
ANDERSON LOURENÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESPOSTAS FISIOLÓGICAS DE MICROCYSTIS AERUGINOSA 

KÜTZING (KÜTZING) PRODUTORA DE MICROCISTINA, EXPOSTA 

AOS EXTRATOS DE PISTIA STRATIOTES L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ASSIS 

2017 



 

ANDERSON LOURENÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESPOSTAS FISIOLÓGICAS DE MICROCYSTIS AERUGINOSA 

KÜTZING (KÜTZING) PRODUTORA DE MICROCISTINA, EXPOSTA 

AOS EXTRATOS DE PISTIA STRATIOTES L. 

 

 

 

 

Dissertação apresentada à Faculdade de Ciências e 
Letras de Assis – UNESP – Universidade Estadual 
Paulista para a obtenção do título de Mestre em 
Biociências (Área de Conhecimento: 
Caracterização e Aplicação da Diversidade 
Biológica). 
 
  

 

Orientador: Prof. Dr. Regildo Márcio Gonçalves da 
Silva 
Coorientadora: Profa. Dra. Maria do Carmo 
Bittencourt-Oliveira 
Bolsista: CAPES 
 
 
 

 

ASSIS 

2017 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 
Biblioteca da F.C.L. – Assis – Unesp 

 

 
L892r 

Lourenção, Anderson  
      Respostas fisiológicas de Microcystis aeruginosa Kützing 
(Kützing) produtora de microcistina, exposta aos extratos de 
Pistia stratiotes L. / Anderson Lourenção.   Assis, 2017. 

52 f. : il. 
 
Dissertação de Mestrado – Faculdade de Ciências e Letras  

 de Assis – Universidade Estadual Paulista. 
Orientador: Dr Regildo Márcio Gonçalves da Silva 
Co-Orientadora: Dra Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira 

 
1. Cianobacteria. 2. Alelopatia. 3. Fenóis. 4. Flavonoides.   

  I. Título. 
                                                                                 CDD 581.5 

 
 

 

 

 

 



 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Em primeiro lugar a Deus, por todas as bênçãos e oportunidades. 

À minha família, que sempre me apoiou em tudo e não poupou esforços para que meu sonho 
se realizasse. 

Ao meu orientador, o professor Dr. Regildo Márcio Gonçalves da Silva, por seu seus 
ensinamentos, por toda a atenção, compreensão, disponibilidade e prontidão em ajudar. 

À minha coorientadora, a professora Dra. Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira, por toda sua 
contribuição no desenvolvimento da pesquisa. 

Aos colegas de laboratório, pela troca de experiências e ensinamentos. 

Aos funcionários da universidade, Natália, Gilberto, Allan, Amabile, Rose e Dani, pela 
amizade, ajuda e companhia. 

Aos meus amigos, que sempre me encorajaram e sempre estiveram ao meu lado.  

À agência de fomento CAPES. 

Enfim, a todos que de alguma forma contribuíram e torceram por mim, meus sinceros 
agradecimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

“Você nunca sabe que resultados virão da sua ação. 
Mas se você não fizer nada, 

não existirão resultados.” 
(Mahatma Gandhi, 1869 – 1948) 

 
 

 

 



 

LOURENCAO, Anderson. RESPOSTAS FISIOLÓGICAS DE MICROCYSTIS 
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RESUMO 
 
Os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de compostos algicidas tornam-se de suma 
importância, visto o impacto das cianotoxinas frente à saúde das populações assim como a 
possível contaminação de alimentos e do ambiente. Diante disso, o presente trabalho teve por 
objetivo avaliar as respostas fisiológicas de Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing (cepa 
BCCUSP232), contra ação algicida dos extratos aquoso e etanólico de Pistia stratiotes L. 
Para tanto, uma seleção de compostos e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo foram 
analisadas, além de determinar o conteúdo polifenólico presente nos extratos. A exposição da 
M. aeruginosa as diferentes concentrações dos extratos (100, 250 e 500 mg/L) resultou em 
uma redução significativa na densidade celular da cepa. Essa redução pôde ser observada para 
as diferentes concentrações do extrato aquoso a partir do 2º dia de exposição, sendo estes 
diferentes estatisticamente quando comparados com o controle. Para o extrato etanólico, perfil 
semelhante foi observado, sendo que para a maior concentração utilizada (500 mg/L), a 
densidade celular foi reduzida a 0 a partir do 4º dia de exposição. Além disso, P. stratiotes 
reduziu a concentração de proteínas totais, aumentou a produção interna de peróxido de 
hidrogênio e malondialdeído nas cianobactérias, e no geral a produção da peroxidase, catalase 
e glutationa-S-transferase relacionadas com o metabolismo de defesa antioxidante da 
cianobactéria. Houve um declínio acentuado nos níveis da superóxido dismutase (SOD), 
causando assim a acumulação de radicais e peróxidos livres, sugerindo que este seja o fator 
mais importante relacionado à ação algicida dos extratos de P. stratiotes. Não foi possível 
verificar atividade pró-oxidativa para ambos os extratos no teste de degradação da albumina 
sérica bovina. Para os resultados da determinação de fenóis e flavonoides totais, verificou-se 
para o extrato etanólico concentração de 93.36 µg para o teste de polifenóis totais e 217.33 µg 
para o teste de flavonoides. Já para o extrato aquoso foi verificado 5.19 µg para o teste de 
fenóis totais e 11.02 µg para o teste de flavonoides. Diante destes resultados foi possível 
concluir que P. stratiotes apresenta potencial para controle de populações de cianobactérias, 
sugerindo que este ação pode estar correlacionada com o estresse oxidativo causado à mesma. 
 
Palavras-chaves: Cianobactéria. Alelopatia. Fenóis. Flavonoides. 
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ABSTRACT 
 
Studies of candidate plants to suppliers of algaecides compounds become very important, as 
the impact of cyanotoxins front of the health of populations as well the possible 
contamination of food and the environment. Therefore, this study aimed to evaluate the 
physiological responses of Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing (BCCUSP232 strain) 
against algaecide action of Pistia stratiotes L. extracts. Therefore, a selection of compounds 
and enzymes related to oxidative stress were analyzed, in addition to also determine the 
content polyphenol present in the extracts. M. aeruginosa exposure to different concentrations 
of the extracts (100, 250 and 500 mg L-1) resulted in a significant reduction in cell density of 
the strain. This reduction was observed for the different concentrations of the aqueous extract 
from the 2nd day of exposure, which are statistically different when compared with control. 
To the ethanolic extract, a similar profile was observed, and for the highest concentration used 
(500 mg L-1), cell density was reduced to 0 from the 4th day of exposure. In addition, P. 
stratiotes reduced total protein concentration, increased internal production of hydrogen 
peroxide and malondialdehyde in cyanobacteria, and not the production of peroxidase, 
catalase and glutathione-S-transferase related to the antioxidant defense metabolism of 
cyanobacteria. There was a marked decline in the levels of superoxide dismutase (SOD), thus 
causing an accumulation of free radicals and peroxides, suggesting that this most important 
factor related to the algicidal action of extracts of P. stratiotes. Could not verify pro-oxidative 
activity of both extracts in the bovine serum albumin degradation test. For the results of the 
determination of total phenols and flavonoids, it was found for the ethanol extract 
concentration of 93.36 ug to total polyphenols test and 217.33 ug for flavonoid test. As for the 
aqueous extract was found 5.19 ug for total phenols test and 11.02 ug for flavonoid test. In 
view of these results it was concluded that P. stratiotes has the potential to control 
populations of cyanobacteria, suggesting that this action can be correlated with oxidative 
stress it. 
 
Keywords: Cyanobacteria. Allelopathy. Phenols. Flavonoids. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

1 CIANOBACTÉRIAS 

As cianobactérias também chamadas de cianofíceas ou algas azuis são micro-

organismos procarióticos, autótrofos fotossintetizantes, fixadores de nitrogênio atmosférico, 

apresentando clorofila a e b, porém suas células não possuem cloroplastos como nos vegetais 

superiores (SANCHES et al., 2012). As cianobactérias podem ser encontradas na forma 

unicelular (por exemplo, gêneros Synechococcus e Aphanothece), em colônias unicelulares 

(por exemplo, gêneros Microcystis, Gomphospheria e Merispmopedium) e em filamentos (por 

exemplo, genêros Oscillatoria, Planktothrix, Anabaena, Cylindrospermopsis e Nostoc) 

(MORENO et al., 2005; FERNANDES et al., 2009). 

Ontologicamente, as cianobactérias são indivíduos antigos e os seus fósseis são 

datados do período pré-cambriano (CARMICHAEL, 1994). Esta existência se deve 

principalmente à flexibilidade genotípica e fenotípica, somado as adaptações bioquímicas, 

fisiológicas, genéticas e reprodutivas, que garantiram a estes organismos sua perpetuação e 

distribuição em diversos ambientes terrestres, aquáticos e na interface úmida da terra com o ar 

(KAEBERNICK e NEILAN, 2001; STEWART et al., 2006). Esta grande flexibilidade 

também permite isolá-las e mantê-las em cultivos com certa facilidade (KAEBERNICK e 

NEILAN, 2001). 

As cianobactérias possuem grande importância econômica. Alguns gêneros são 

diazotróficos (fixadores de nitrogênio molecular) e contribuem para a fertilização da água e 

do solo (RAI, 1990). Algumas espécies são usadas na indústria alimentícia por apresentarem 

alto valor nutricional (BOROWITSKA e BOROWITSKA, 1988). Elas também são uma rica 

fonte de novas substâncias com potencial interesse farmacêutico, já que produzem uma 

grande variedade de metabólitos secundários com atividade biológica (PATTERSON et al., 

1994). 

Em condições ambientais favoráveis às cianobactérias, estas tem seu crescimento 

populacional elevado, seja de uma espécie ou várias, sendo este evento denominado de 

floração ou “bloom” (CARMICHAEL, 2001). 

 

2 CIANOBACTÉRIAS PRODUTORAS DE CIANOTOXINAS 

Vários gêneros e espécies de cianobactérias que formam florações produzem toxinas, 

estas são denominadas de cianotoxinas (CARMICHAEL, 1992). Tais organismos constituem 

uma grande fonte de produtos naturais tóxicos e, embora ainda não estejam devidamente 
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esclarecidas as causas da produção dessas toxinas, têm-se atribuído várias funções a esses 

compostos como mecanismo de defesa (herbivoria), auxilio na melhor captação da luz solar e 

como moléculas de sinalização que colaboram na comunicação entre as cianobactérias 

(CARMICHAEL, 1992; CHORUS e BARTRAM, 1999; LYCK, 2004). De acordo com sua 

ação farmacológica, as cianotoxinas são classificadas como hepatotoxinas, neurotoxinas, 

citotoxinas, dermatotoxinas e irritantes gastrointestinais (KAEBERNICK e NEILAN, 2001, 

BRIAND et al., 2003; FALCONER, 2008). Cianotoxinas são diferentes em estrutura química 

e toxicidade, são produzidas no interior das células de cianobactérias, e sua liberação ocorre 

durante a vida da célula, mas na maior parte, após a morte das células através de um fluxo 

passivo para fora do conteúdo celular ou quando a célula é lisada (CARMICHAEL, 1992; 

LAM et al., 1995; CHORUS, 2001; BRIAND et al., 2003; HAIDER et al., 2003; PEARSON 

et al., 2004; DE LA CRUZ et al., 2011). A liberação súbita de cianotoxinas na água 

circundante pode apresentar um risco para os animais e os seres humanos que utilizam a água, 

especialmente quando usadas como fonte de água potável (FALCONER, 1998; 

OBERHOLSTER et al., 2004). Cianotoxinas podem causar doença em humanos, 

principalmente após a ingestão por via oral, através da água potável ou o consumo de 

alimentos que poderiam ter acumulado as mesmas, ou até mesmo a morte quando exposta 

através de hemodiálise (JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al., 1998; KUIPER-

GOODMAN et al., 1999;  CARMICHAEL et al., 2001; ZHOU et al., 2002; SVIRČEV et al., 

2007; SVIRČEV et al., 2009). 

Hepatotoxicose e Neurotoxicose são as síndromes mais comuns causados pela 

ingestão destas toxinas (HAIDER et al., 2003). Após contato agudo com água de fontes que 

contenham florações de cianobactérias pode ocorrer dor abdominal, vômitos, diarréia, 

fraqueza, irritação da pele e membranas mucosas dos olhos, nariz e garganta, ataques de 

asma, tremores musculares, náuseas, formigamento na ponta dos dedos das mãos e pés, visão 

turva, dor de cabeça, tonturas, febre, hipóxia, cianose, paralisia respiratória ou cardíaca, 

resultando em morte (CHORUS e BARTRAM, 1999; SVIRČEV et al., 2009). Devido a isto, 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu uma orientação onde, por exemplo, o 

nível máximo aceitável de microcistina-LR em água potável é de 1µg/L (WHO, 2004), sendo 

este mesmo limite o estabelecido na legislação brasileira (BRASIL, 2004).  

Diante disso, algumas medidas são utilizadas para mitigar os efeitos do crescimento de 

cianobactérias e seus danos ao meio ambiente, entre estas compreendem às físicas e as 

químicas. As físicas são a filtração, a separação por centrifuga, ultrassom e radiação UV, já os 

tratamentos químicos utilizam sulfato de cobre e peróxido de hidrogênio (DRABKOVA et al., 
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2007; OU et al., 2012). Outra alternativa viável é o controle biológico, que utiliza a 

introdução de organismos previamente selecionados como peixes e zooplânctons 

(KOTOPOULIS et al., 2009; LIANG e NAN, 2009). Entretanto essas medidas apresentam 

sucesso limitado, pois são muito dispendiosas, sendo utilizadas apenas como soluções 

emergenciais, demonstrando assim a necessidade de novas pesquisas para a elaboração de 

novas técnicas menos onerosas e mais eficazes, que gerem menor impacto ambiental e maior 

durabilidade, refletindo também na sustentabilidade (FERRIER et al., 2005). 

 

3 CONTROLE DE CIANOBACTÉRIA POR MEIO DE COMPOSTOS NATURAIS 

O controle de poluentes ambientais de origem sintética e/ou natural pode ser realizado 

por meio de associação com compostos de origem vegetal e animal. No caso da utilização de 

plantas ou derivados destas, este processo é denominado de fitorremediação. Esta tecnologia 

emergente pôde nas ultimas décadas oferecer uma alternativa mais rentável (econômica), não 

intrusiva e segura para técnicas convencionais de despoluição de água (RASKIN e ENSLEY, 

2000; TERRY e BANUELOS, 2000; GLICK, 2010). Dentro deste conceito, diversos estudos 

vem mostrando as possíveis aplicações de plantas nesta área, o que inclui a detoxificação de 

metais, remoção de produtos de cuidado pessoal, remédios, tratamento de esgoto e ainda, a 

inibição do crescimento de algas (ZIMMELS et al., 2006; TEWARI et al., 2008; ZHU et al., 

2014; PUTRA et al., 2015; LIN e LI, 2016). 

Diante disso, uma gama de metabolitos secundários (aleloquímicos) de origem vegetal 

vem sendo estudada com a finalidade de fitorremediação. Plantas aquáticas vêm demostrando 

a presença de compostos com efeito inibitório sobre o crescimento de algas, e isto vem 

representando um novo conceito no desenvolvimento de tecnologias de controle destes 

organismos. Esta utilização de aleloquímicos compreende uma tecnologia biológica algicida 

cujas vantagens incluem alta eficácia, baixo custo, materiais naturais e facilmente obtidos e 

uma ausência de poluição secundária (YU et al., 1992; NAKAI et al., 2000; VYVYAN, 2002; 

GROSS, 2003; BAUER et al., 2009; GROSS e GENE, 2009). 

Aleloquímicos são propensos à degradação e dificilmente se acumulam em um 

ecossistema e seus efeitos inibitórios sobre o crescimento de algas são significativamente 

espécie-especifico, exibindo uma inibição significativa de apenas certas algas (MEN et al., 

2007). Rice (1984) acredita que aleloquímicos poderiam, eventualmente, ser utilizados para 

substituir os reagentes químicos para eliminar algas, reduzindo assim grandemente a 

utilização de produtos químicos.  
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Os aleloquímicos produzidos por plantas aquáticas são reagentes naturais na 

eliminação de algas, e, portanto, a adição de aleloquímicos extraídos de plantas aquáticas para 

controlar o crescimento de algas é uma técnica promissora (NAKAI et al., 1996; BALL et al., 

2001; NI et al., 2012). Além disso, o desperdício dos resíduos pós-extração pode ser tratado 

com uma combinação de métodos de reciclagem, tal como a fabricação de papel e na 

produção de biogás através de fermentação (MULDERIJ et al., 2005a, b; ERHARD e 

GROSS, 2006). 

 

4 PISTIA STRATIOTES 

A espécie Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’água, flor-

d’água, erva-de-santa-luzia, lentilha-d’água, mururé, golfo, mureré-pagé, pagé ou pasta, é 

uma planta aquática flutuante, amplamente distribuída por todo o mundo, cuja origem ainda 

não foi totalmente definida, sendo atribuída à África ou América do Sul (LORENZI, 1982; 

CARDOSO et al., 2005). É também considerada espécie ornamental, por auxiliar na estética 

de ambientes aquáticos artificiais (LORENZI, 1982). 

P. stratiotes é uma espécie pertencente à família Araceae, de porte herbáceo, caule, 

estolonífera, com propagação sexuada e assexuada por meio de seus estolões, cuja via 

preferencial de reprodução é a vegetativa (LORENZI, 1982; CARDOSO et al., 2005). Possui 

folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes, dispostas em 

rosetas, em que as radicais têm o pecíolo maior e mais largo do que as outras, de coloração 

verde aveludada na face adaxial e verde pálida esbranquiçada na face abaxial. A 

inflorescência é pequena e de cor branca e creme, composta por espádice cercada por uma 

espata pilosa, característica das aráceas, encontradas no centro da roseta (LORENZI, 1982; 

COELHO et al., 2005). 

Por sua alta capacidade de reprodução vegetativa e rápido crescimento, P. stratiotes 

geralmente é responsável pela formação de densos tapetes de plantas sobre a superfície 

aquática, sendo considerada como uma espécie daninha, afetando o aproveitamento 

econômico dos sistemas aquáticos, como por exemplo, a proliferação desta espécie em 

viveiros de criação de peixes na África, em canais de irrigação em Gâmbia e em um braço do 

reservatório da usina de Itaipu no Brasil (TERRY, 1981; LORENZI, 1982; THOMAZ et al., 

1999; PETR, 2000; COELHO et al., 2005).  Além disso, esta macrófita aquática também tem 

sido utilizada para a remoção de mercúrio de efluentes de mineração, por esta acumular o 

metal em suas raízes, indicada para remoção de nitrogênio (N), fósforo (P) e sólidos 

suspensos na água, melhorando a qualidade dos sistemas aquáticos, e para o tratamento de 
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esgoto urbano, por sua elevada taxa de crescimento, demonstrando seu potencial de utilização 

na fitorremediação, como medida mitigadora da contaminação de efluentes (ZIMMELS et al., 

2006; SKINNER et al., 2007; ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2009; TEWARI et al., 2008; 

LU et al., 2010; PUTRA et al., 2015; LIN e LI, 2016). 

Além de sua utilização na fitorremediação e bioindicação, estudos científicos vêm 

demonstrando para este gênero ações farmacológicas como, antioxidante e cicatrizante (JHA 

et al., 2012), pesquisas também demonstraram que P. stratiotes pode interferir e controlar o 

crescimento de microrganismos e algas em sistemas de água doce, sendo que alguns trabalhos 

mostram que o controle ocorre nas principais divisões de algas e incluem também a ação 

sobre cianobactérias, porém não existem dados sobre o mecanismo de ação dos componentes 

ativos desta espécie sobre estes microrganismos (ALIOTTA et al., 1991; BICH e NOGUCHI, 

2012; WU et al., 2013). Estas características tornam esta espécie alvo de estudos para novas e 

importantes pesquisas no controle de cianobactérias produtoras de cianotoxinas. 
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RESUMO 

 

No presente estudo, extratos aquoso e etanólico de Pistia stratiotes L foram preparados para 

avaliar o efeito inibitório e as respostas fisiológicas em Microcystis aeruginosa (Kützing) 

Kützing (cepa BCCUSP232). Para tanto uma seleção de compostos e enzimas relacionadas ao 

estresse oxidativo na cianobactéria foram analisadas. A exposição da M. aeruginosa às 

diferentes concentrações dos extratos (100, 250 e 500 mg/L) resultou em uma redução 

significativa na densidade celular da cepa. Essa redução foi expressiva na maior concentração 

de extrato aquoso utilizada (500 mg/L), onde no 6° dia de tratamento a densidade celular foi 

reduzida a 0. Para o extrato etanólico, perfil semelhante foi observado, sendo que para a maior 

concentração utilizada (500 mg/L), a densidade celular foi reduzida a 0 no 4º dia de 

exposição. Além disso, P. stratiotes reduziu a concentração de proteínas totais, aumentou a 

produção interna de peróxido de hidrogênio e malondialdeído nas cianobactérias, e no geral, a 

produção da peroxidase, catalase e glutationa-S-transferase relacionadas com o metabolismo 

de defesa antioxidante da cianobactéria. Houve um declínio acentuado nos níveis da 

superóxido dismutase (SOD), causando assim a acumulação de radicais e peróxidos livres, 

sugerindo que este seja o fator mais importante relacionado à ação algistática dos extratos de 

P. stratiotes. Não foi possível verificar atividade pró-oxidativa de ambos os extratos no teste 

de degradação da albumina sérica bovina. Para os resultados da determinação de fenóis e 

flavonoides totais, verificou-se para o extrato etanólico concentração de 93.36 µg para o teste 

de polifenóis totais e 217.33 µg para o teste de flavonoides. Já para o extrato aquoso foi 

verificado 5.19 µg para o teste de fenóis totais e 11.02 µg para o teste de flavonoides. Diante 

destes resultados foi possível concluir que P. stratiotes apresenta potencial para controle de 

populações de cianobactérias, sugerindo que esta ação pode estar correlacionada com o 

estresse oxidativo causado às mesmas. 

 

Palavras chave: Cianobactéria. Alelopatia. Fenóis. Flavonoides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O aumento das atividades urbanas, industriais e agrícolas, assim como a descarga de 

seus efluentes nos corpos d’águas ocasionam e aceleram o processo de eutrofização 

(HEISLER et al., 2008). A eutrofização aliada à elevação da temperatura tem como uma das 

consequências a rápida proliferação de cianobactérias no ambiente aquático, processo 

conhecido como “floração” ou “bloom” (NARDINI e NOGUEIRA, 2008; O’NEIL et al., 

2012). Algumas espécies de cianobactérias produzem metabólitos secundários tóxicos 

denominados de cianotoxinas, as quais provocam um importante impacto no meio ambiente e 

na saúde humana (PAERL et al., 2001; KOZDEBA et al., 2014). No Brasil, entre os gêneros 

potencialmente nocivos, destacam-se Microcystis, Anabaena, Cylindrospermopsis, 

Oscillatoria, Planktothrix e Aphanocapsa (CALIJURI et al., 2006). Microcystis aeruginosa, 

em particular, uma alga preponderante em florações de cianobactérias, é considerada uma 

séria ameaça à saúde humana e à segurança biológica devido à microcistina, um metabolito 

tóxico secretado pela mesma (PIVOKONSKY et al., 2014 e ZAKARIA et al., 2014). 

 No que diz respeito aos metabólitos secundários tóxicos das cianobactérias, estes podem 

causar graves injúrias tanto por meio da ingestão como no contato tópico com a água 

contaminada (HOEGER et al., 2004). As principais toxinas produzidas pelos gêneros de 

cianobactérias são Microcistinas, Nodularinas, Anatoxinas, Cilindrospermopsinas e 

Saxitoxinas, sendo estas classificadas de acordo com seu mecanismo de ação como 

hepatotóxicas, neurotóxicas, citotóxicas, dermatotóxicas ou promotoras da inibição da síntese 

de proteínas (CARNEIRO e LEITE, 2008). 

 Neste sentido, algumas medidas são utilizadas para reduzir e/ou eliminar os efeitos do 

crescimento de cianobactérias e suas consequências ao meio ambiente, as medidas 

compreendem ações físicas e químicas (DRABKOVA et al., 2007). As físicas são 

representadas por filtração, separação centrífuga e ultrassom, já os tratamentos químicos 

utilizam sulfato de cobre e peróxido de hidrogênio (DRABKOVA et al., 2007; OU et al., 

2012). Outra alternativa viável é o controle biológico, que utiliza a introdução de organismos 

previamente selecionados como peixes e organismos zooplanctônicos (SPIROS et al., 

2009; LIANG e NAN, 2009). Entretanto, essas medidas apresentam sucesso limitado, pois 

são muito dispendiosas, sendo utilizadas apenas como soluções emergenciais. Desta forma, há 

a necessidade de novas pesquisas para a elaboração de novas técnicas, menos onerosas e mais 

eficazes, que produzam menor impacto ambiental e maior durabilidade, refletindo também na 

sustentabilidade (FERRIER et al., 2005). 
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 Diante do exposto, estudos recentes têm demonstrado a aplicabilidade de compostos de 

origem vegetal como importantes recursos para o controle de micro-organismos, algas e 

plantas daninhas, que prejudicam de forma direta e/ou indireta a saúde das populações, tanto 

aquáticas, quanto terrestres, assim como a produção agrícola (BORELLA e PASTORINI, 

2009; RIBEIRO et al., 2009; BARROS et al., 2011, SILVEIRA, 2012). Desde a década de 80, 

pesquisas vem demonstrando a possibilidade da realização do controle de cianobactérias e 

outros organismos por produtos de origem vegetal (WIUM-ANDERSEN et al., 1983). 

 Uma espécie com potencial para produzir compostos secundários promissores para o 

controle de cianobactérias é a Pistia stratiotes L. (Araceae) (WU et al., 2013). Popularmente 

conhecida como alface d’água, é caracterizada como uma macrófita aquática flutuante livre, 

com distribuição cosmopolita tropical (POTT e POTT, 2000). É considerada uma espécie que 

prolifera indesejadamente em alguns ecossistemas aquáticos tropicais. Pode-se destacar como 

exemplos de crescimento indesejado de P. stratiotes a proliferação em viveiros de criação de 

peixes na África, em canais de irrigação em Gâmbia e no reservatório de Itaipu no Brasil 

(TERRY, 1981; THOMAZ et al., 1999; PETR, 2000). 

 Estudos científicos sobre o gênero Pistia vêm demonstrando interessantes ações 

farmacológicas, como antioxidante e cicatrizante (JHA et al., 2012). Além dessas ações, 

apresentou resultados promissores no tratamento de lodo, esgoto, água contaminada e na 

detoxificação de diversos tipos de metais (ZIMMELS et al., 2006; TEWARI et al., 2008; 

PUTRA et al., 2015). Extratos e compostos obtidos de P. stratiotes L. também demonstraram 

a capacidade de controlar o crescimento populacional de micro-organismos e algas em 

sistemas de água doce, sendo que alguns trabalhos mostram que isto ocorre nas principais 

divisões de algas e incluem também a ação sobre cianobactérias (ALIOTTA et al., 1991; 

BICH e NOGUCHI, 2012; WU et al., 2013). Estas características apresentadas por P. 

stratiotes tornam esta espécie alvo de estudos para novas e importantes pesquisas para o 

controle de cianobactérias produtoras de cianotoxinas. Portanto, o objetivo do presente estudo 

foi avaliar a) o potencial algicida e/ou algistático dos extratos de P. stratiotes no controle da 

população de Microcystis aeruginosa Kützing (Kützing) linhagem BCCUSP232 

(cianobactéria) em condições laboratoriais; b) avaliou as respostas fisiológicas da 

cianobactéria exposta a diferentes concentrações e tempo de incubação com os diferentes 

extratos; c) o teor de polifenóis totais presentes nos diferentes extratos de P. stratiotes. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal e preparo dos extratos 

 Pistia stratiotes foi coletada na cidade de Assis, localizado no sudeste brasileiro, em 

uma lagoa pública e sem causar impacto na população de plantas, entre maio e julho de 2015 

(22º44'59,40 ''S e 50º31'40,40''W). O espécime comprovante foi depositado no Herbário 

Assisense sob o número de tombamento HASSI-1038. As plantas inteiras foram limpas e 

secas a 40ºC em estufa com circulação de ar (Cienlab, Brasil) e posteriormente moídas em um 

moinho de facas (Cienlab, CE-430, Brasil). O pó resultante foi utilizado nas extrações com 

etanol por percolação (temperatura ambiente e extração exaustiva), de acordo com PRISTA et 

al. (1995). O extrato resultante foi filtrado sob vácuo e levado a um evaporador rotativo para 

retirada do solvente (Marconi, MA-120, Brasil). Para a extração aquosa, o mesmo processo 

foi utilizado, substituindo o etanol por água destilada. Após a extração, o extrato foi 

congelado e subsequentemente liofilizado (Liotop, L101, Brasil). Os extratos secos foram 

mantidos em pequenos frascos âmbar à temperatura ambiente até sua utilização. 

 

2.2 Avaliação do potencial algicida e/ou algistático 

 Para a montagem do bioensaio foi utilizada a cianobactéria Microcystis aeruginosa, 

cepa BCCUSP232, produtora de microcistinas de acordo com BITTENCOURT-OLIVEIRA 

et al. (2011). A cepa foi obtida a partir da Coleção Brasileira de Cianobactéria da 

Universidade de São Paulo (BCCUSP) e mantidas em meio de cultivo ASM-1 (GORHAM et 

al. 1964), pH 7,4, em condições ambientais controladas (intensidade de luz: 40 mmol m/s, 

mensurada com um Quantômetro LI-COR, modelo LI-250, equipado com um sensor esférico 

sub-aquático; fotoperíodo: 14:10 h, claro:escuro, e temperatura: 24 ± 1°C).  

 Os experimentos foram conduzidos utilizando-se Erlenmeyers de 1000 ml com 700 ml 

de meio ASM-1, em câmaras de cultura nas condições acima descritas. Todos os 

experimentos iniciaram com a densidade de 2,3 x 105 células/mL de M. aeruginosa obtida a 

partir da mesma cultura em fase de crescimento exponencial. Na fase de crescimento 

exponencial (dia 4) das culturas experimentais, foram coletadas amostras para a determinação 

da densidade celular antes da adição dos extratos, a fim de confirmar o estágio de crescimento 

da cepa. Logo após, a cianobactéria foi exposta separadamente a extratos de P. stratiotes 

(etanólico e aquoso) nas concentrações de 100, 250 e 500 mg/L e incubada durante 6 dias. As 

culturas do grupo controle não foram expostas aos extratos, porém foram mantidas nas 

mesmas condições às dos grupos experimentais. As amostras foram coletadas no 2°, 4° e 6° 
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dia de exposição aos extratos utilizando de capela de fluxo laminar e técnicas estéreis para 

determinação da densidade celular, peroxidação lipídica, espécies reativas de oxigênio 

(H2O2), proteínas totais e atividade enzimática do metabolismo antioxidante. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

 O crescimento da população da cianobactéria foi determinado utilizando a densidade 

celular obtida a partir de curvas de calibração de culturas de M. aeruginosa com densidades 

celulares conhecidas em espectrofotômetro a 750 nm (Biospectro SP-22, Biospectro, Curitiba, 

Brasil). A equação de regressão obtidas a partir da curva de calibração é dada a seguir: y = 

(3x10-8) x + 0,0058, onde y é a absorbância, x representa a densidade celular, e R2 = 0,9992. 

 

2.3 Avaliação do mecanismo de ação dos extratos de P. stratiotes em M. aeruginosa 

BCCUSP 232 

2.3.1 Peroxidação lipídica 

 A peroxidação lipídica foi determinada estimando-se o teor de malondialdeído (MDA). 

Primeiramente, a biomassa obtida a partir do pellet formado pela centrifugação de 40 mL das 

coletas de cultura de M. aeruginosa, foram homogenizadas em tampão de fosfato 0,1 mol (pH 

6,5) contendo 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP), e posteriormente centrifugadas a 

10.000 x g e 0°C durante 10 min. Seguindo o método de MADHAVA RAO e SRESTY 

(2000) com modificações, uma alíquota de 1 mL do sobrenadante das amostras foram 

transferidas para tubos de vidro e adicionados 4 mL de  ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5 % 

(p/v) em ácido tricloroacético (TCA) a 20 % (p/v). A mistura foi aquecida a 95°C durante 30 

min e posteriormente resfriada em banho com gelo. A mistura resultante foi centrifugada a 

10.000 × g durante 15 min e a absorbância do sobrenadante foi medida a 532 nm. As 

medições foram corrigidas para turbidez inespecífica pela subtração da absorbância a 600 nm. 

A concentração de MDA foi calculada usando o coeficiente de extinção de 155 mmol/cm, 

conforme DEMIRAL e TÜRKAN (2005). Os resultados foram apresentados em mmol/L. 

 

2.3.2 Espécies reativas de oxigênio: formação do peróxido de hidrogênio interno (H2O2) 

 O método de JANA e CHOUDHURI (1982) foi utilizado para medir a formação interna 

de H2O2 por M. aeruginosa, com algumas modificações. O pellet resultante da centrifugação 

de 40 ml da cultura de M. aeruginosa a 2.200 x g e 0°C, foi homogeneizado em 3 ml de 

tampão fosfato 0,1 M (pH 6,5) para extração do H2O2 interno. Em seguida, o homogeneizado 

foi centrifugado a 10.000 x g e 0°C durante 10 min, e o sobrenadante utilizado para a 

determinação de H2O2. Para medir a concentração de H2O2, 133 ml de cloreto de titânio 0,1% 
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(em 20% H2SO4) foram adicionados a 400 ml do sobrenadante, e após 1 min de incubação, a 

absorbância da mistura de cor vermelho-laranja foi medida a 410 nm com um 

espectrofotômetro Biospectro SP-22. O coeficiente de extinção de 0,28 L mmol/cm foi 

utilizado para calcular a concentração de H2O2 em µmol/g. 

 

2.3.3 Determinação de proteínas totais 

 A determinação de proteínas totais foi realizada com biomassa de 40 mL de cultura de 

Microcystis aeruginosa, homogeneizada em tampão de fosfato 0,1 mol (pH 6,5) contendo 1% 

(p/v) de polivinilpirrolidona (PVP) e centrifugada a 10.000 x g e 0°C durante 10 min. O 

sobrenadante foi usado para a medição de proteínas totais e os ensaios de atividade das 

enzimas antioxidantes. A concentração total de proteínas foi determinada de acordo com 

BRADFORD (1976) e expressa em µg/ml, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como 

padrão. 

 

2.3.4 Determinação da atividade das enzimas antioxidantes 

 A atividade da catalase (CAT) foi determinada com base na sua função peroxidativa de 

acordo com JOHANSSON e BORG (1988). Este método utiliza metanol como um doador de 

hidrogênio para a catalase, o que resulta na formação de formaldeído que é medido 

colorimetricamente com Purpald. Duzentos e cinquenta µL de tampão fosfato de potássio (25 

mmol, pH 7,0) foram incubados com 250 ml de metanol e 50 ml de peróxido de hidrogênio 

(0,27%, v/v). A reação foi iniciada pela adição de 500 ml de extrato da enzima à temperatura 

ambiente (20°C), com agitação contínua. Após 20 min, a reação foi interrompida pela adição 

de 250 ml de hidróxido de potássio 7,8 M. Em seguida, 500 ml de Purpald 34,2 mmol (4-

amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) em HCl a 480 mmol foi adicionado, e a mistura 

reacional foi incubada novamente durante 10 min a temperatura ambiente com agitação 

contínua. A adição de 250 ml de periodato de potássio 65,2 mmol produziu uma cor púrpura, 

cuja absorbância foi lida a 550 nm com um espectrofotômetro Biospectro SP-22. A atividade 

da enzima foi calculada a partir de curvas de calibração feitas com formaldeído (0-120 mmol). 

Uma unidade (U) de CAT foi definida como a quantidade de enzima que causou a formação 

de 200 mmol de formaldeído nas condições do ensaio acima definidas. A atividade de CAT 

foi expressa em unidade (U)/ml de amostra.  Atividade da peroxidase (POD) foi determinada 

de acordo com REDDY et al. (1996). Três ml de solução de pirogalol (0,05 M em tampão 

fosfato 0,1 M, pH 6,5) e 0,5 ml de H2O2 1% foram misturados em uma cubeta, e a reação foi 
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iniciada pela adição de 0,1 ml de extrato da enzima. A alteração na absorbância por minuto é 

proporcional à atividade da enzima. A atividade foi apresentada em U/ml de extração. 

 A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi realizada espectrofotometricamente de 

acordo com os procedimentos descritos por MISRA e FRIDOVICH (1972). O meio de 

incubação continha num volume final de 3,0 ml, tampão de fosfato de potássio 6,7 mmol (pH 

7,8), metionina 45 mmol, 0,53 mmol de riboflavina, 84 mmol de cloreto de nitro azul de 

tetrazólio (NBT). Os tubos de reação contendo o meio de incubação foram colocados numa 

câmara forrada com folhas de alumínio e iluminados com duas lâmpadas fluorescentes de 15 

W, a 25 °C durante 10 min. Após a exposição à luz, a absorbância do meio de incubação foi 

medida por espectrofotometria a 600 nm. A quantidade de homogeneizado adicionado ao 

meio de incubação foi mantida abaixo de uma unidade de enzima para assegurar precisão 

suficiente. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima 

que inibiu 50% da redução de NBT, de acordo com a equação abaixo: %I = (AS-ANC) / 

ANC, onde %I é a percentagem de inibição; AS é a absorbância das amostras, e ANC a 

absorbância do controle negativo (sem extrato da enzima). 

 O doseamento da atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi realizada utilizando o 

modelo de substrato padrão dinitrobenzeno 1-cloro-2,4- (CDNB) de acordo com MAUCH e 

DUDLER (1993). A reação foi iniciada pela adição de 100 ml de extrato da enzima a 2 ml da 

mistura reacional contendo 3,6 mmol de glutationa reduzida e 1 mmol de 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno em tampão fosfato de potássio 0,1 M (pH 6,5). A atividade enzimática foi 

determinada através do monitoramento da variação da absorbância a 340 nm. A alteração na 

absorbância foi diretamente proporcional à atividade de GST. 

 

2.3.5 Análises estatísticas 

 Os dados obtidos para a densidade celular, peroxidação lipídica, peróxido de 

hidrogênio, proteínas totais e enzimas antioxidantes, tiveram suas médias e os desvios padrões 

calculados, além disso, receberam tratamento estatístico por meio de testes de normalidade 

(Shapiro-Wilks) e homogeneidade (Levene). Para identificar as diferenças entre os 

tratamentos, incluindo o controle, os dados foram analisados por meio de testes paramétricos 

(ANOVA e Tukey; α=0,05). 
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2.4 Quantificação de fenóis e flavonoides totais dos extratos 

 A quantificação de fenóis e flavonoides dos extratos foi realizada pela diluição dos 

extratos em etanol nas concentrações de 25, 50, 75, 100, 250, 500, 1.000, 3.000, 5.000 e 

10.000 μg/ml. Para a determinação do teor de fenóis totais foi utilizado o método de 

SINGLETON e ROSSI (1965). Para cada 0,5 ml de extrato nas diferentes concentrações foi 

adicionada 5 ml de água destilada, além de 0,25 ml do reagente de Folin-Ciocalteu. Após 3 

min, 1 ml de solução saturada de Na2CO3 foi adicionada a 10% e a mistura foi armazenada 

durante 1 h. A absorbância foi medida a 725 nm utilizando um espectrofotômetro UV-Vis 

(Modelo: SP220, BIOSPECTRO, Brasil). Todos os testes foram realizados em triplicata e os 

resultados foram expressos em µg equivalente de ácido gálico (AGE) por miligrama de 

extrato. 

 A quantificação dos flavonoides totais dos extratos foi determinada com base no 

espectrofotômetro UV-Vis e as amostras foram preparadas como descrito por ZHISHEN, 

MENGCHENG e JIANMING (1999), com base na complexação dos flavonóides com AICI3. 

Uma alíquota de 250 ul de extrato em diferentes concentrações foi misturada com 1,25 ml de 

água destilada e 75 ml solução de NaNO2 em 5%. Após 6 min, foi adicionada uma solução de 

150 ul AICI3 / H2O a 10%. Após 5 min, foi adicionado 0,5 ml de uma solução de NaOH 1 M 

e, em seguida, o volume total foi ajustado por adição de 2,5 mL de água destilada. As 

amostras foram agitadas em misturador de vórtice e a absorbância foi medida a 510 nm. 

Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em µg 

equivalente de rutina (RE) por miligrama de extrato. 

 

2.5 Degradação oxidativa da albumina sérica bovina 

 O ensaio foi adaptado a partir do método proposto por HSIEH et al. (2005). Albumina 

do soro bovino (2 mg/ml) foi diluída em tampão fosfato salino (PBS) (10 mmol, pH 7,4) e 

incubada com Cu2+ (2 mmol) a 37°C durante 2 dias na presença de 10 (0,5mg/ml), 100 

(1mg/ml), 500 (5mg/ml), 1000 (10mg/ml) µl dos extratos e solução contendo 5 mmol de 

peróxido de hidrogénio (controlo positivo). O controle consistia apenas de solução de BSA 

(110 µg/ml) em tampão fosfato. A eletroforese foi realizada utilizando gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) (12% gel de corrida e 5% gel de empacotamento) de acordo com técnicas 

estabelecidas (Encor Inc® Biotechnology, EUA). A atividade oxidativa foi avaliada por 

comparação dos tratamentos com o controle (PBS + BSA). 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Bioensaios com Microcystis aeruginosa BCCUSP232 

 Conforme apresentado na Figura 1 e Tabela 1, os extratos de P. stratiotes exibiram um 

efeito inibitório sobre a cepa de M. aeruginosa. Em contraste com o grupo controle, a 

densidade celular de M. aeruginosa nas três concentrações testadas (100, 250 e 500 mg/L) 

para ambos os extratos foi significativamente reduzida durante o período de teste de 6 dias (P 

<0,05). Esta redução foi observada para as diferentes concentrações do extrato aquoso a partir 

da primeira leitura, no 2° dia após a aplicação do extrato, sendo estes estatisticamente 

diferentes em comparação com o controle. A inibição máxima do crescimento celular foi 

alcançada na concentração de 500 mg/L do extrato aquoso no 6º dia. Para o extrato etanólico, 

observou-se um perfil semelhante e, para a maior concentração utilizada, a densidade celular 

foi reduzida para 0 no 4° dias após a adição do extrato. Os resultados demonstraram que o 

extrato de P. stratiotes apresenta um forte efeito inibitório sobre as cianobactérias estudadas e 

todas as doses testadas neste estudo foram eficazes para este efeito. 
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Tabela 1. Densidade celular média de M. aeruginosa BCCUSP232 submetida às diferentes concentrações dos extratos de P. stratiotes. 

 
Concentração 

mg/mL 

N° células 103/mL antes da 

adição dos extratos 

N° células 103/mL 

2° dia 

N° células 103/mL 

4° dia 

N° células 103/mL 

6° dia 

 
 

    

Extrato aquoso 

100 618±77 a 629±96 b 1.029±69 b 1.973±291 b 

250 562±69 a 573±88 b 962±184 b 1.518±283 b 

500 573±88 a 496±139 b 396±204 c 0±0 c 

 
 

    

Extrato etanólico 

100 618±19 a 996±107 a 1.429±84 a 1.984±107 b 

250 651±38 a 1.084±184 a 418±19 b 873±219 b 

500 607±120 a 107±219 b 0±0 c 218±69 c 

Controle  573±0 a 951±19 a 1.507±120 a 2.462±69 a 

Analisados por meio do teste ANOVA e Tukey (α=0,05). Diferentes letras denotam significância estatística (p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Figura 1. Efeito inibitório do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes no crescimento 
de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
 

3.2 Determinação da Peroxidação Lipídica 

O desequilíbrio gerado no estado redox celular foi acompanhado pelo aumento do teor 

de malondialdeído (MDA), que foi utilizado como indicador de peroxidação lipídica nos 

tratamentos com diferentes concentrações de extratos de P. stratiotes (Figura 2 A e B). O 

conteúdo de MDA nas células algais expostas a todas as concentrações dos extratos de P. 



 

stratiotes aumentou significativamente (p <0,05) em relação ao controle. Este aumento pode 

ser visto a partir do 2° dia de exposição para ambos os extratos. O valor máximo de MDA foi 

de 0,16 (6º dia) e 0,18 (4º dia) mmol/L, para o extrato aquoso e etanólico respectivamente. 

Contudo, tal como acima referido, no mesmo período a densidade celular da cepa de 

cianobactéria foi significativamente reduzida para os diferentes tratamentos em comparação 

com o controle (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
 

Figura 2. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes no conteúdo de 
Malondialdeído em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos 
extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, ‘b’, e 
‘c’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
 

3.3 Determinação de Peróxido Hidrogênio (H2O2) 

 Os resultados obtidos na determinação de peróxido de hidrogênio intracelular nas 

culturas da cianobactéria para os tratamentos com os extratos de P. stratiotes (aquoso e 

etanólico) são mostrados nas Figuras 3 A e B respectivamente. A formação de H2O2 



 

intracelular por M. aeruginosa para o extrato aquoso aumentou com o tempo de exposição. 

Para este extrato, a maior concentração de H2O2 (3,77 μmol/g) foi observada no 6° dia. Além 

disso, os níveis de H2O2 mensurados no 2º (apenas 500 mg/L), 4º e 6º dia com as três 

concentrações do extrato aquoso, foram significativamente (p <0,05) maiores do que no 

controle, mesmo os diferentes tratamentos a partir deste período já estarem mostrando 

reduções significativas em suas densidades celulares (Figura 1A). Para os tratamentos com as 

diferentes concentrações do extrato etanólico, não foram observadas alterações na produção 

de H2O2 quando comparado ao controle no 2º dia de tratamento. Apenas 250 mg/L a partir do 

4º dia e 100 e 250 mg/L a partir do 6º dia foram significativamente (p <0,05) superiores ao 

controle, ressaltando que a concentração de 250 mg/L no 6º dia já apresentava reduções 

significativas na sua densidade celular (Figura 1B). Para este extrato, também observou-se a 

maior concentração de H2O2 (3,19 μmol/g) no 6° dia de tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
 
Figura 3. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes no conteúdo de H2O2 
intracelular em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos 
extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, ‘b’, e 
‘c’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
 

3.4 Proteínas totais e atividade das enzimas antioxidantes 

 Os resultados obtidos para a produção total de proteínas para os tratamentos com os 

extratos de P. stratiotes estão apresentados na figura 4 A e B. As concentrações de proteínas 

totais diminuíram com a adição dos extratos de P. stratiotes. Esta redução foi 



 

significativamente superior (p <0,05) na maior concentração utilizada (500 mg/L) de extrato 

etanólico em todos os dias de tratamento em comparação com o controle, mostrando um perfil 

de resposta dose-dependente. O valor máximo de proteína total para ambos os extratos foi 

obtido no 6º dia de tratamento, sendo 54,11 e 35,95 μg/mL, para o extrato aquoso e etanólico 

respectivamente. 

 
 

 
 
Figura 4. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes no conteúdo de proteínas 
totais em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos extratos 
foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, e ‘d’ 
representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 



 

 A atividade da catalase (CAT) aumentou significativamente (p <0,05) a partir do 2° dia 

de tratamento para as diferentes concentrações em ambos os extratos em relação ao grupo 

controle. As maiores atividades de CAT foram 0,61 e 0,48 U/mL observadas no 6° dia de 

exposição para o extrato aquoso e etanólico respectivamente (Figuras 5A e B). 

 
 

 
 

Figura 5. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes na atividade da Catalase 
em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos extratos foram 
determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, ‘b’, e ‘c’ 
representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
 



 

 Podem ser observadas na Figura 6 A e B as mudanças na atividade da enzima 

peroxidase (POD). Os resultados obtidos mostraram que as diferenças nas atividades 

enzimáticas entre os grupos controle e os tratamentos com os extratos de P stratiotes foram 

significativas e visíveis após o 2º dia de tratamento. O valor máximo de atividade da POD foi 

0,05 (6º dia) e 0,03 (2º dia) U/mL, para o extrato aquoso e etanólico respectivamente. 

 
 

 
 

Figura 6. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes na atividade da 
Peroxidase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos 
extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, ‘b’, 
‘c’, e ‘d’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 



 

  Para a enzima superóxido dismutase (SOD) foi observada uma redução significativa (p 

<0,05) na atividade dos 2°, 4° e 6° dias de tratamento para ambos os extratos nas diferentes 

concentrações em comparação com o controle (Figura 7). 

 
 

 
 
Figura 7. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes na atividade da 
Superóxido dismutase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações 
dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, 
‘b’, e ‘c’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
 



 

 A Figura 8 mostra a atividade da Glutationa-S-transferase (GST) para os dois extratos 

utilizados e suas diferentes concentrações, onde para o extrato aquoso nas diferentes 

concentrações utilizadas ocorreram oscilações na atividade enzimática, porém não havendo 

diferença entre as diferentes concentrações e o controle nos 2° e 4° dias de tratamento. Já para 

o 6º dia de tratamento, as concentrações de 100 e 250 mg/L foram elevadas significativamente 

(P <0,05) quando comparadas com o grupo controle. Para o extrato etanólico não houve 

diferença entre as concentrações de extrato utilizadas e o grupo controle no 2º e 6º dias, no 

entanto, para o 4º dia ocorreu aumento significativo (p <0,05) no teor de GST para as duas 

maiores concentrações utilizadas (250 e 500 mg/L). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
 
Figura 8. Efeito do A) extrato aquoso (AE) e B) extrato etanólico (EE) de P. stratiotes na atividade da 
Glutationa S-transferase (GST) em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes 
concentrações dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os 
símbolos ‘a’ e ‘b’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
 

3.5 Determinação de Fenóis e Flavonoides 

 Para os resultados da determinação de polifenóis totais, verificou-se no extrato etanólico 

uma concentração de 93.36 µg em equivalência à ácido gálico por miligrama de extrato seco e 

217.33 µg em equivalência de rutina por miligrama de extrato seco para o teste de flavonoides 



 

totais. Já para o extrato aquoso foi verificado 5.19 µg em equivalência de ácido gálico por 

miligrama de extrato seco para o teste de polifenóis totais e 11.02 µg em equivalência de 

rutina por miligrama de extrato seco para o teste de flavonoides. 

 

3.6 Avaliação da atividade pró-oxidativa pela degradação da Albumina Sérica Bovina 

(BSA) 

 Não foi possível verificar a atividade pró-oxidativa tanto do extrato aquoso quanto do 

etanólico para as concentrações utilizadas quando as mesmas foram comparadas com o 

controle negativo e positivo (Figura 9). 

 
Figura 9 – Visualização do gel de poliacrilamida corado com Coomassie Brilliant Blue mostrando a degradação 
oxidativa da BSA. (A) Extrato Aquoso; 1- BSA (controle); 2- BSA+Cu+H2O2 (controle positivo); 3- BSA+Cu; 
4- BSA+Cu+EA 1000 µg/mL; 5- BSA+Cu+EA 500 µg/mL; 6- BSA+Cu+EA 100 µg/mL; 7- BSA+Cu+EA 10 
µg/mL. (B) Extrato Etanólico; 1- BSA (controle); 2- BSA+Cu+H2O2 (controle positivo); 3- BSA+Cu; 4- 
BSA+Cu+EE 1000 µg/mL; 5- BSA+Cu+EE 500 µg/mL; 6- BSA+Cu+EE 100 µg/mL; 7- BSA+Cu+EE 10 
µg/mL. 
 

4 DISCUSSÃO 

 

 O bioensaio sobre cultura da cianobactéria M. aeruginosa BCCUSP232 exposta aos 

extratos de Pistia stratiotes mostrou uma alteração significativa em seu crescimento, 

refletindo na sua densidade celular. A densidade celular apresentou perfil semelhante para 

ambos os extratos (aquoso e etanólico), com redução da densidade celular na maior 

concentração. Resultados semelhantes foram observados em estudos realizados por YE et al. 

(1999), LI e HU (2005), LIU et al. (2011) e WU et al. (2013) que utilizaram extratos de outros 

vegetais para controle de cianobactérias. Em um estudo realizado por WU et al. (2013) que 

avaliou o efeito inibitório de quatro concentrações de extrato acetato de etila de P. stratiotes 

(1:20 g mL) no crescimento de M. aeruginosa, a cepa começou a recuperar seu crescimento 

aproximadamente cinco dias após a adição do extrato, indicando uma diminuição do efeito 



 

inibitório, assemelhando-se aos resultados observados no presente estudo. De acordo com 

KONG et al. (2006) e HONG e HU (2009) dependendo do tempo de exposição dos 

aleloquímicos em meio de cultura é possível constatar um processo de degradação ou 

transformação dos mesmos, interferindo diretamente na ação inibitória do extrato, tornando 

possível a retomada do crescimento de M. aeruginosa. 

 Para a determinação do H2O2 intracelular das cianobactérias, foi observada uma 

elevação da formação inicial de H2O2 após quatro dias da exposição aos extratos. De acordo 

com estudos realizados por RHOADS et al. (2006) e QIAN et al. (2012) o aumento de H2O2 

está correlacionado diretamente com o aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS). As 

espécies reativas de oxigênio tem sua produção intensificada significativamente em 

organismos fotossintéticos que sofrem exposição ao estresse ambiental e/ou exógeno. Além 

disso, a elevada produção de H2O2 aumenta o risco de dano oxidativo para a célula, resultando 

em danos a diversas estruturas relacionadas aos cloroplastos, redução nos níveis de clorofila a 

e, consequentemente uma redução do potencial fotossintético (DUMMERMUTH et al. 

(2003),  TORRES et al. (2008) e MIKULA et al. (2012). Estas consequências poderiam estar 

correlacionadas também com o declínio na densidade celular observada neste estudo. 

 Para a determinação da peroxidação lipídica foi avaliada a formação de malondialdeído, 

pois de acordo com HONG et al. (2008), SHAO et al. (2011), WANG et al. (2011) e ZHOU 

et al. (2016) este reativo comporta-se como um biomarcador para danos oxidativos causados 

na membrana lipídica das células de cianobactérias. De acordo com os resultados obtidos para 

ambos os extratos utilizados, foi possível observar que o conteúdo de MDA aumentou 

proporcionalmente ao aumento da concentração e do tempo de exposição aos extratos. Diante 

disso, tal resultado revelou alterações na peroxidação lipídica em M. aeruginosa expostas a 

diferentes concentrações dos extratos de P. stratiotes, sendo que este fato pode, também, estar 

diretamente correlacionado com efeito inibitório sobre o crescimento da cianobactéria. YU e 

MATSUI (1997) e LI e HU (2005) demonstraram em seus estudos que determinados 

aleloquímicos causaram lesões nas membranas celulares, principalmente devido a 

desequílibrio nos canais iônicos, resultando em alterações na permeabilidade da membrana e 

comprometendo a integridade da mesma. Este fato também pode justificar os resultados 

observados no presente estudo, os quais são corroborados com estudos realizados por MENG 

et al. (2015) e LI et al. (2016) que utilizaram extratos de Ailanthus altissima e  Sagittaria 

trifolia sobre populações de M. aeruginosa. 

 Na quantificação de proteínas totais intracelular, obteve-se uma diminuição no seu 

conteúdo em comparação com o controle após o 2° dia de tratamento. Esta redução na 



 

proteína total intracelular obtida a partir das culturas de M. aeruginosa esteve principalmente 

relacionada com a diminuição da densidade celular causada pela ação algistática dos 

diferentes extratos de P. stratiotes. Além disso, observou-se o possível envolvimento de 

diferentes compostos presentes nos extratos, pois estes podem variar de acordo com o 

solvente utilizado, justificando as diferentes respostas na presença dos extratos (LI e HU 

2004; SOPHIE et al., 2008). 

 Na determinação das concentrações de POD e CAT, foi possível observar que as 

atividades de ambas foram elevadas de acordo com o aumento do H2O2 interno. Segundo 

QIAN et al. (2012), estas enzimas sequestram o excesso de H2O2 produzido em M. 

aeruginosa e em outros organismos fotossintéticos, produzindo água e oxigênio, fato que 

pode explicar o aumento destas enzimas nas diferentes concentrações e no tempo de 

exposição aos extratos. Os resultados deste estudo estão de acordo com HONG et al. (2009) e 

LI et al. (2016) que demonstraram que  a exposição de M. aeruginosa para extratos vegetais 

resultou em um aumento na atividade de POD e CAT. Além disso, estas enzimas possuem um 

largo espectro de especificidade para o substrato, incluindo compostos fenólicos, o ácido 

fórmico, formaldeído, indol, pirogalol e catecol, principais xenobióticos oxidantes em plantas 

(MURPHY et al., 2000).  

 A SOD é uma enzima que converte o superóxido em oxigênio livre e peróxido de 

hidrogênio, e este último é convertido em água e oxigênio pela ação da POD e CAT 

(MISHRA et al. 1993; QURESHI et al. 2007). Portanto, a SOD tem sido apontada como a 

primeira linha de defesa contra os ROS (HASSAN e SCANDALIOS, 1990). HONG et al. 

(2009) e MENG et al. (2015) demonstraram que  compostos de origem vegetal em alta 

concentração e, dependendo do tempo de exposição, poderiam enfraquecer ou danificar o 

sistema de defesa antioxidante inativando a SOD, portanto, colaborarem para ação algicida 

e/ou algistática. Sendo assim, os teores de SOD observados no presente trabalho, nos 

tratamentos com os diferentes extratos, apresentaram-se inferiores aos observado no controle, 

independentemente do tempo de exposição e da concentração de extrato utilizado. Desta 

forma, os resultados sugerem que este pode ser um importante sítio de ação dos aleloquímicos 

de P. stratiotes em M. aeruginosa, pois de acordo com ZHANG et al. (2007), o acentuado 

declínio da atividade SOD pode causar danos às proteínas enzimáticas, devido ao acúmulo de 

radicais e peróxidos livres, resultando na redução no teor de proteínas totais acima descritos e 

na inibição do crescimento da cianobactéria. 

 O aumento da atividade de GST em resposta à presença dos extratos no sexto dia de 

exposição significa que a mesma pode estar envolvida na biotransformação e/ou a 



 

desintoxicação produzida pelos extratos. Isto ocorre como uma medida de proteção contra os 

danos oxidativos. Esta biotransformação ou desintoxicação é conseguida por um processo de 

conjugação que utiliza a forma reduzida de glutationa (GSH), catalisada pela GST 

(VESTENA et al., 2011; CHIA et al., 2015). Além disso, estudos anteriores realizados por 

BÁRTOVA et al. (2011) e HA e PFLUGMACHER (2013 a, b) demonstraram que esta 

enzima é capaz de biotransformar e desintoxicar cianobactérias, espécies de fitoplâncton e as 

plantas vasculares contra ação de toxinas e compostos oxidativos. 

 Além do estudo dos mecanismos fisiológicos de resposta ao estresse oxidativo 

ocasionado pelos extratos, e a fim de elucidar o possível mecanismo de ação algicida e/ou 

algistático dos mesmos, foram também realizados os testes de degradação oxidativa da 

albumina sérica bovina e quantificação de polifenóis. Para os extratos avaliados não foi 

possível observar atividade de degradação oxidativa promovida pelos extratos de acordo com 

a metodologia utilizada, porém a determinação de polifenóis demonstrou uma considerável 

quantidade destes compostos na concentração do extrato com maior atividade algistática. Esse 

ultimo resultado é corroborado por estudos realizados por BAUER et al. (2009), GROSS e 

GENE (2009), WU et al. (2013) e ZHANG et al. (2010 e 2013), os quais demonstraram que 

aleloquímicos extraídos de várias plantas aquáticas vem sendo confirmados como inibidores 

do crescimento de algas e cianobactérias, sendo atribuído principalmente aos polifenóis esse 

efeito inibitório. O potencial fitotóxico de muitos compostos, entre eles os fenólicos e 

flavonoídicos é reconhecido por inibir a fotossíntese e induzir ao aumento da produção de 

ROS que, por sua vez, podem afetar a permeabilidade da membrana, promover danos ao DNA 

e às proteínas e provocar a peroxidação lipídica, conduzindo à morte celular (CZARNOTA et 

al. 2001; YU et al. 2003; ZHANG et al. 2010). 

 

5 CONCLUSÃO 

 P. stratiotes apresenta potencial para controle de populações de cianobactérias uma vez 

constatada a ação algistática exercida em cultura dessas cianobactérias. Isso sugere que o 

mecanismo de ação pode estar relacionado com o estresse oxidativo, pois houve alterações 

nas enzimas relacionadas ao equilíbrio oxidativo, principalmente na SOD. Estes efeitos 

podem estar associados ao conteúdo polifenólico encontrado nos extratos avaliados de P. 

stratiotes, onde estudos futuros serão realizados a fim de elucidar estes aleloquímicos. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que: 

 Ambos os extratos de Pistia stratiotes inibiram o crescimento da cepa de Microcystis 

aeruginosa BCCUSP232 produtora de cianotoxina, principalmente nas maiores 

concentrações utilizadas. 

 As alterações observadas para os compostos e enzimas relacionadas ao metabolismo 

de respostas ao estresse oxidativo da cianobactéria, demonstraram que os extratos de 

Pistia stratiotes agiram como estressores no metabolismo da mesma. 

 O conteúdo polifenólico encontrado nos extratos pode ser o responsável pela atividade 

inibitória no crescimento de cianobactérias, devido ao potencial fitotóxico encontrado 

na literatura para a presença destes compostos vegetais. 

 Em suma, ambos os extratos apresentaram atividade algistática, dentro das 

concentrações avaliadas, sugerindo que os mesmos são fontes de compostos que 

proporcionam estresse oxidativo e a peroxidação lipídica as cianobactérias, processos 

estes de interesse ao controle populacional destes microrganismos. 

 


