior impacto são áreas próximas a 
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minas de ouro, como nos municípios de Nova Lima, Raposos, Mariana e Santa Bárbara 

(BORBA et al., 2003, 2004a; DESCHAMPS et al., 2003).  

A Resolução 357, de 17 de março de 2005 (CONAMA, 2005), estabelece 

limites entre 0,01 mg. L
-1

 a 0,14 mg. L
-1

 de As em água, dependendo do tipo de uso. 

Essa resolução também estabelece o limite máximo de 0,5 mg.L
-1

 de As em efluentes. 

Apesar disso, existem muitas áreas contaminadas, especialmente pelos rejeitos de 

mineração, que extrapolam estes limites e causam sérios prejuízos ambientais 

(GRIMALT et al., 1999; DESCHAMPS et al., 2002). 

Em águas naturais, o arsênio está presente principalmente na forma de 

compostos inorgânicos, onde possui as valências III e V (THORNTON e FARAGO, 

1997). O resultado disto é sua participação em complexos biológicos, processos 

químicos e algumas aplicações industriais, como por exemplo, na manufatura de vidros, 

materiais semicondutores e fotocondutores. (HOWARD, 1993; STUMMEYER, 1996). 

Compostos contendo arsênio são utilizados, também, no tratamento de algumas doenças 

e, na agricultura, o arsênio encontra-se nos herbicidas, inseticidas e desfolhantes 

(BURGUERA, 1993).  

De acordo com United States Environmental Protection Agency - USEPA 

(2000) o consumo de águas poluídas e a ingestão de solos contaminados são os 

principais modos de intoxicação humana por arsênio, o que resulta em efeitos tóxicos. 

Esses efeitos são dependentes também do tempo de exposição, o que poderá ocasionar 

diferentes patologias. Os efeitos podem ser carcinogênicos (ex. câncer de pele, pulmão, 

próstata, bexiga, rim e fígado) que estão associados à exposição crônica ou não 

carcinogênicos (ex. patologias cutâneas, gastrintestinais, cardiovasculares, 

hematológicos, pulmonares, neurológicos, endocrinológicos, reprodutivos e de 

desenvolvimento como abortos espontâneos e fetos com baixo peso) que podem ser 

associados à exposições crônicas ou agudas (NRC, 1999; USEPA, 2000; WHO, 2001).  

O aumento das concentrações de arsênio nos diversos cursos d’água, associado 

ao efeito tóxico que depende principalmente de sua forma química, torna evidente a 

necessidade do desenvolvimento de métodos ou tecnologias capazes de remover o 

arsênio do meio aquático. Entre os processos de descontaminação ambiental a 

biossorção por meio de micro-organismos, cianobactérias e algas apresenta algumas 

vantagens como custo de operação associado relativamente baixo e elevada eficiência 

na remoção dos contaminantes de efluentes muito diluídos (ARRIBAS, 2009). Assim, 

Petropulu et al., (1997) demonstraram que organismos marinhos acumulam quantidades 
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substanciais de arsênio de modo mais eficiente que organismos terrestres, pois em suas 

vias metabólicas o nitrogênio e o fósforo podem ser facilmente trocados por ele 

(HOWARD, 1993). Gomes et al., (2007) evidenciaram que cianobactérias e algas 

podem acumular arsênio intracelularmente.  

As cianobactérias apresentam uma ampla tolerância ecológica que contribui para 

o seu sucesso competitivo, tendo como uma das características marcantes a capacidade 

de crescimento nos mais variados ambientes, desde fontes termais a oceanos gelados, 

podendo algumas serem encontradas em ambientes terrestres (DOMITROVIC & 

FORASTIER, 2005). No entanto, os ambientes mais apropriados para o seu 

desenvolvimento são os ecossistemas de água doce, particularmente os tropicais, pois 

estes apresentam condições adequadas às florações destes organismos (CHORUS & 

BARTRAM, 1999). Estes organismos constituem um dos grupos mais amplamente 

estudados por ficólogos, limnólogos, bioquímicos, microbiologistas e farmacêuticos do 

mundo inteiro, por apresentarem importância econômica e para a saúde pública 

(ARAGÃO, 2011).  

Cianobactérias já foram constatadas como biossorventes promissores na 

remoção de arsênio em ambientes aquáticos (YAMAOKA et al., 1996). Esses 

organismos apresentam alta taxa de crescimento sendo, portanto, uma fonte renovável e 

de baixo custo de material adsorvente. Diversos estudos comprovam essa hipótese  para 

diferentes   espécies de cianobactérias (HANSEN et al., 2005; SUHENDRAYATNA et 

al., 1998; ARRIBAS, 2009). 

Diante dos problemas ambientais decorrentes da contaminação por metais 

pesados, especialmente o arsênio, estudos de toxicidade e remoção deste metaloide 

visam contribuir para o entendimento da dinâmica do arsênio no meio natural e seu 

impacto sobre o fitoplâncton.  
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1.1 Objetivos 

O presente estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade e o potencial de interação do 

arsênio com a cianobactéria Microcystis novacekii, em condições de cultivo, em 

laboratório. 

 

São objetivos específicos: 

 Caracterizar o crescimento de Microcystis novacekii em condições normais de 

cultivo, determinando sua curva de crescimento, taxa de crescimento relativo, 

tempo de geração e características morfológicas.  

 Determinar a correlação existente entre duas técnicas de acompanhamento do 

crescimento de Microcystis novacekii (Contagem de células em microscópio 

óptico e medida da densidade óptica).  

 Determinar a toxicidade do arsênio (III) e (V) para Microcystis novacekii, 

estabelecendo a dose que causa 50% de inibição do crescimento (EC50). 

 Determinar o potencial de remoção de arsênio (III) e (V) pela cianobactéria 

Microcystis novacekii. 

 Avaliar o papel da bainha de mucilagem de Microcystis novacekii na retenção de 

arsênio.  
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REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Cianobactérias 

No Brasil, as primeiras referências sobre a ocorrência de cianobactérias foram 

relatadas por DROUET (1937, 1938) e KRASSKE (1939, 1951) no século passado. Já 

nas décadas de 1960 e 1980 poucos trabalhos focalizaram as cianobactérias em 

ambientes aquáticos continentais no Brasil (ARAGÃO, 2011). A partir de 1990, 

inúmeros estudos foram desenvolvidos no país, abordando diferentes aspectos, tais 

como taxonomia morfológica, ecologia, ultraestrutura, análises de toxinas e taxonomia 

molecular (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2007; YUAN et al., 2006; 

BITTENCOURT-OLIVEIRA & MOLICA, 2003; ARAGÃO, 2011).   

As cianobactérias ocupam uma posição taxonômica única, uma vez que 

combinam um modo autotrófico de crescimento, comum para as células vegetais 

eucariotas, com um sistema metabólico geralmente considerado bacteriano (SHAHEEN 

et al., 2007) essa característica, denominada mixotrofia, possibilita às cianobactérias um 

crescimento não estritamente dependente da intensidade de luz nos cultivos 

(CHOJNACKA & NOWORYTA, 2004), bem como o uso de variadas fontes de 

carbono dependendo da aplicação da biomassa produzida e dos recursos disponíveis. 

Em águas contaminadas com arsênio as cianobactérias geralmente são persistentes na 

comunidade microbiana (BHATTACHARYA, et al., 2011), suportando  crescer sob 

níveis de arsênio elevados. 

Microcystis é um gênero colonial, tipicamente planctônico capaz de formar 

florações em corpos d’água eutrofizados. As colônias podem ser microscópicas ou 

macroscópicas, esféricas, irregulares ou alongadas e às vezes formadas por sub-

colônias. O envelope mucilaginoso é incolor e pode ser amplo ou estreito, difluente ou 

firme, homogêneo ou com protuberâncias. As células são esféricas com aerótopos e 

estão arranjadas irregularmente no interior da colônia ou sub-colônia. A divisão celular 

ocorre por fissão binária em três planos. São conhecidas mundialmente c. 25 espécies de 

Microcystis, todas de ambientes aquáticos (Bicudo & Menezes, 2006), sendo que várias 

delas são produtoras da hepatotoxina microcistina. De acordo com SANT’ANNA & 

AZEVEDO (2000) e BICUDO & MENEZES (2006) Microcystis é o gênero com mais 

ampla distribuição em território brasileiro e que apresenta a maior incidência de 

florações em reservatórios de abastecimento público. 
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2.1.1 Microcystis novacekii  

Microcystis novacekii pertence à classe Cyanophyceae, ordem Chroococcales e à 

família Microcystaceae. Esta espécie de cianobactéria foi descrita por (KOMÁREK) 

Còmpere em 1979, sendo distinguida das demais espécies do gênero por possuir 

colônias pequenas, firmes, não lobadas e compostas por células firmemente agregadas e 

com uma substância gelatinosa espessa (OTSUKA et al., 2000). Microcystis novacekii 

não faz parte do grupo de cianobactérias bem conhecidas e raramente é citada na 

literatura em trabalhos de ficologia (HINDÁK, 2006) o que torna de suma importância 

conhecer as características do ciclo de vida desta espécie.  

 

2.2 Química e toxicidade do arsênio  

O arsênio elementar foi descrito pela primeira vez por Paracelso por volta de 

1520 d.C., tendo sido obtido pela redução de compostos de arsênio (PRADO, 2008). Já 

o seu isolamento foi descrito em 1250 por Albertus Magnus (SILVA, 2005). A palavra 

arsênio ao longo da história sempre esteve associada as suas propriedades mortais, 

sendo considerado um veneno em potencial (WINDHOLZ, 1976). Seu forte potencial 

de toxicidade está sintetizado inclusive no nome do elemento, derivado provavelmente 

da palavra grega arsenikós, que significa “forte, viril” ou alternativamente do persa sar 

(ouro), devido à cor dourada de muitos compostos minerais de arsênio (GORBY,1994 

apud PRADO et al., 2008).  

O arsênio é o 20
o
 elemento mais abundante na crosta terrestre, o 14

o
 na água do 

mar e o 12
o
 no corpo humano (SILVA, 2005). Classificado como um elemento semi-

metálico do grupo V da Tabela periódica, possui número atômico 33, configuração 

eletrônica [Ar]4s23d104p3, massa atômica 74,92, densidade 5,7 g.cm
3
 e sublima a 

613°C. Possui três formas alotrópicas: amarela, preta e cinza. (SILVA, 2005). 

É importante salientar que c. 60% do arsênio liberado no meio é de origem 

natural, destacando-se as erupções vulcânicas e a lixiviação de rochas ricas em arsênio 

(BARRA et al., 2000; JAIN & ALI, 2000; MATSCHULLAT et al., 2000; SAKUMA et 

al., 2003), além dos rejeitos de mineração, visto que esse metaloide é encontrado 

associado a minérios de ouro, prata, cobalto, níquel, chumbo, cobre e antimônio (JAIN 

& ALI, 2000; MATSCHULLAT et al., 2000). O arsênio é utilizado na produção de 

vidros, ligas não ferrosas, produtos eletrônicos, conservação de madeiras e pesticidas 

(BARRA et al., 2000; JAIN & ALI, 2000; SAKUMA et al., 2003). Compostos 

contendo arsênio já foram utilizados no tratamento de doenças como anemias (Gontigo, 
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& Bittencourt, 2005), e atualmente, em pleno século XXI, ressurge como uma das 

drogas empregadas no tratamento da leucemia promielocítica aguda (CASTRO JR et 

al., 2002; DEGOS, 2003). Na agricultura, o arsênio encontra-se nos herbicidas, 

inseticidas e desfolhantes.  

A presença de arsênio em água faz com que a flora e a fauna marinha contenham 

resíduos deste metaloide bioacumulado, devido à função de nas vias metabólicas o 

nitrogênio e o fósforo poderem ser facilmente trocados por ele (STUMMEYER et al., 

1996). 

O arsênio metálico não ocorre naturalmente no meio. Na crosta terrestre, o 

arsênio na forma elementar, é pouco abundante. Muito antes que as atividades humanas 

tivessem algum efeito no balanço natural, o arsênio na forma molecular era distribuído 

uniformemente através da crosta terrestre nos compartimentos: solo, sedimento, água, 

ar, e organismos vivos (MANDAL & SUZUKI, 2002). Contudo, raros minerais deste 

elemento são encontrados, geralmente estão sob a forma de arsenitos, arsenatos e alguns 

óxidos que podem estar associados a outros metais e a sulfetos como, por exemplo, na 

arsenopirita que é o mineral de arsênio mais comumente encontrado em áreas de 

mineração (SMEDLEY & KINNIBURGH, 2002).  

Naturalmente, o arsênio ocorre em aproximadamente 200 diferentes formas 

minerais das quais 60% são arsenatos, 20% sulfetos e sulfossais e os 20% restantes 

incluem arsenitos, óxidos, silicatos e arsênio elementar (As) (SILVA, 2005). Em meio 

aquoso o As ocorre principalmente na forma de arsenato e arsenito sendo o pH 

determinante de suas propriedades (Tabela 1).  
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Tabela 1. Compostos de arsênio e suas características físico-químicas.  

Composto Fórmula Formula pKa 

Arsênio molecular As --- __ 

Arsina AsH3 --- __ 

Ácido arsenioso 

As (III) 

 

 

Formas químicas de 

As(III) dissociado 

HAsO2 

 

 

 

H4As  

H2AsO
3- 

HAs  

As  

 

 

9,3 

Ácido arsênico As 

(V) 

 

 

Formas químicas de 

As(V) dissociado 

H3AsO4 

 

 

H2AsO
4-

 

HAs - 

As  

 

2,3  

6,9 

11,4 

Ácido 

monometilarsônico 

MMAA (V) 

CH3AsH2O3 

 

3,6 

8,2 

Ácido 

dimetilarsínico  

DMAA (V) 

(CH3)2AsHO2 

 

1,6 

6,2 

Arsenobetaína 

(AsB) 

(CH3)3As
+
CH2COO

-
 

 

4,7 

Arsenocolina  

(AsC) 

(CH3)3As
+
CH2CH2OH 

 

- 

Fontes: Barra et al., (2000); Prado (2006). 

 

A química do arsênio é complexa em virtude das grandes diferenças entre as 

propriedades dos seus compostos de origem natural ou antropogênica. O aspecto 

bioquímico mais observado no meio ambiente é a metilação. O arsênio inorgânico pode 

ser convertido em formas metiladas no meio ambiente, que em meio aquoso, tornam-se 

disponível para aumentar os níveis de arsênio na cadeia alimentar (BARRA et al., 
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2000). Como a biodisponibilidade e os efeitos fisiológicos/ toxicológicos do arsênio 

dependem de sua forma química, o conhecimento da especiação e transformação no 

meio ambiente é fundamental, necessitando de métodos adequados para a separação e 

determinação das espécies de arsênio (QUINÁSIA et al, 1997). 

De acordo com Silva (1997), o arsênio sofre vários tipos de reações, tais como: 

oxi-redução, precipitação-dissolução, adsorção-dessorção e metilação, que controlam a 

sua mobilização e bioacumulação no ambiente. Teores de arsênio na água ou a sua 

disponibilidade nos seres vivos é influenciada mais pela sua especiação do que pela 

quantidade total presente. Na Tabela 2 são apresentadas as propriedades físico-químicas 

de alguns compostos de arsênio. 

 

 

Tabela 2. Propriedades físico-químicas de alguns compostos de arsênio. 

Composto Fórmula Peso 

mol. (g) 

cor Estado 

físico 

Solubilidade 

em água 

Arsênio molecular As 74,92 cinza sólido Insolúvel 

Trióxido de As As2O3 197,84 branco sólido 37g/L (20ºC) 

Pentóxido de As  As2O5 229,84 cinza sólido 1,5g/L (16ºC) 

Arsenobetaína (CH3)3As
+
CH2COO

-
 178,06 ---- sólido ---- 

Ácido 

dimetilarsínico 
(CH3)2AsH 138,00 incolor sólido 660g/L (25ºC) 

Ácido 

monometilarsônico 
CH3AsH2 139,97 branco sólido solúvel 

Fonte: ATSDR, 2000 apud Prado (2008). 

 

O arsênio pode ser convertido em diferentes formas ou transformado em 

compostos insolúveis quando combinado com outros elementos, como por exemplo, o 

ferro (LEIST et al., 2000). 

Em meio biótico o arsênio inorgânico pode ser incorporado  ou biotransformado 

em  suas formas orgânicas. As formas orgânicas são, em geral, espécies 

organometálicas α-ligadas. Ribofuranosídeos contendo arsênio são predominantes em 

algas, enquanto que a arsenobetaína é encontrada em outros organismos marinhos. 

Entretanto, os ribofuranosídeos contendo arsênio e a arsenobetaína não fazem parte do 
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estoque de arsênio em águas naturais já que o produto excretado por algas e culturas de 

animais aquáticos parece estar limitado às espécies inorgânicas e metiladas. Por outro 

lado os ácidos MMA(V) e DMA(V) podem ser detectados em águas naturais. O arsênio 

inorgânico trivalente [As(OH)3)] também está distribuído na hidrosfera, embora seja 

termodinamicamente muito mais instável que o ácido arsênico [AsO(OH)3] sob 

condições aeróbicas (Barra et al., 2000).  

A toxicidade do arsênio é amplamente relacionada com a sua especiação. É um 

consenso de que As(III) é mais tóxico do que As(V) para os animais (BYRON, 1967; 

PETRICK, et al., 2000). No entanto, para micro-algas, sua toxicidade varia muito com 

as espécies químicas e táxons de algas (KNAUER, 1999; LEVI, 2005). 

 A toxicidade aguda do arsênio inorgânico ingerido pelo homem aumenta com a 

solubilidade do composto e com a ingestão crônica. (SAKUMA, 2004). A ordem 

decrescente de toxicidade dos compostos de arsênio, segundo ANDERSON et al., 

(1986) e BURGUERA et al., (1991) é a seguinte: arsina (AsH3) > arsenito (AsHO2) > 

arseniato ( ) > ácidos alquil-arsênicos (H2RAsO4) > compostos de 

arsônio(AsH4)> arsênio elementar (As). O arsênio trivalente (arsenito) é 60 vezes mais 

tóxico do que a forma oxidada pentavalente (arseniato). Os compostos inorgânicos são 

100 vezes mais tóxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA e DMA).  

Arsenobetaína e arsenocolina são de baixa toxicidade (LE et al., 1997). 

Na Tabela 3 são apresentados os dados de toxicidade de algumas espécies 

químicas do arsênio, sendo estes testes realizados com animais. 

 

Tabela 3. Níveis de toxicidade de algumas espécies químicas do arsênio.  

Espécie química LD50 (g Kg-1)* 

AsH3 0,003 

As (III) 0,014 (como KAsO2) 

0,020 (como As2O3) 

As (V) 0,020 

Ácido monometilarsônico 0,7 - 0,8 

Ácido dimetilarsínico 0,7 - 2,6 

Cátion tetratilarsônio 0,89 

Óxido trimetilarsínico 10,6 

Arsenocolina >6,5 

Arsenobetaína >10,0 

*LD50 = dose letal para matar 50% de uma população 

Fonte: Barra et al., (1999) apud Silva, (2005). 
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O consumo de água contaminada por arsênio tem sido apontado como o de 

maior contribuição à contaminação do ser humano e por esta razão a qualidade de águas 

superficiais e subterrâneas merece atenção especial em áreas propensas à contaminação 

(DESCHAMPS, 2003; DUKER et al., 2005). Muitos trabalhos relatam problemas de 

intoxicação humana causada por contaminação com arsênio. Os casos mais notáveis 

foram as contaminações ocorridas em Bangladesh (NICKSON et al., 1998), Taiwan 

(CHEN et al., 1994; SMITH et al., 1995) e no Chile (HOPENHAYN-RICH et al., 

1996). 

Diante dos riscos decorrentes de acumulação e os efeitos toxicológicos crônicos 

do arsênio em água potável, os limites recomendados vem sendo revistos. A OMS 

(Organização Mundial de Saúde) e CNSPM (Comitê Nacional de Saúde e Pesquisa 

Médica) da Austrália têm recomendado que a Concentração Máxima Permitida (CMP) 

de arsênio em águas de beber seja de 10 e 7 μg.L
-1

, respectivamente (NHMCR, 1996). 

A CMP de arsênio em água de beber também foi reduzida de 50 para 10μg.L
-1

 pela 

Comissão Europeia (EUROPEAN COMMISSION DIRECTIVE, 1998). Os Estados 

Unidos implementaram a CMP recomendada pela OMS para água de beber (EPA, 

2000). No Brasil, a concentração máxima permitida é de 10 μg.L
-1

 (BRASIL - Portaria 

2914/2011 Ministério da Saúde). 

 

2.3 Bioacumulação/biossorção de arsênio por cianobactérias e microalgas  

O desenvolvimento de estratégias tecnológicas para monitoramento e 

restauração dos ecossistemas contaminados por arsênio tornou-se um desafio para os 

cientistas ambientais. Dentre as tecnologias empregadas para contornar os problemas 

gerados em áreas impactadas por arsênio podem ser citadas algumas tecnologias como a 

troca iônica, osmose reversa, coagulação/filtração, eletrólise reversa e oxidação/filtração 

(MENDES et al., 2009). Estes processos de remoção de arsênio geralmente envolvem 

um pré-tratamento de oxidação do As (III), seguido pela adsorção ou co-precipitação do 

As (V) formado, usando adsorventes ou coagulantes (EPA, 2000). A remoção de 

elevadas quantidades de arsênio é normalmente conseguida por meio das técnicas de 

precipitação, retenção membranar e permuta iônica. No entanto, estas técnicas são 

muitas vezes incompletas, dispendiosas, operacionalmente complexas e geram produtos 

residuais que podem ser tóxicos em concentrações elevadas (SHARMA et al., 2011) . 

Em vista de tais limitações, o uso de microalgas e cianobactérias como bioacumuladoras 
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de metais pesados fornece uma alternativa interessante para tratamento de águas 

residuais (GARBISU & HALL, 1993; MEHTA & GAUR, 2005). 

Segundo Vidotti et al., (2004) bioacumulação é o nome genérico do processo de 

captação e retenção de uma substância (contaminante) por um organismo a partir de 

qualquer fonte (água, sedimento, outro organismo), via qualquer rota (dieta, pele) e se 

constitui em efeito nocivo quando induz resposta biológica adversa. O termo 

bioacumulação tem sido aplicado quando organismos vivos estão envolvidos e 

biossorção é o termo mais adotado para o uso de organismos inativos (AKSU et al., 

1999).  

O processo de biossorção/bioacumulação por células vivas parece ocorrer em 

duas fases. A primeira fase ocorre de forma independente de energia, aparentemente por 

atração eletrostática entre os cátions metálicos e os ânions da parede celular. Essa etapa 

é chamada de biossorção ou etapa rápida. A segunda fase é dependente de energia e 

ocorre por captação ativa promovendo a internalização do metal ou bioacumulação e é 

denominada etapa lenta (VEGLIO e BEOLCHINI, 1997; DAVIS et al., 2003; CHEN e 

PAN, 2005). 

De acordo com Vidotti e colaboradores (2004), a bioacumulação por algas 

desempenha três funções de importância ecológica significativa: 

i) nos organismos, a bioacumulação reflete-se na alteração da concentração do 

contaminante no seu sítio de ação. Assim, a extensão com que ocorre a bioacumulação 

em um organismo pode ser utilizada como um parâmetro útil em uma avaliação 

ecotoxicológica dos sistemas naturais. 

ii) a bioacumulação de uma substância potencialmente tóxica pode torná-la, ao 

menos temporariamente, indisponível para outros organismos; ao ocorrer a acumulação 

de uma espécie contaminante por um determinado organismo, este contaminante torna-

se presente no sistema aquático em menor concentração e portanto, para os demais 

organismos  a ocorrência da bioacumulação pelas algas implica em maior resistência ao 

efeito tóxico.  

iii) A bioacumulação de compostos orgânicos persistentes ou de metais pode ser 

um fator importante no transporte físico da substância potencialmente tóxica e na 

acumulação na cadeia alimentar pelos organismos consumidores superiores, onde 

inclui-se o homem.  

A capacidade demonstrada pelas algas e cianobactérias de diferentes espécies 

para captar e acumular íons metálicos depende do organismo propriamente dito e das 



27 

 

espécies consideradas.  No caso da biossorção de arsênio, algumas algas reduzem o 

As(V) e o transformam em diferentes ribosídeos arsênicos.  

Admite-se que o As(V) seja absorvido devido a sua similaridade com o fosfato 

que é essencial para as algas (WOLFE-SIMON et al., 2010). O arsenato é um análogo 

do fosfato e se encontra em muitos habitats aquáticos em concentrações semelhantes às 

de fosfato (ANDREAE, 1978; SEYDEL, 1972). Alguns autores acreditam que o arsênio 

é capturado do meio, pelas algas por meio da cadeia alimentar, sendo transformado a 

arsenobetaína via MMA e DMA através da biometilação (KNAUER et al., 2011). A 

arsenobetaína é um composto orgânico formado pela desintoxicação do arseniato 

fitotóxico através de biometilação (BARRA et al., 2000). 

Em alguns estudos com algas e cianobactérias verifica-se que estas são capazes 

de acumular arsênio, além de apresentar resistência ao metalóide. A alga verde, 

Chlorella vulgaris, cultivada em meio aquoso, apresentou após 24 horas de incubação 

0.610 mg.g
-1

 de As(III) (SUHENDRAYATNA et al. 1999). Hansen et al. (2005) 

avaliaram a capacidade da alga  Lessonia nigrescens em remover o As(V) de soluções 

aquosas em diferentes pHs, sendo suas capacidades máximas de biossorção de 45,2 

mg.g
-1

 (pH 2,5); 33,3 mg.g
-1

 (pH 4,5) e 28,2 mg.g
-1 

(pH 6,5).  Arribas (2009) averiguou 

o potencial de Pelvetia canaliculata para remoção de arsênio(V) e encontrou capacidade 

de biossorção de 8,55 mg de arsênio por grama de biossorvente.  

Além da espécie estudada, o desempenho das algas e cianobactérias como 

sorventes biológicos de arsênio depende também da quantidade de biomassa, do pH da 

solução e da cinética da reação, além de outros fatores, como a competição pelos sítios 

de ligação. A adsorção ocorre tanto na parede celular, principalmente 

exopolissacarídeos, ou pela ligação citoplasmática por fitoquelatinas e metalotioneínas 

(YEE et al. 2004; GONG et al. 2005; EL-SHEEKH et al. 2005) 

Estudos recentes demonstram que o arsênio na forma química de arsenito 

penetra nas células, em pH do meio neutro, através de  aquagliceroporinas (proteínas de 

transporte de glicerol) existentes em cianobactérias, bactérias, leveduras e mamíferos e 

que a sua toxicidade é dependente da capacidade que o metaloide apresenta em se ligar 

a grupos sulfidrilas existentes nos resíduos de cisteína das proteínas, inativando-as.  

Devido à interferência do arsênio nos processos biológicos, diferentes 

organismos desenvolveram sistemas de detoxificação para este semimetal. Dois 

sistemas são descritos na literatura, o primeiro, que é o principal meio de detoxificação 

em mamíferos, é através da metilação tanto do arsenato quanto do arsenito. Neste 
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processo de detoxificação, a glutationa reduz o arsenato à arsenito que pode então,  

através de uma metiltransferase, receber um grupo metil da S-adenosilmetionina 

(STOLZ; BASU; OREMLAND, 2002). 

O segundo sistema é encontrado tanto em procariotos (JI et al., 1994) quanto em 

eucariotos  (MUKHOPADHYAY; SHI; ROSEN, 2000; ZHOU et al., 2004). Neste 

sistema ocorre a conversão do As (V) a As (III) por meio de enzimas conhecidas como 

arsenato redutases (ArsC). Em ensaios in vitro esta conversão é feita em um sistema de 

oxi-redução no qual o Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADPH) é 

oxidado a NADP. [sugiro citar abreviado e incluir em siglas  e abreviaturas ou então 

colocar por extenso  o que é  NADP. Outra possibilidade é mudar a redação “Em 

ensaios in vitro esta conversão é feita em um sistema de oxi-redução via Fosfato do 

dinucleótido de nicotinamida e adenina  (NADPH)]. 

 

2.5 A bainha de mucilagem (exo-polissacarídeos) de cianobactérias 

Muitas cianobactérias produzem exopolímeros que são de natureza 

polissacarídica, conhecidos como exopolissacarídeos ou bainha de mucilagem (DE 

PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998). O papel ecológico desta bainha inclui proteção 

contra dessecação, salinidade, radiação ultravioleta e predação, além de aumentar a 

disponibilidade de captação de luz e nutrientes, permitir fixação biológica de nitrogênio 

(impedindo a entrada de oxigênio no heterocito) e movimento (delta) e no 

estabelecimento de associação simbiótica com outros organismos (DE PHILIPPIS E 

VINCENZINI, 1998; DE PHILIPPIS et al., 2003; PEREIRA et al., 2009). Mais de uma 

centena de linhagens de cianobactérias, pertencentes a 22 gêneros são conhecidos por 

produzir bainhas de mucilagem (DE PHILIPPIS et al., 2001), sendo a cianobactéria  

Microcystis novacekii um exemplo de espécie que apresenta produção dessa bainha 

mucilaginosa (KOMÁREK et al., 2002).  

Os exopolissacarídeos de cianobactérias são caracterizados por uma grande 

variedade tanto em número (2 a 10) como em tipo de monossacarídeos constitutivos 

(várias combinações de açúcares neutros ou ácidos). A maioria dos polímeros apresenta 

natureza aniônica, devido à presença de ácidos urônicos e/ou grupos carregados tais 

como piruvil ou sulfato. Adicionalmente, alguns podem também apresentar moléculas 

polipeptídicas e substituintes acetil, causando complexidade estrutural maior (DE 

PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998). 
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Além de apresentarem propriedades físico-químicas que trazem vantagens para 

sua utilização industrial na forma convencional, a natureza aniônica dos EPS de 

cianobactérias os tornam interessantes para aplicações no campo da biorremediação 

para a remoção de metais tóxicos de águas poluídas (SINGH et al., 1999). No entanto, 

existe uma grande falta de conhecimento sobre a função e relacionamento estrutura-

função desses polímeros em cianobactérias (OTERO & VINCENZINI, 2003). 

A parede celular das cianobactérias apresenta muitos grupos funcionais que 

proporcionam uma carga negativa na superfície da célula, tais como hidroxilas (-OH), 

fosfatos (PO3O
2-

), aminas (-NH2), carboxilas (-COOH), sulfidrilas (-SH), (YEE et al., 

2004;. GONG et al., 2005; EL-SHEEKH et al., 2005). Entre estes, as carboxilas 

(COOH) são amplamente implicadas em processos de biossorção. Cada grupo funcional 

tem uma constante de dissociação específica (pka) e dissocia-se dependendo do pH do 

meio onde se encontram (MEHTA GAURE, 2005).  

É bem caracterizado que a parede celular dos micro-organismos consiste 

principalmente de polissacarídeos, proteínas e lipídeos. Na Figura 1 pode ser observada 

a estrutura da parede celular de alguns tipos de micro-organismos contendo numerosos 

grupos funcionais, tais como carboxilatos, hidroxilas, tióis, sulfonatos, fosfatos, aminas 

e imidazólicos, os quais se ligam a íons metálicos (VIEIRA & VOLESKY, 2000). 

 

Figura 1. Esquema das estruturas da parede celular de alga e bactérias.  

Fonte: VIEIRA e VOLESKY, 2000. 

 

Pradham et al., (2007) identificaram vários grupos funcionais na superfície de 

Microcystis utilizando espectrometria no infravermelho. Foram observados picos de 

absorção característicos de íons carboxilatos, de hidroxilas, um dos principais 
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componentes dos polissacarídeos presentes na membrana celular, de amidas, de 

carbonilas e grupos carboxílicos presentes nos carboidratos.  

As ligações entre o metal e os grupos ligantes ocorrem geralmente por 

complexação e por interação eletrostática. Desse modo, a concentração de grupos 

carregados negativamente é responsável pelas interações e determina o potencial da 

espécie para a biossorção (VEGLIO & BEOLCHINI, 1997; VOLESKY, 2001; DAVIS 

et al., 2003). Os biopolímeros dos EPS, devido a sua natureza aniônica, apresentam uma 

grande capacidade de interagir fortemente com cátions, tendo um papel importante no 

sequestro ou imobilização de íons metálicos, que são essenciais ou perigosos para as 

cianobactérias (DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998). Singh e colaboradores (1999) 

relataram estímulo de biossíntese de exopolissacarídeo em Nostoc spongiaeforme pelos 

cátions Cu, Ni ou Hg.  

Mandal e colaboradores (2007), ao estudar a interação da mucilagem de 

sementes de Hyptis suaveolens (L.) Poit com arsenato perceberam que a absorção de 

arsênio pela mucilagem varia com o pH do meio, sendo a eficiência de remoção 

máxima em pH 3,5-4,5. A diminuição da adsorção com o aumento do pH foi justificada 

pela interação entre o arsenato e íons hidroxilas (OH
-
) da mucilagem.   

A inexistência de estudos com a M. novacekii justificam a investigação do papel 

de sua extensa camada mucilaginosa com os diferentes compostos de arsênio. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Crescimento e características morfológicas de M. novacekii em condições 

normais de cultivo  

 

3.1.1 Microcystis novacekii 

A espécie foi isolada a partir das coletas de água na lagoa Dom Helvécio, no 

Parque Estadual do Rio Doce – Minas Gerais (42º, 35’, 595’’; 19º, 46’, 419’’) (Figura 

2) e mantida no Laboratório de Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquática 

(LIMNEA) do Departamento de Biologia Geral/ Instituto de Ciências Biológicas/ 

Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

 

Figura 2. Vista panorâmica do lago Dom Helvécio no Parque Estadual do Rio 

Doce, Minas Gerais, Brasil, local de coleta de Microcystis novacekii.  

Foto da autora. 

 

3.1.2 Manutenção de Microcystis novacekii em condições de cultivo 

 

As culturas são mantidas em câmaras de germinação com temperatura de 

21.0ºC±1ºC e fotoperíodo 12h claro/12h escuro, sob intensidades luminosas entre 30-86 

µmol.m
-2

.s
-1

. A cianobactéria é cultivada no meio ASM-1 (Tabela 4). As culturas 

estanques são mantidas em erlemeyers de 125ml com 100ml de meio de cultura. Estudo 

não publicado do Laboratório de Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquática – 

LIMNEA - ICB/UFMG fez a avaliação genética da cepa de Microcystis novacekii 

isolada do PERD e concluiu que a mesma não está produzindo toxinas, tratando-se, 
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portanto, de cepa não toxigênica. Esses resultados foram confirmados pela aplicação da 

técnica de imuno-ensaio (ELISA) para detecção de microcistina no Laboratório 

Metropolitano da COPASA (Companhia de Saneamento de Minas Gerais S/A). 

 

Tabela 4. Composição química do meio ASM-1. (GORHAM et al, 1964) 

Solução estoque A   

NaNO3  1,70g 

MgSO4.7H2O  0,49g 

MgCl2.6H2O  0,41g 

CaCl2.2 H2O ou CaCl2 anidro  0,29g ou 0,219g  

Água bi-deionizada  200mL 

  

Solução estoque B   

KH2PO4 anidro ou KH2PO4.3H2O 0,87g ou1,14g 

Na2HPO4.12H2O 1,78g 

Água bi-deionizada  100mL 

 

Solução estoque C   

H3BO3  2,48g 

MnCl2.4H2O 1,39g 

FeCl3.6H2O 1,08g 

ZnCl2 0,335g 

CoCl2.6H2O  0,019g 

CuCl2.2H2O 0,0014g 

Água bi-deionizada  100mL 

  

Solução estoque D   

EDTA Na2 –  1,86g 

Água bi-deionizada  100 mL 

Volume das soluções estoque para completar 1 L de meio 

20 mL da solução A 

2,0 mL da solução B 

0,1 mL da solução C 

0,4 mL da solução D 

 

3.1.3 Características gerais de Microcystis novacekii 

Para conhecer as características morfológicas da cepa em estudo foram 

realizadas no fim da fase logarítmica de crescimento, medições do diâmetro celular 

usando o microscópio óptico e programa AXIO VISION RELEASE 4.8.  As amostras 

foram analisadas na presença e ausência de nanquim, reagente utilizado para destacar a 

mucilagem.  

 



33 

 

3.1.4 Técnicas para o acompanhamento do crescimento de Microcystis novacekii  

Culturas de Microcystis novacekii em meio ASM-1 foram incubadas a 

25,0±2,0ºC, fotoperíodo de 12 horas (claro/escuro), sob iluminação fluorescente 

branca/fria de intensidade 30-86 µmol.m
-2

.s
-1

, durante 5 dias, sendo retiradas 

diariamente duas alíquotas (3 mL), após homogeneização, para contagem do número de 

células ao microscópio óptico e para a medida da DO680 em espectrofotômetro. Todos 

os experimentos foram feitos em triplicata.  

Os dados referentes à contagem de células e absorbância foram plotados em 

gráfico e por regressão linear estabeleceu-se a correlação entre as variáveis.  

 

a) Contagem de células em microscópio óptico  

Foi transferido 1 mL da cultura da cianobactéria coletada após homogeneização 

do meio para um tubo falcon, acrescentaram-se duas gotas de solução de lugol. 

Manteve-se ao abrigo da luz por 30 minutos. A digestão da mucilagem, quando 

necessária, foi obtida pela adição de 500µL de NaOH (1N). 

Após homogeneização em agitador tipo vortex, por 30 segundos, a amostra foi 

transferida para câmara de contagem Fuchs-Rosenthal e após sedimentação das células 

(10 minutos) estas foram contadas em microscópio óptico. Foram contadas todas as 

células presentes nos campos até que se obtivesse 400 células, sendo estimada a 

densidade da cultura (células/mL).  

 

b) Densidade óptica  

A densidade óptica foi determinada em amostras de 3,0 mL de cultura, retirados 

após homogeneização, transferidos para cubetas de quartzo com caminho óptico de 

10mm. As amostras foram analisadas em espectrofotômetro UV/Visível Hitachi U-200 

em comprimento de onda de 680nm, conforme Fiovarante, et al., (2010) e Ribeiro et al., 

2010). O branco foi registrado pela medida da absorbância do meio ASM-1 sem a 

adição do arsênio e da cianobactéria. 

 

3.1.5 Curva de crescimento, tempo de geração e taxa de crescimento relativo de M. 

novacekii  

O crescimento da cianobactéria foi monitorado por contagem de células, durante 

15 dias. As amostras foram coletadas diariamente em tréplicas. As taxas de crescimento 
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(µ.dia
-1

) e o tempo de duplicação (g.dia
-1

) para a fase exponencial da espécie foram 

estabelecidos.  A taxa foi calculada como a média das contagens das quatro amostras 

(n=4), segundo as fórmulas apresentadas por FOGG & THAKE (1987):  

µ= (LnN - LnN0).(t-t0)
-1

 

G= ln 2.µ
-1

 

Onde:  

µ é a velocidade específica de crescimento.  

G é o tempo de duplicação celular, calculado a partir de µ.  

No é o número inicial de células. mL
-1

 no tempo inicial t0.  

N é o número final de células. mL
-1

 no tempo t . 

 

3.2 Toxicidade do arsênio para cianobactéria Microcystis novacekii 

Testes de toxicidade de arsênio III e V para a cianobactéria Microcystis 

novacekii foram realizados seguindo o protocolo OECD 201 Freshwater Alga and 

Cyanobacteria, Growth Inhibition Test (2006). 

Em erlemeyers de 250 mL, contendo 150mL do meio de cultura ASM-1, 

adicionaram-se 3mL do inóculo, em fase exponencial de crescimento, obtendo-se 

culturas de 10
5
 células/mL. Todos os frascos foram mantidos a temperatura de 25,0 ± 

2,0 ºC, fotoperíodo constante, iluminação por luz fluorescente branca/fria de intensidade 

3500 lx e agitação contínua de aproximadamente 100 rpm. Os frascos foram 

distribuídos aleatoriamente na mesa agitadora, sendo as posições alteradas diariamente, 

de modo a diminuir possíveis diferenças de luminosidade e temperatura no crescimento 

da cianobactéria. Todas as concentrações-testes foram avaliadas em triplicata e o 

controle em quadruplicatas (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema do ensaio de toxicidade. Controle (n=4) e tratamentos (n=3). 

Foto da autora.  

 

No início da fase logarítmica do crescimento de Microcystis novacekii foram 

adicionados à cultura volumes pré-definidos de solução estoque de arsênio (diluído em 

meio ASM-1 e pH ajustado para ±7.5) de forma a obter as concentrações finais descritas 

na Tabela 5, determinadas por uma série geométrica de razão 1.8.  

 

Tabela 5. Concentrações de Arsênio (III) e (V) para o teste de toxicidade. 

Ensaio toxicidade Arsênio 

Arsênio (III) 

(As2O3) (µg/L) 

Arsênio V 

(Na2HAsO4.7H2O) (µg/L) 

Altas concentrações Baixas concentrações 

14.7 500 0.05 

26.5 900 0.5 

47.6 1620 5 

85.7 2916 50 

 5250  
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As concentrações utilizadas foram baseadas em experimentos anteriores. O 

crescimento das culturas testes e controle foram monitorados diariamente, durante 96 

horas, pela medida da densidade óptica a 680nm.  

 

3.2.1 Cálculo da inibição do crescimento (EC50) 

Os resultados do crescimento obtidos em 96 horas de experimento foram 

utilizados para calcular os valores da EC50 (dose de arsênio que inibe 50% do 

crescimento) para Microcystis novacekii usando análise por regressão linear da 

concentração do metaloide (ln) pela porcentagem de inibição. 

A taxa média de crescimento para um período específico (96 horas) foi calculada 

a partir da taxa de crescimento da cianobactéria em função do tempo (equação 1). O 

calculo foi realizado para todas as concentrações.  

 

 

Onde: 

µi-j  é a média específica de crescimento do período i a j; 

Xi   é a medida do crescimento no tempo i; 

Xj   é a medida do crescimento no tempo j; 

ti tempo inicial; 

tj tempo final. 

Para calcular a porcentagem de inibição de crescimento referente a cada 

concentração testada, aplicou-se a equação 2: 

 

Onde: 

%Ir é a porcentagem de inibição na taxa de crescimento (referente àquela concentração); 

µc   é a taxa de crescimento médio do grupo controle;  

µt   é a taxa de crescimento médio para a concentração avaliada.  

 

A concentração de arsênio que levou a 50% de inibição foi estabelecida por 

interpolação gráfica, utilizando-se a equação da reta. 
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3.2.2 Avaliação quantitativa de clorofila a 

Após 96 horas de exposição ao arsênio, amostras contendo 10 mL foram 

retiradas de cada tratamento e centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos a 25 ºC. 

Foram adicionados 3mL de metanol (100%) ao precipitado, o material foi agitado 

vigorosamente em agitador manual (Vortex) durante 30 segundos. Colocou-se a amostra 

durante 24 horas no escuro à temperatura ambiente (± 25 ºC) e procedeu-se a nova 

centrifugação nas mesmas condições anteriores. A concentração de clorofila a foi 

determinada a partir da absorbância do sobrenadante em 663 nm, sendo descontado o 

espalhamento de luz observado no branco. A concentração de clorofila a foi 

determinada a partir da equação 3 (Meeks & Castenholz, 1971 modificado por Fiore, 

2000). 

 

Onde: 

: coeficiente de absorvidade para a clorofia a extraída com metanol (α= 12,7). 

 

3.2.3 Análise estatística 

Para comparar o padrão de crescimento entre os tratamentos foi usada análise de 

covariância. Diferenças nas curvas de crescimento foram consideradas significativas 

quando p<0,05, comparado ao controle. ANOVA unifatorial e teste de Tukey foram 

feitos para determinar a diferença significativa entre controle e tratamentos.  

 

3.3 Bioacumulação de arsênio pela cianobactéria Microcystis novacekii 

Os testes de bioacumulação foram realizados nas mesmas condições descritas no 

item 3.2. 

As mesmas concentrações utilizadas nos frascos teste (com cultura), também 

foram avaliadas sem presença da cianobactéria (Figura 4 e 5). 
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Figura 4. Apresentação final do experimento de remoção de As (V). 

 

Figura 5. Apresentação final do experimento de remoção de As (III). 
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No quarto dia de crescimento (início fase logarítmica) de Microcystis novacekii 

foram adicionados às culturas volumes pré-definidos de solução estoque de arsênio 

(diluído em meio ASM-1 e pH ajustado para ±7.5) de forma a obter as concentrações 

finais descritas na Tabela 6.  

 

Tabela 6. Concentrações de arsênio em ensaio de biorremoção. 

Ensaio Bioacumulação As (V) 

(Na2HAsO4.7H2O) (mg.L
-1

) 

Ensaio Bioacumulação As 

(III) 

(AsO3) (mg.L
-1

) 

Baixas concentrações  

(condições naturais) 

Altas concentrações  

(condições de toxicidade) 

Altas concentrações  

(condições de toxicidade) 

0.05 500 14.7 

0.5 900 26.5 

5 1620 47.6 

50 2916 85.7 

 5250  

 

O crescimento das culturas controle e das culturas teste, após a inserção de 

arsênio, foi monitorado em dias alternados, pela medida da densidade óptica a 680nm.  

Com 0, 96 e 192 horas foram retiradas, após homogeneização da cultura, alíquotas de 

10 ml dos testes e controles. Estas foram centrifugadas a 2800 rpm, temperatura de 20ºC 

por 15 minutos.  Separou-se o sobrenadante do precipitado (biomassa) para determinar a 

quantidade de arsênio total presente no sobrenadante e biorremovida nas células (96 

horas). A quantificação de arsênio tanto no sobrenadante quanto no precipitado (pellet) 

foi realizada por espectrometria de emissão atômica por plasma acoplado indutivamente 

(ICP-OES), usando-se um espectrofotômetro modelo Perkin Elmer Optima 4300 DV.  

O percentual de remoção de arsênio do meio aquoso em 96 e 192 horas de 

exposição foi calculado por meio da equação 4. O percentual de arsênio incorporado 

pela biomassa celular (192 horas) foi obtido a partir da equação 5.  

 

  

 

  

 



40 

 

Onde: 

 é o percentual de arsênio removido do meio aquoso num determinado 

período de tempo; 

  é o percentual de arsênio incorporado na biomassa algal; 

 é a média aritmética da concentração de arsênio adicionada no meio aquoso no 

tempo i; 

 é a média aritmética da concentração de arsênio encontrada no meio aquoso no 

tempo j; 

 é a média aritmética da concentração de arsênio encontrada na biomassa 

celular.  

Para verificar as diferenças dos dados usou-se o teste ANOVA Fatorial com 

variáveis independentes. O teste de tukey foi feito para verificar diferença entre 

tratamentos, usando-se p>0.05. 

 

3.4 Papel da bainha de mucilagem de Microcystis novacekii na retenção de As(III) 

O teste foi realizado seguindo o mesmo método descrito no item 3.2 e 3.3, para 

experimentos de toxicidade e bioacumulação, respectivamente. A concentração 14.7 

mg.L
-1

 foi escolhida por apresentar o menor percentual de inibição de crescimento de 

M. novacekii para a série geométrica testada.  

No final da fase de crescimento logarítmico de M. novacekii (192 horas) foram 

coletados 20mL de cultura celular e centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi  descartado e o material precipitado foi lavado com água destilada e 

centrifugado nas mesmas condições. Esse procedimento foi repetido por duas vezes. Ao 

material precipitado final, adicionaram-se 8ml de NaOH 2N. A mistura foi mantida em 

agitação lenta por 2 horas, seguido por centrifugação a 4000 rpm por 15 minutos. 

Separou-se a fração correspondente ao sobrenadante e o precipitado, conforme esquema 

ilustrativo mostrado na figura 6. O mesmo procedimento foi realizado sem adicionar 

NaOH separando-se  o sobrenadante e o precipitado.   
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Figura 6: Esquema ilustrativo mostrando metodologia utilizada para separação da 

bainha de mucilagem de Microcystis novacekii. 

 

O percentual de arsênio retido na bainha de mucilagem e bioacumulado pela 

biomassa celular foi obtido a partir da equação 6.  

 

 

 

3.5 Preparação das amostras para determinação do arsênio total. 

a) Preparação do meio aquoso (sobrenadante) 

Os sobrenadantes foram filtrados em filtro de 0,45µm (Millipore), fixados com 

H2SO4 em pH 2,0 As(V) e HCl 0.8% v.v As(III) e conservados até análise, conforme 

(BARRA et al., 2000).  

 

b) Preparação da biomassa (pellet) 

A digestão da biomassa algal foi realizada conforme metodologia de Truus et al 

(2007). Colocou-se em tubos de polietileno o pellet obtido para 10 ml de amostra de 

Microcytis novacekii, 3 ml de HNO3 concentrado (96%) e 1 ml de H2O2 (30%). Os 

tubos foram aquecidos em um sistema de reação de micro-ondas acelerado (marca 

ETHOS 1–Advanced microwave disgestion system/Modelo Milstone). Sendo a amostra 

digerida por 30 minutos a 200 ºC, potência de 45bar. Após o processo o volume foi 

ajustado para 25 ml com água Milli-Q. As amostras digeridas foram analisadas 

quantitativamente para arsênio total usando ICP-OES. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Crescimento e características morfológicas de M. novacekii em condições 

normais de cultivo  

O estudo morfológico da espécie Microcystis novacekii demonstrou que essa se 

caracteriza por um denso arranjo celular no centro da colônia e células isoladas na 

periferia. Suas colônias jovens são formadas por células esféricas e algumas vezes 

levemente ovais.  As células possuem entre 3 e 6µm de diâmetro, sendo possível 

distinguir células senescentes de células jovens (Figura 7). A espécie apresenta densa 

bainha de mucilagem, entre 0,5 a 0,10µm (Figura 8).  

 

 

Figura 7. Colônias de Microcystis novacekii. a colônias em processo de senescência, 

b colônias com células jovens. Aumento de 1000x em microscopia óptica. Foto: 

Laboratório LIMNEA/Fernanda Aires Guedes 
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Figura 8: Células de Microcystis novacekii, em teste com nanquim, evidenciando a 

bainha. Aumento de 1000x em microscopia óptica. Foto: Laboratório 

LIMNEA/Fernanda Aires Guedes. 

 

Para determinação do crescimento celular são utilizadas técnicas clássicas como 

a contagem direta das células ao microscópio e a densidade ótica da cultura. A 

contagem de células ao microscópio, embora seja um método simples e muito utilizado, 

tem a desvantagem de ser trabalhoso, demorado e apresentar grande variabilidade. Por 

ser um método mais rápido para monitoramento do crescimento a densidade ótica é uma 

alternativa. Contudo é necessária a obtenção da correlação entre as duas grandezas, 

densidade óptica e contagem celular para a espécie.  

A correlação entre os métodos pode ser observada na figura 9. Observou-se um 

alto coeficiente de correlação (R²=0.9708, p<0.05) entre curva de crescimento obtido 

pela contagem microscópica e a densidade óptica estimada pela absorbância em 680nm 

(Figura 9).  
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Figura 9. Regressão linear simples entre o crescimento monitorado por densidade 

óptica (680nm) e contagem celular ao microscópio para as culturas de M. novacekii 

na ausência de arsênio. 

 

Estes resultados estão de acordo com o estudo de MA e colaboradores (2004), 

(2005), (2006) que demonstraram uma boa correlação entre o crescimento da cultura 

monitorado por contagem celular e a densidade ótica, entre várias espécies de 

cianobactérias. 

 

4.1.1 Curva de crescimento, taxa de crescimento relativo e tempo de geração de M. 

novacekii. 

As fases do crescimento de Microcystis novacekii foram definidas a partir do 

crescimento apresentado na figura 10.  A fase lag, pôde ser identificada no intervalo de 

0 a 4 dias. A fase log, ou de crescimento exponencial, foi proeminente, apresentando um 

tempo de duração de 4 dias. Após este período, as células entraram na fase estacionária, 

a qual se tornou evidente após dez dias do início do experimento. A partir do décimo dia 

iniciou-se a fase de declínio, nesta fase observou-se a formação de grumos de 

mucilagem e de células mortas durante a contagem de células em microscopia óptica 

(Figura 11).  
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Figura 10. Curva de crescimento de Microcystis novacekii. Densidade média inicial 

da fase log igual a 7.9 x 10
5
 e final de 5.7 x 10

6
.  

 

A Microcystis novacekii, apresentou taxa média de crescimento de 0.185 dias
 
e 

tempo de duplicação de 3.74 dia
-1

 para a fase exponencial.  

Ao comparar a taxa de crescimento de M. novacekii com outras espécies do 

mesmo gênero percebeu-se que esta possui crescimento similar a Microcystis 

aeruginosa (0.184 dia
-1

) (LI & LI, 2012) e crescimento superior a Microcystis 

wesenbergii (0.117 dia
-1

) (LI & LI, 2012). Porém M. novacekii apresentou crescimento 

inferior a M. viridis (0.263 dia
-1

)(RUCKERT & GIANE, 2004).  

A partir dos resultados obtidos foram delineados os testes de toxicidade e 

interação arsênio/cianobactéria.  

 

4.2 Toxicidade do arsênio para a cianobactéria Microcystis novacekii 

Os experimentos usando baixas concentrações de As (V) foram delineados em 

função das concentrações encontradas comumente em áreas de mineração (BORBA et 

al., 2004b; ELEUTERIO, 1997; PIMENTEL et al., 2003).  Nessas concentrações de 

arsenato (0,05 a 50 mg.L
-1

),  não foi observada inibição do crescimento de M. novacekii 

em relação ao controle (p>0,05) (Figura 11).  
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Figura 11. Crescimento de Microcystis novacekii em baixas concentrações de 

arsênio (V), 0 a 50 mg.L
-1

, em 96 h. Os pontos representam a média ± SD, n = 4 no 

controle, n =3 nos outros tratamentos. Teste de covariância: p = 0,072. 

 

 

Diversos experimentos preliminares foram realizados a fim de definir a faixa de 

concentração para determinação da EC50. De acordo com o protocolo OECD os testes 

devem considerar uma série geométrica onde a inibição de crescimento compreenda a 

faixa média da curva de inibição. Estes experimentos permitiram a definição de uma 

série geométrica de fator igual a 1.8, partindo-se da concentração inicial de 500mg/l 

para o arsenato e 14,7 mg para o arsenito. Quando os testes foram realizados nesta 

segunda série de concentração de As(V) (500 a 5250 mg.L
-1

) e As(III) (14.7 a 85.7 

mg.L
-1

) observou-se a redução da taxa de crescimento de M. novacekii de forma 

estatisticamente significativa (p<0.05).  

Na figura 12 são apresentados as taxas de crescimento (μ.dia
-1

) de acordo com as 

concentrações de arsênio. Os resultados apresentados comprovam a validade do teste de 

acordo com protocolo OECD 201(2006).  
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Figura 12. Taxa de crescimento médio de M. novacekii referentes ao controle (n=4) 

e tratamentos (n=3), durante o teste de toxicidade (96 horas). Em a As(III) e em b 

As(V). O asterisco (*) indica diferença significativa entre o controle e os 

tratamentos, aceitando um nível de significância de 0,05 (P <0,05). 

 

Nas concentrações mais elevadas de arsênio nas formas químicas (III) e (V), 

percebeu-se diminuição gradual na taxa de crescimento (p <0,05) de M. novacekii com 

o aumento da concentração de arsênio, apresentando o maior valor de crescimento na 

concentração de 900 mg.L
-1

 para o As (V), e 14.7 mg.L
-1

 para o As (III), em relação ao 
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controle (Figura 13) o que mostra a maior sensibilidade da cianobactéria para o As(III). 

De acordo com (CULLEN & REIMER, 1989) o As (III) é uma forma química mais 

tóxica do que As (V) para os organismos aquáticos.  

 

 

Figura 13. Crescimento de M. novacekii exposta à concentrações crescentes de 

arsênio. Em a As(III) e em b As(V). Os pontos representam média ± Erro Padrão, 

n=4 no controle, n= 3 nos tratamentos. Teste de análise de co-variância p<0.01. 
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A concentração estimada que reduziu o crescimento M. novacekii em 50% foi de 

5164,76 mg.L
-1

 para o As (V) e de 40,99 mg.L
-1

 para o As (III),  como pode ser 

observado na Figura 14 e na Tabela 7. Ambas as curvas apresentaram linearidade 

superior a 0.9 reforçando a validade do teste.  

 

 

Figura 14. Percentual de inibição do crescimento de culturas de Microcystis 

novacekii expostas a concentrações crescentes de arsênio. Em a As(III) e em b 

As(V). Ensaio de 96 horas. 
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Tabela 7. Inibição do crescimento da Microcystis novacekii por arsênio. 

Concentração Teste As (III) (mg.L
-1

) Ln (x) % Inibição (y) 

14.7 2.69 1.1 

26.5 3.28 14.6 

47.6 3.86 67.7 

85.7 4.45 86.3 

Ec50 40,99 mg.L
-1

 

Concentração Teste As (V) (mg.L
-1

 Ln (x) % Inibição (y) 

500 6.21 5,2 

900 6.80 10,9 

1620 7.39 17,4 

2916 7.86 31,7 

5250 8.56 56,9 

Ec50 5164,76  mg.L
-1

 

 

Estes resultados são semelhantes aos descritos por SHAHEEN et al., 2007 que 

detectaram em meio de cultivo com Phormidium sp., Nostoc sp., Anabaena sp. e 

Calothrix sp. a sobrevivência de todas as espécies à adições de arsenato de sódio até 

1000 mg.L
-1

. Concentrações de 1000 mg.L
-1 

resultaram na morte das células de 

Aphanothece sp. que são unicelulares e Cylindrospermum sp. que são filamentosas. Por 

outro lado, na mesma concentração (1000 mg.L
-1

) MURRAY, et al. (2003) ao estimular 

a produção de biomassa de Chlorella vulgaris não observaram resistência dessa  espécie 

à concentração de arsênio do meio. Estas observações podem sugerir que a exposição ao 

arsênio pode ter um papel na seleção de espécies dominantes em ambientes 

contaminados.  Na tabela 8 são apresentados dados de toxicidade de cianobactérias e 

algas ao arsênio (V) e ao As (III).  
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Tabela 8. Toxicidade de arsênio para cianobactérias e algas. 

Espécies Arsênio 
Conc. com efeito 

tóxico (mg.L
-1

) 
Referência 

 

Cianobactérias 

Microcystis novacekii 
As (III) 

As (V)  

40.99 (EC50) 

5164.76 (EC50) 
Este estudo 

Phormidium sp. As (V) 10000 Shaheen et al., 2007 

Phormidium sp. As (V) 100 Maeda, 2004 

Phormidium laminosum As (V) 100 
Bhattacharya & Pal, 

2011 

Nostoc sp 

 
As (V) 5000 Shaheen et al., 2007 

Anabaena sp As (V) 5000 Shaheen et al., 2007 

 

Calothrix sp. 
As (V) 1000 Shaheen et al., 2007 

Synechocystis sp 
As (III) 

As (V) 

37.46 

 
Xi-Xiang et al., 2012 

 

Algas 

Scenedesmus obliquus As (V) 0.048 (EC50) Vocke et al., 1980 

Ankistrodesmus falcatus As (V) 0.256 (EC50) Vocke et al., 1980 

Selenastrum 

capricornutum 
As (V) 30.761 (EC50) Vocke et al., 1980 

Scenedesmus quadricauda As (V) 61 (EC50) Fargosová, 1994. 

Chlamydomonas 

reinhardtii 
As (V) 202 (EC50) 

Jurewicz & Buikema, 

1980 

Chlorella sp 
As (III) 

As (V) 

25.2 (EC50) 

25.4 (EC50) 
Levy et al., 2005 

Monoraphidium arcuatum, 
As (III) 

As (V) 

14.6 (EC50) 

0.254 (EC50) 
Levy et al., 2005 

Chlamydocapsa peterfii As (V) 0.07492 Knauer et al., 1999 

 

Chlamydocapsa bacillus As (V) 74.92 Knauer et al.,, 1999 

Chlamydomonas reinhardtii As (V) 74.92 Kaise et al., 1999 
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Microalgas são micro-organismos pertencentes ao filo Chlorophyta, que contém 

clorofila e outros pigmentos fotossintéticos sendo capazes de realizar fotossíntese (LEE, 

1989). O excesso de energia luminosa incidente no aparato fotossintético que não é 

utilizado fotoquimicamente deve ser dissipado para que as condições fisiológicas da 

célula não sejam afetadas. A emissão de fluorescência é principalmente devida às 

moléculas de clorofila-a do fotossistema II (PSII), o que permite avaliar a capacidade 

fotossintética e as condições fisiológicas do organismo (Schreiber, 2003), em 

consequência do efeito dos diferentes fatores ambientais sobre a fotossíntese (Bolhàr-

Nordenkampf, 1989). Essa emissão representa apenas 1 a 5% da energia de luz 

absorvida (Berges et al., 1996; Maxwell & Johnson, 2000).  

O monitoramento da capacidade fotossintética de M. novacekii após a exposição 

ao arsênio (III) e (V) permitiu verificar a redução da concentração de clorofila a 

(p<0.05) nas concentrações de arsênio onde foram observadas variações nas taxas de 

crescimento da espécie (Figura 15).  

 

Figura 15. Síntese de clorofila-a por Microcystis novacekii exposta a concentrações 

crescentes de arsênio (III) e (V). Em a As(III) e em b As(V). O asterisco (*) indica 

diferença significativa entre o controle e tratamentos (p <0,05). 
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Os resultados encontrados referentes à biossíntese de clorofila por M. novacekii 

exposta ao As (V) são similares aos de Bhattacharya & Pal (2011) que investigaram a 

toxicidade do arsenato para a cianobactéria Phormidium laminosum. A produção de 

clorofila por microalgas expostas a concentrações crescentes de arsenato foram 

relatadas por Murray et al (2003) e os autores ao estudar a espécie Chlorella vulgaris 

observaram que a síntese de clorofila não foi afetada nas concentrações de 10, 100 e 

1000 mg.L
-1

de arsenato. 

Para o As (III) os resultados encontrados são similares aos de Wang et al., 

(2012). Estes pesquisadores ao estudar a atividade fotossintética e o crescimento de 

Microcystis aeruginosa expostas à concentrações crescentes de arsenito perceberam 

uma redução na produção de clorofila a quando expostas à concentrações crescentes de 

arsenito.   

 

4.3 Bioacumulação de arsênio pela cianobactéria Microcystis novacekii 

Observou-se que nas concentrações mais baixas de As(V) (0,05; 0,5; 5 e 50 

mg.L
-1

) as taxas de crescimento de M. novacekii se mantiveram constantes 

demonstrando que a presença do metalóide não afetou significativamente (p>0.05) o 

crescimento da espécie. O mesmo foi observado na segunda série de experimentos até a 

concentração de 2916 mg.L
-1

  (96 horas) e 1620 mg.L
-1

 (192 horas).   

Os resultados referentes a exposição ao As(III) foram realizadas apenas nas 

concentrações próximas a faixa de inibição de crescimento,  merecendo  destaque o 

efeito inicial de redução da taxa de crescimento nas primeiras 96 horas, seguido por 

uma aparente recuperação verificada após 192 horas. Os resultados referentes às taxa de 

crescimento de M. novacekii nas diferentes concentrações de As(III e V) testadas estão 

relatadas na Tabela 9.  
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Tabela 9. Taxa de crescimento de Microcystis novacekii após 96 e 192 horas de 

exposição (final fase log). 
A

s 
(V

) 

Concentração µ ± SE (96 horas) µ ± SE (192 horas) 

0.0 0.20±0.02 0.14±0.01 

0.05 0.20±0.01 0.20±0.01 

0.5 0.18±0.02 0.13±0.01 

5 0.20±0.01 0.14±0.01 

50 0.19±0.01 0.14±0.02 

500 0.18±0.02 0.14±0.01 

900 0.18±0.04 0.15±0.02 

1620 0.16±0.04 0.14±0.01 

2916 0.14±0.01 0.07±0.004* 

5250 0.09±0.01* 0.03±0.01* 

A
s 

(I
II

) 

Concentração µ ± SE (96 horas) µ ± SE (192 horas) 

0.0 0.20±0.01 0.19±0.01 

14.7 0.21±0.01 0.10±0.001 

26.5 0.17±0.004* 0.20±0.003 

47.6 0.06±0.002* 0.24±0.008 

85.7 0.01±0.003* 0.15±0.01 

(*) indica diferença significativa entre o controle e os tratamentos, aceitando um nível 

de significância de 0,05 (P <0,05). 

 

A variação apresentada na taxa de crescimento de M. novacekii, quando exposta 

ao As(III),  pode ser devida a algum mecanismo adaptativo desta espécie, conferindo a 

essa, capacidade de reduzir a penetração do metaloide no meio intracelular, seja por 

mecanismos de imobilização no interior da célula ou ainda ativando o sistema de 

excreção. Para As(V), nas concentrações mais altas, esse comportamento não foi 

observado.  

Os resultados dos testes de remoção de arsênio por M. novacekii indicaram que o 

processo de captação celular do metalóide é dependente do estado de oxidação do 

arsênio no meio. Quando este se encontra na forma de arsenito (AsIII) observa-se 

aumento significativo (p<0.05) da capacidade de remoção ao longo tempo (2, 96 e 192 

horas). O mesmo foi verificado para o As(V) em altas concentrações, já para baixas 

concentrações de arsenato não houve remoção significativa (p>0.05).  

A determinação das concentrações de arsênio após centrifugação das culturas no 

sobrenadante e no pellet (biomassa) objetivaram a comparação e validação de resultados 

de captação celular do arsênio.  Os resultados de remoção de arsênio observadas no 

sobrenadante e pellet são apresentados nas tabelas 10 e 11 e figura 16.   
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Tabela 10. Microcystis novacekii exposta à concentrações crescentes de arsênio (mg.L
-1

) por 2, 96 e 192 horas. Os dados referem-se a 

remoção de arsênio observadas no sobrenadante.  

 Tratamentos (As mg.L
-1

) Remoção (%) 

A
s 

(V
) 

   2 horas 96 horas 192 horas  96 horas 192 horas 

B
ai

x
as

 

co
n
ce

n
tr

aç
õ
es

 

0.0 0.0 ± 0.00 0.0 ± 0.00 0.00 ± 0.00   

0.05 0.07 ± 0.02 0.7 ± 0.02 0.06 ± 0.01 1.7 16.8 

0.5 0.8 ± 0.01 0.7 ± 0.01 0.8 ± 0.01 1.7 2.0 

5 8.6 ± 0.02 8.7 ± 0.25 8.5 ± 0.07 -2.7 1.2 

50 79.6 ± 7.0 79.1 ± 2.8 77.9 ± 5.3 0.6 2.2 

A
lt

a
s 

co
n

ce
n

tr
a
çõ

es
 

500 597.3 ± 10.4 585.4 ± 3.7* 582.3 ± 4.9* 2.0 2.5 

900 1038.1 ± 23.4 1012.8 ± 0.8* 1012.8 ± 0.8* 2.4 2.4 

1620 1856.5 ± 60.9 1794.7 ± 83.8* 1818.0 ± 53.5* 3.3 2.1 

2916 3386.4 ± 99.6 3350.0 ± 56.3* 3311.1 ± 55.9* 1.1 2.2 

5250 5789.9 ± 190.2 5612.2 ± 110.5* 5668.6 ± 115.2* 3.1 2.1 

A
s 

(I
II

) 

Controle 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0   

14.7 14.8.1 ± 0.3 12.1 ± 0.2* 11.3 ± 0.4* 18.3 23.4 

26.5 28.4 ± 0.4 25.3 ± 0.4* 25.1 ± 0.8* 10.6 11.6 

47.6 49.9 ± 1.0 46.7 ± 1.0* 46.0 ± 0.8* 6.5 7.9 

85.7 105.6 ± 0.3 98.9 ± 1.2* 98.5 ± 2.1* 6.3 6.7 

     

Os asteriscos (*) indicam diferença significativa entre controles (2 horas) e tratamentos (96 e 192 horas), aceitando significância de 0.05 

(p<0.05). Tratamento estatístico: ANOVA fatorial com medidas repetidas. 
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Tabela 11. Distribuição final de arsênio após 192 horas de experimento.  
A

s 
(V

) 

Tratamentos 

(mg.L
-1

) 

Biomassa 

(mgAs.L
-1

) 

Biomassa 

(mgAs.g
1
) 

Intracelular (%) Extracelular (%) 
Não encontrado* 

(%) 
Total (%) 

B
ai

x
as

 

co
n
ce

n
tr

aç
õ
es

 0.0 0.0 ± 0.00 0.0 ± 0.0 - - - - 

0.05 0.01 ± 0.01 0.036 ± 0.02 12.1 83.8 4.0 100 

0.5 0.02 ± 0.01 0.064 ± 0.02 2.0 98.0 -0.1 100 

5 0.05 ± 0.01 0.18± 0.03 0.5 98.8 0.7 100 

50 0.6 ± 0.23 2.39 ± 0.9 0.8 97.8 1.5 100 

A
lt

as
 

co
n
ce

n
tr

aç
õ
es

 500 4.46 ± 1.8 17.8 ± 7.3 0.7 97.5 1.8 100 

900 4.47 ± 0.5 17.9 ± 1.8 0.4 97.6 2.0 100 

1620 1.92 ± 0.1 7.7 ± 0.5 0.1 97.9 2.0 100 

2916 2.44 ± 0.1 9.7 ± 0.5 0.1 97.8 2.2 100 

5250 6.63 ± 1.26 22.5 ± 5.0 0.1 97.9 2.0 100 

A
s 

(I
II

) 

Controle 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 - - - - 

14.7 3.14 ± 0.06 12.6 ± 0.2 21.2 76.6 2.2 100 

26.5 3.25 ± 0.1 13.0 ± 0.5 11.4 88.4 0.2 100 

47.6 3.18 ± 0.06 12.7 ± 0.2 6.4 92.1 1.5 100 

85.7 3.24 ± 0.06 12.9 ± 0.2 3.1 93.3 3.6 100 

   
 

   

* Perdas de arsênio no experimento foram atribuídas à fatores como a  lavagem das células durante a centrifugação ou adesão do arsênio à 

vidraria. 
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Figura 16: Remoção e bioacumulação de arsênio em mg.L
-1 

por Microcystis 

novacekii. Em a resultados As(III). Em b resultados As(V) na série de 

concentrações mais altas.   

 

Considerando que a biomassa inicial de M. novacekii (10
6
cel.ml

-1
) foi a mesma 

para todos os tratamentos, pode-se afirmar que a retenção de arsênio apresentou-se de 

forma constante, em torno de 12 mg de As(III) por grama de biomassa (12.8 ± 0.15 

mgAs.g
-1

). Esse resultado foi observado após 192 horas de exposição. Os resultados 

sugerem haver um processo de saturação na captação intracelular de arsênio. Essa 

saturação ocorreu em todos as concentrações indicando que mesmo na menor 

concentração testada (14.7 mg.L
-1

 ) o sistema celular já estava saturado. Uma possível 
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explicação seria a saturação do transporte transmembrana. Embora os resultados 

sugiram cinética de saturação, ressalta-se que apenas concentrações na faixa de 

toxicidade foram avaliadas. Deste modo, não se pode afirmar a relação entre 

bioacumulação e concentração de arsênio no meio.   

Os resultados observados nos testes de bioacumulação de As(V) por M. 

novacekii indicaram uma acumulação do metaloide ao longo do tempo de forma muito 

limitada. Esse resultado faz supor que os mecanismos de toxicidade do arsenato 

ocorram principalmente no ambiente extracelular. Uma possível perturbação na 

captação de nutrientes celulares como o fosfato poderia explicar a inibição do 

crescimento. Contudo esse aspecto foge ao escopo desse trabalho e não pôde ser 

esclarecido.  

As Figuras 17a e 17b mostram a bioacumulação de As(III) e As(V) por M. 

novacekii e permitem comparar o comportamento da cianobactéria frente  ao metaloide, 

nos dois estados de oxidação.  

 

Figura 17. Avaliação da possível bioacumulação de As(III) e As(V) por M. 

novacekii. Percentual de bioacumulação de arsênio em relação à concentração 

inicial e final. Em a resultados As (III); em b resultados As (V).  
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O arsênio existe em diferentes formas químicas e estados de oxidação o que 

influencia a sua biodisponibilidade e toxicidade (AGUSA et al., 2008). A toxicidade do 

arsênio nos seus diferentes estados de oxidação é consequências do seu mecanismos de 

ação intracelular dessas espécies químicas.  O As(III) pode se ligar a grupos sulfidrilas 

(-SH) e grupos de proteínas, enquanto o As (V) interfere em reações de fosforilação 

(GHOSH et al., 2007). Contudo, segundo Tseng (2004), as concentrações intracelulares 

de arsênio necessárias para estas reações, são elevadas e não fisiologicamente 

relevantes, o que está em acordo com a observação de que a  inibição do crescimento 

não  correlaciona com as concentrações intracelulares. 

Embora alguns estudos com algas e cianobactérias tenham relatado sua alta 

capacidade de acumular arsênio (YAMAOKA et al., 1996; HANSEN et al., 2005; 

SUHENDRAYATNA et al., 1998; ARRIBAS, 2009), esse não foi o resultado 

observado com a M. novacekii. Possíveis variações morfológicas e bioquímicas, 

diferentes entre espécies, podem justificar os resultados encontrados.  

Pode-se postular ainda que em função do pKa das espécies de arsenito (pKa 9.3) 

e arsenato (pKa 2.3), a primeira se encontra na forma molecular (neutra) no meio de 

cultura o que permitiria sua transposição entre mucilagem e parede celular penetrando 

no meio intracelular e possibilitando a biocumulação de arsênio. O arsenato ionizado, 

no pH do meio de cultivo,  não conseguiria essa transposição o que resultaria numa 

tolerância superior da cianobactéria a altas concentrações de arsenato.  

O papel da bainha de mucilagem das cianobactérias é comumente citado na 

literatura como um promissor processo biotecnológico para remoção de metais pesados 

em soluções aquosas (DE PHILIPPIS et al., 2001, 2007; DE PHILIPPIS & 

MICHELETTI, 2009; DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 2003; LI et al., 2001). Isso se 

deve a presença nessa mucilagem de polissacarídeos ricos em grupamentos polares 

carregados negativamente. Em vista disto, este estudo propôs avaliar o papel da 

mucilagem na interação com sais de arsênio.  

Não se observou a retenção de As(III) na bainha de mucilagem de Microcystis 

novacekii. Aparentemente, no pH do estudo e em altas concentrações  essa camada  não 

funciona como uma barreira para  a captação do arsenito. Após 192 horas de exposição 

de M. novacekii à concentração de 14.7 mg.L
-1

 de As(III),  pode-se perceber que 

somente 0.7% do arsênio disponível foi acumulado na bainha de mucilagem, enquanto 

c. 3.03±0.02 mg.L
-1

 (23.4%) foi acumulado intracelularmente na célula. É importante 
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ressaltar que parte da camada de mucilagem de M. novacekii pode ter se desprendido 

durante a centrifugação e, portanto não ter sido quantificada.  

A quantidade de arsênio bioacumulado pode ser devido a interação entre os 

biopolímeros de natureza aniônica da bainha de mucilagem com os grupamentos 

hidroxilas do As(III), sendo a bainha de mucilagem uma percussora na bioacumulação 

de arsênio em M. novacekii (DE PHILIPPIS et al., 2001; NAGASE et al., 2005; 

PRADHAN et al., 2007).  
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CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo permitiram as seguintes conclusões: 

a) A resistência da cianobactéria ao arsênio nas formas trivalente (AsIII) e 

pentavalente (AsV) sugere que a espécie Microcystis novacekii possui 

mecanismos de defesa a essas formas químicas, o que provavelmente explica sua 

capacidade de crescer em ambientes altamente impactados por arsênio.  

 

b) A forma trivalente do arsênio mostrou toxicidade para M. novacekii c. 60 vezes 

mais acentuada do que a forma oxidada (AsV).  

 

c) M. novacekii mostrou capacidade de acumular arsênio na forma trivalente, sendo 

que em todos os tratamentos com esta espécie química (14,7; 26,5; 47,6; 85,7 

mg.L
-1), a cianobactéria acumulou c. 12 mgAs.g

-1 
de biomassa. Estes resultados 

possivelmente indicam processo de saturação na captação intracelular de arsênio 

e mecanismos de transporte diferenciados para a forma trivalente. Quanto ao 

arsênio na forma oxidada a cianobactéria não apresentou capacidade 

significativa de bioacumulação.  

 

d) Os testes que avaliaram o papel da bainha de mucilagem demonstraram que a 

camada capsular de M. novacekii não parece ter papel acumulador de arsênio, 

porém é importante considerar que parte significativa dos exopolissacarídeos da 

mucilagem podem ter sido perdidos durante o processo de centrifugação e essa 

conclusão refere-se apenas à fração de mucilagem avaliada.  

 

e) Considerando as características físico-químicas descritas para os 

exopolissacarídeos, acredita-se que a natureza polar da bainha de mucilagem, 

com grande parte dos grupamentos químicos ionizados, dificulta a aproximação 

de ânions como o arsenato e com isso torna-se responsável pela alta resistência 

da cianobactéria a esta espécie química.  

 

f) Pode-se postular ainda que em função do Pka das espécies de arsenito (pka 9.3) 

e arsenato (pka 2.3), a primeira se encontra na forma molecular (neutra) no meio 
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de cultura o que permitiria sua transposição entre mucilagem e parede celular 

penetrando no meio intracelular e possibilitando a biocumulação de arsênio. O 

arsenato ionizado, no pH do meio de cultivo,  não conseguiria essa transposição 

o que resultaria numa tolerância superior da cianobactéria a altas concentrações 

de arsenato.  

 

g) Essa cianobactéria apresenta rápido crescimento, fácil adaptação ambiental e 

resistência acentuada ao arsênio. O que justifica a continuação dos estudos no 

sentido de entender a dinâmica do arsênio no meio natural e seu possível 

impacto sobre o fitoplâncton, além do papel da mucilagem na interação com  os 

compostos arsenicais. 
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