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RESUMO 

 

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial dos extratos e frações de Pistia stratiotes 

L., Salvinia auriculata Aubl. e Emilia sonchifolia L. para controle de Microcystis aeruginosa 

(Kützing) Kützing (cianobactéria) em condições laboratoriais, investigar o potencial oxidativo dos 

extratos e frações no metabolismo de defesa antioxidante de Microcystis aeruginosa, elucidar fi-

toquimicamente os componentes dos diferentes extratos e frações, além de avaliar a atividade ci-

totóxica e genotóxica da água resultante dos bioensaios por meio do teste de Allium cepa. A expo-

sição da M. aeruginosa aos extratos e frações das plantas utilizadas resultou em redução significa-

tiva na densidade celular da cepa. O extrato etanólico das três plantas apresentou maior redução da 

densidade celular da cepa de cianobactéria após seis dias de bioensaio. O extrato etanólico de S. 

auriculata e E. sonchifolia, juntamente com a fração F6 de S. auriculata e F5 de E. sonchifolia, 

apresentaram a maior atividade algicida entre os tratamentos, também aumentaram a produção 

interna de peróxido de hidrogênio, malondialdeído e das enzimas do metabolismo de defesa anti-

oxidante na cianobactéria. O extrato etanólico e fração F6 de P. stratiotes apresentaram perfil se-

melhante, diferindo apenas no declínio acentuado nos níveis da superóxido dismutase, sugerindo 

que este seja o fator mais importante relacionado à ação algicida de P. stratiotes. As análises de 

cromatografia gasosa/espectrometria de massa dos extratos etanólico e aquoso de P. stratiotes 

apresentaram o éster etílico do ácido palmítico como principal aleloquímico. O conteúdo polife-

nólico 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 com-

postos vegetais. Em conclusão, extratos e frações das plantas estudadas apresentaram atividade 

algicida, sugerindo que os mesmos são fontes de compostos que promovem estresse oxidativo e 

peroxidação lipídica nas cianobactérias, resultando na redução de sua população. 

 

Palavras-chave: alelopatia; superóxido dismutase; fitoquímicos; cianobactéria; antioxidantes. 
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ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate the potential of extracts and fractions of Pistia stratiotes L., Salvinia 

auriculata Aubl. and Emilia sonchifolia L. to control Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing 

(cyanobacteria) under laboratory conditions, investigate the oxidative potential of extracts and 

fractions in the antioxidant defense metabolism of Microcystis aeruginosa, phytochemically elu-

cidate the components of different extracts and fractions, in addition to evaluate the cytotoxic and 

genotoxic activity of the water resulting from the bioassays using the Allium cepa test. The expo-

sure of M. aeruginosa to the extracts and fractions of the plants used resulted in a significant re-

duction in the cell density of the strain. The ethanol extract of the three plants showed a greater 

reduction in cell density of the cyanobacteria strain after 6 days of bioassay. The ethanolic extract 

of S. auriculata and E. sonchifolia, together with the F6 fraction of S. auriculata and F5 of E. 

sonchifolia, showed the highest algicidal activity among the treatments, also increasing the internal 

production of hydrogen peroxide, malondialdehyde and enzymes of antioxidant defense metabo-

lism in cyanobacteria. The ethanol extract and F6 fraction of P. stratiotes presented a similar pro-

file, differing only in the sharp decline in superoxide dismutase levels, suggesting that this is the 

most important factor related to the algicidal action of P. stratiotes. Gas chromatography/mass 

spectrometry analyzes of ethanolic and aqueous extracts of P. stratiotes showed palmitic acid ethyl 

ester as the main allelochemical. The polyphenolic content found in the extracts may be responsible 

for the inhibitory activity on the growth of cyanobacteria, due to the phytotoxic potential found in 

the literature for the presence of these plant compounds. In conclusion, the extracts and fractions 

of the studied plants showed algicidal activity, suggesting that they are sources of compounds that 

promote oxidative stress and lipid peroxidation in cyanobacteria, resulting in a reduction in their 

population. 

 

Keywords: allelopathy; superoxide dismutase; phytochemicals; cyanobacteria; antioxidants. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

O fenômeno alelopático foi descoberto há muito tempo. Registros sobre interações entre 

plantas podem remontar ao século 3 a.C., enquanto o termo “alelopatia” foi proposto pela primeira 

vez na década de 1930 (MOLISCH, 1937). Alelopatia, proposta inicialmente por Molish (1937), 

era definida como as interações bioquímicas entre várias plantas (incluindo microrganismos). Em 

seguida, os metabólitos secundários, secretados no meio ambiente pelas plantas e exibindo efeito 

alelopático em outras plantas, foram denominados aleloquímicos por Whittaker e Feeny (WHIT-

TAKER e FEENY, 1971). A essência dos aleloquímicos (ou seja, uma planta afeta outras plantas 

vizinhas ao liberar produtos químicos fora de seus corpos) foi elucidada pela primeira vez no livro 

Allelopathy (CIPOLLINI e BOHRER, 2016). Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia 

ampliou a definição de alelopatia, ou seja, metabólitos secundários secretados por plantas e mi-

crorganismos afetam o crescimento e o desenvolvimento de qualquer processo de sistemas agríco-

las e biológicos (CHENG e CHENG, 2015). Além disso, os doadores e os receptores alelopáticos 

também devem incluir animais (MORROW et al., 2017; PECKOL e PUTNAM, 2017), uma vez 

que metabólitos secundários secretados por plantas aquáticas ou algas eram conhecidos por con-

tribuir para os mecanismos de defesa contra competidores e predadores. O termo alelopatia foi 

sugerido para uso generalizado a fim de descrever a interação entre predador e presa (LEGRAND 

et al., 2003). 

A deterioração do ecossistema aquático pela proliferação de algas prejudiciais têm sido um 

problema crítico em todo o mundo (Laughinghouse IV et al., 2012). A inibição alelopática de algas 

por plantas aquáticas foi descoberta observando o crescimento e o declínio do número de plantas 

e algas no ambiente aquático natural (WU, 2016). Pesquisadores observaram que a densidade de 

algas plâncticas era significativamente mais baixa em corpos d'água onde a Elodea canadensis 

cresceram em maior número, quando comparado às áreas ausentes de plantas aquáticas; após ob-

servações durante quatro anos consecutivos (WU, 2016). Hasler e Jones (1949) descobriu, pela 

primeira vez, que as plantas aquáticas tinham um efeito restritivo sobre as algas aquáticas. Em 

1969, Fitzgenald descobriu que aleloquímicos de plantas submersas podiam inibir o crescimento 

de algas, o que despertou amplo interesse (FITZGERALD, 1969). Na década de 1970, Aubert 

descobriu que as interações químicas desempenhavam papel importante na formação de comuni-

dades e estruturas fitoplanctônicas, além da competição nutricional (AUBERT e GAUTHIER, 

1977). Mais tarde, descobriu-se que plantas terrestres também tinham efeitos inibitórios sobre as 

algas (LI et al., 2020). 
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Para resolver problemas de proliferação de algas prejudiciais, pesquisadores começaram a 

investigar a interação entre plantas aquáticas e microalgas. Por muito tempo, os pesquisadores se 

concentraram principalmente na revelação dos efeitos alelopáticos das plantas aquáticas sobre as 

algas de água doce (ZHU et al., 2021). O isolamento de aleloquímicos inibidores de algas foi ini-

ciado na década de 1980 (STEVENS e MERRILL, 1980). A partir daí centenas de aleloquímicos 

inibidores de algas foram extraídos e identificados, como pirogalol, ácido hexanóico, berberina, 

entre outros (ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2016; DONG et al., 2019). 

Na década de 1990, os estudos sobre o mecanismo alelopático em microalgas foi iniciando 

gradualmente, no entanto, a pesquisa e o desenvolvimento eram limitados na época devido à res-

trição na extração e identificação de aleloquímicos antes da ampla utilização de instrumentos de 

alto desempenho como cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (ZHU et al., 

2021). Beneficiando-se do rápido progresso da purificação química e da tecnologia de detecção, 

uma grande quantidade de aleloquímicos de plantas aquáticas até então desconhecidos foram des-

cobertos, relatórios relevantes sobre seus efeitos alelopáticos foram surgindo e os mecanismos de 

inibição de algas tornaram-se melhor elucidados (ZHU et al., 2021). 

Macrófitas são cruciais para estabilizar o estado de águas claras em lagos rasos, mesotrófi-

cos e eutróficos, pois podem reduzir o crescimento de microalgas (HILT et al., 2006). Os meca-

nismos envolvidos incluem sombreamento de luz, ressuspensão de sedimentos, competição de nu-

trientes e alelopatia (MULDERIJ et al., 2007). Quanto à alelopatia, as macrófitas excretam de 

forma sustentável aleloquímicos inibidores de algas para o meio ambiente, resultando em reduções 

da biomassa fitoplanctônica (PARK et al., 2006). A utilização de alelopatia para inibir o cresci-

mento de microalgas pode ser alcançada cultivando plantas aquáticas diretamente no ambiente. 

Entretanto, a maior parte das pesquisas existentes foram realizadas em laboratórios, usando extra-

tos de plantas, exsudatos ou compostos purificados (LI et al., 2020). Estudos anteriores demostra-

ram que pelo menos 40 espécies de grandes plantas aquáticas produzem aleloquímicos que podem 

inibir o crescimento de algas, e os tipos mais comuns de aleloquímicos são compostos fenólicos, 

terpenóides e ácidos graxos (MOHAMED, 2017). Alguns desses aleloquímicos inibitórios sobre 

algas foram extraídos de plantas aquáticas, como Acorus gramineus (NAKAI et al., 2010), Phrag-

mites australis (GAO et al., 2011), Potamogeton pusillus (TAKEDA et al., 2011). 

Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’água, é uma planta aquática 

flutuante, amplamente distribuída por todo o mundo (CARDOSO et al., 2005). P. stratiotes apre-

senta porte herbáceo, caule, estolonífera, com propagação sexuada e assexuada por meio de seus 

estolões. Possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes, dispos-

tas em rosetas, coloração verde, com inflorescência composta por espádice cercada por uma espata 
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pilosa (COELHO et al., 2005). Esta espécie é responsável pela formação de densos tapetes de 

plantas sobre a superfície aquática, sendo considerada como uma espécie daninha, afetando o apro-

veitamento econômico dos sistemas aquáticos (COELHO et al., 2005). Esta macrófita tem sido 

utilizada para a remoção de mercúrio de efluentes de mineração, pela capacidade de acumular o 

metal em suas raízes, melhorando consequentemente a qualidade dos sistemas aquáticos. No tra-

tamento de esgoto urbano, é demonstrado seu potencial de utilização na fitorremediação (LIN e 

LI, 2016). Pesquisas também demonstraram que P. stratiotes apresenta efeitos alelopáticos, po-

dendo controlar o crescimento de microrganismos como as cianobactérias (WU et al., 2015). 

Salvinia auriculata Aubl. é uma monilófita livre e flutuante, muito comum em água doce, 

com ampla distribuição geográfica, de rápida disseminação por propagação vegetativa, sendo con-

siderada como planta daninha (HENRY-SILVA e CAMARGO, 2006). Apresenta nós e entre-nós 

nítidos, em cada nó se originam três folhas, sendo duas verdes e flutuantes em cuja superfície 

ocorrem inúmeros tricomas hidrofóbicos. Uma terceira folha apresenta-se submersa, modificada e 

adaptada à absorção de água e íons, desenvolvendo basicamente a função de raiz (FORNO e HAR-

LEY, 1979). Estudos científicos demonstram seu potencial bioindicador, fitorremediador e bacte-

ricida, o que torna essa planta candidata para controle de cianobactérias e suas toxinas (LIMA et 

al., 2013). 

Além das plantas aquáticas, muitas plantas terrestres produzem compostos alelopáticos 

com a capacidade de inibir o crescimento de algas (MENG et al., 2015; MECINA et al., 2017, 

2019). Emilia sonchifolia L. da família Asteraceae, conhecida por flor pincel, destaca-se por ser 

uma espécie daninha com capacidade de inibir a germinação de sementes e crescimento inicial de 

espécies adjacentes (USUAH et al., 2013). Esta espécie caracteriza-se por ser uma erva anual, 

ereta, pouco ramificada, de 30 a 60 cm de altura, com folhas membranáceas dispostas de maneira 

rosulada e com flores vermelhas dispostas em capítulos. É uma planta originária da Ásia tropical 

que se adaptou plenamente às condições ambientais de todo o território brasileiro (LORENZI e 

MATOS, 2008). 

Diante da premente necessidade de controle da proliferação de algas nocivas em corpos 

d’água, principalmente por meio de novas tecnologias e compostos mais eficientes, duradouros, 

sustentáveis e ecologicamente corretos, os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de com-

postos algicidas e/ou algistáticos torna-se de suma importância, visto o impacto das cianotoxinas 

frente à saúde das populações, assim como a possível contaminação de alimentos e do meio ambi-

ente. 

Diante do contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial dos extratos e 

frações de Pistia stratiotes L., Salvinia auriculata Aubl. e Emilia sonchifolia L. para controle de 
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Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing (cianobactéria) em condições laboratoriais, investigar 

o potencial oxidativo dos extratos e frações no metabolismo de defesa antioxidante de Microcystis 

aeruginosa, elucidar fitoquimicamente os componentes dos diferentes extratos e frações, além de 

avaliar a atividade citotóxica e genotóxica da água resultante dos bioensaios por meio do teste de 

Allium cepa. 

 

REFERÊNCIAS 

 

AUBERT, M.; GAUTHIER, M. J. Biological interactions between microorganisms in sea. Marine 

Chemistry, v. 5,  n. 4-5, p. 553–555, Nov. 1977. 

 

CARDOSO, L.R.; MARTINS, D.; MORI, E. S.; TERRA, M. A. Variabilidade genética entre po-

pulações de Pistia stratiotes. Planta Daninha, v. 23, n. 2, p.181-185, 2005. 

 

CHENG, F.; CHENG, Z. H. Research progress on the use of plant allelopathy in agriculture and 

the physiological and ecological mechanisms of allelopathy. Frontiers in Plant Science, v. 6, Nov. 

2015. 

 

CIPOLLINI, K.; BOHRER, M. G. Comparison of allelopathic effects of five invasive species on 

two native species. The Journal of the Torrey Botanical Society, v. 143, n. 4, p. 427-436, Oct. 

2016. 

 

COELHO, F. F.; DEBONI, L.; LOPES, F. S. Density-dependent reproductive and vegetative allo-

cation in the aquatic plant Pistia stratiotes (Araceae). Revista de Biologia Tropical, v. 53, n. 3-4, 

p. 369-376, Sep. 2005. 

 

DONG, J.; CHANG, M.; LI, C.; DAI, D.; GAO, Y. Allelopathic effects and potential active sub-

stances of Ceratophyllum demersum L. on Chlorella vulgaris Beij. Aquatic Ecology, v. 53, n. 6, 

p. 651–663, Aug. 2019. 

 

FITZGERALD, G. P. Some factors in the competition or antagonism among bacteria, algae and 

aquatic weeds. Journal of Phycology, v. 5, n. 4, p. 351-359, Dec. 1969. 

 

FORNO, I. W.; HARLEY, K. L. S. The occurrence of Salvinia molesta in Brazil. Aquatic Botany, 

v. 6, n. 2, p. 185-187, 1979. 

 

GAO, Y.; LIU, B.; XU, D.; ZHOU, Q.; HU, C.; GE, F.; ZHANG, L.; WU, Z. Phenolic compounds 

exuded from two submerged freshwater macrophytes and their allelopathic effects on Microcystis 

aeruginosa. Polish Journal of Environmental Studies, v. 20, n. 5, p. 1153–1159, 2011. 
 

HASLER, A. D.; JONES, E. Demonstration of the antagonistic action of large aquatic plants on 

algae and rotifers. Ecology, v. 30, p. 359-364, Jul. 1949. 

 

HENRY-SILVA, G.G.; CAMARGO, A. F. M. Composição química de macrófitas aquáticas flu-

tuantes utilizadas no tratamento de efluentes de aqüicultura. Planta Daninha, v. 24, n. 1, p. 21-28, 

Jan. 2006. 

 

http://refhub.elsevier.com/S0304-3894(20)31392-3/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3894(20)31392-3/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3894(20)31392-3/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3894(20)31392-3/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3894(20)31392-3/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3894(20)31392-3/sbref0010


15 

 

HILT, S.; GROSS, E.M.; HUPFER, M.; MORSCHEID, H.; MÄHLMANN, J.; MELZER, A.; 

POLTZ, J.; SANDROCK, S.; SCHARF, E.-M.; SCHNEIDER, S.; van de WEYER, K. Restoration 

of submerged vegetation in shallow eutrophic lakes–a guideline and state of the art in Germany. 

Limnologica, v. 36, n. 3, p. 155–171, Sep. 2006. 

 

LAUGHINGHOUSE IV, H. D.; PRÁ, D.; SILVA-STENICO, M. E.; RIEGER, A.; FRESCURA, 

V. D.-S.; FIORE, M. F.; TEDESCO, S. B. Biomonitoring genotoxicity and cytotoxicity of Micro-

cystis aeruginosa (Chroococcales, Cyanobacteria) using the Allium cepa test. Science of The Total 

Environment, v. 432, p. 180-188, Aug. 2012. 

 

LEGRAND, C.; RENGEFORS, K.; FISTAROL, G. O.; GRANELI, E. Allelopathy in phytoplank-

ton - biochemical, ecological and evolutionary aspects. Phycologia, v. 42, p. 406-419, Sep. 2003. 

 

LI, B.; YIN, Y.; KANG, L.; FENG, L.; LIU, Y.; DU, Z.; TIAN, Y.; ZHANG, L. A review: appli-

cation of allelochemicals in water ecological restoration-algal inhibition. Chemosphere, v. 267, n. 

128869, Nov. 2020. 

 

LIMA, S.; DIAZ G.; DIAZ, M. A. N. Antibacterial chemical constituent and antiseptic herbal soap 

from Salvinia auriculata Aubl. Evidence-based Complementary and Alternative Medicine, v. 

5, Dec. 2013. 

 

LIN, Y.-L.; LI, B.-K. Removal of pharmaceuticals and personal care products by Eichhornia cras-

sipe and Pistia stratiotes. Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, v. 58, p. 318–

323, Jan. 2016. 

 

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exóticas. 2 ed. Nova 

Odessa - SP: Instituto Plantarum, 2008. 161 p. 

 

MECINA, G. F.; CHIA, M. A.; CORDEIRO-ARAÚJO, M. K.; BITTENCOURT-OLIVEIRA, M. 

C.; VARELA, R. M.; TORRES, A.; MOLINILLOD, J. M. G.; MACÍAS, F. A.; SILVA, R. M. G. 

Effect of flavonoids isolated from Tridax procumbens on the growth and toxin production of Mi-

crocystis aeruginosa. Aquatic Toxicology, v. 211, p. 81–91, Jun. 2019. 

 

MECINA, G. F.; DOKKEDAL, A. L.; SALDANHA, L. L.; CHIA, M. A.; CORDEIRO-ARAÚJO, 

M. K.; do CARMO BITTENCOURT-OLIVEIRA, M.; da SILVA, R. M. G. Response of Micro-

cystis aeruginosa BCCUSP 232 to barley (Hordeum vulgare L.) straw degradation extract and 

fractions. Science of the Total Environment, v. 599-600, p. 1837-1847, Dec. 2017. 

 

MENG, P.; PEI, H.; HU, W.; LIU, Z.; LI, X.; XU, H. Allelopathic effects of Ailanthus altissima 

extracts on Microcystis aeruginosa growth, physiological changes and microcystins release. 

Chemosphere, v. 141, p. 219–226, Dec. 2015. 

 

MOHAMED, Z. A. Macrophytes-cyanobacteria allelopathic interactions and their implications for 

water resources management – a review. Limnologica, v. 63, p. 122–132, Mar. 2017. 

 

MOLISH, H. B. Der Einfluss einer Pflanze auf die andere, Allelopathie. Jena: Gustav Fischer, 

1937. 106 p. 

 

MORROW, K. M.; BROMHALL, K.; MOTTI, C. A.; MUNN, C. B.; BOURNE, D. G. Allelo-

chemicals produced by the brown macroalga, Lobophora sp., are active against coral larvae and 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107015002771
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107015002771
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18761070
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18761070/58/supp/C
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515007778
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515007778
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515007778
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515007778
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515007778
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515007778
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00456535
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00456535/141/supp/C


16 

 

associated bacteria, supporting pathogenic shifts to Vibrio dominance. Applied and Environmen-

tal Microbiology, v. 83, n. 1, Jan. 2017. 

 

MULDERIJ, G.; VAN NES, E. H.; VAN DONK, E. Macrophyte-phytoplankton interactions: the 

relative importance of allelopathy versus other factors. Ecological Modelling, v. 204, n. 1-2, p. 

85–92, May 2007. 

 

NAKAI, S.; ZOU, G.; OKUDA, T.; TSAI, T. Y.; SONG, X.; NISHIJIMA, W.; OKADA, M. Anti-

cyanobacterial allelopathic effects of plants used for artificial floating islands. Allelopathy Jour-

nal, v. 26, p. 113-121, 2010. 

 

PARK, M. H.; HAN, M. S.; AHN, C. Y.; KIM, H. S.; YOON, B. D.; OH, H. M. Growth inhibition 

of bloom-forming cyanobacterium Microcystis aeruginosa by rice straw extract. Letters in Ap-

plied Microbiology, v. 43, n. 3, p. 307–312, May 2006. 

 

PECKOL, P.; PUTNAM, A. B. Differential toxic effects of Ulva lactuca (Chlorophyta) on the 

herbivorous gastropods, Littorina littorea and L. obtusata (Mollusca). Journal of Phycology, v. 

53, n. 2, p. 361-367, Apr. 2017. 

 

STEVENS, K. L.; MERRILL, G. B. Growth inhibitors from spikerush. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry, v. 28, n. 3, p. 644–646, May 1980. 

 

TAKEDA, F.; NAKANO, K.; NISHIMURA, O.; SHIMADA, Y.; FUKURO, S.; TANAKA, H.; 

HAYASHI, N.; INAMORI, Y. Allelopathic potential of Potamogeton pusillus community against 

Microcystis aeruginosa. Journal of Water and Environment Technology, v. 9, n. 1, p. 21–28, 

Mar. 2011. 

 

USUAH, P. E.; UDOM, G. N.; EDEM, I. D. Allelopathic effect of some weeds on the germination 

of seeds of selected crops grown in Akwa Ibom State Nigeria. Global Journal of Agricultural 

Research, v. 1, n. 1, p. 23-33, Jun. 2013. 

 

WANG, J.; LIU, Q.; FENG, J.; LV, J.; XIE, S. Effect of high-doses pyrogallol on oxidative dam-

age, transcriptional responses and microcystins synthesis in Microcystis aeruginosa TY001 (Cya-

nobacteria). Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 134, p. 273–279, Dec. 2016. 

 

WHITTAKER, R. H.; FEENY, P. P. Allelochemics: Chemical Interactions between Species. Sci-

ence, v. 171, p. 757-770, 1971. 

 

WU, X.; WU, H.; YE, J.; ZHONG, B. Study on the release routes of allelochemicals from Pistia 

stratiotes Linn., and its anticyanobacteria mechanisms on Microcystis aeruginosa. Environmental 

Science and Pollution Research, v. 22, p. 18994–19001, Aug. 2015. 

 

WU, Z. B. Allelopathy of Aquatic Macrophytes on Phytoplankton. Science Press, p. 120-140, 

2016. 

 

ZHANG, S.; ZHANG, M.; DAI, W.; BI, X.; YANG, P.; ZHANG, D. Evaluation of berberine’s 

algicidal effects on toxic Microcystis aeruginosa growth using a double fluorescein staining 

method. The Israeli Journal of Aquaculture – Bamidgeh, v. 66, p. 940–945, 2014. 

 

ZHU, X.; DAO, G.; TAO, Y.; ZHAN, X.; HU, H. A review on control of harmfuLalgal blooms by 

plant-derived allelochemicals. Journal of Hazardous Materials, v. 401, n. 123403, Jan. 2021. 



17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

ESTRESSE OXIDATIVO E INIBIÇÃO DO CRESCIMENTO EM Microcystis aeruginosa 

INDUZIDO POR EXTRATOS E FRAÇÕES DE Salvinia auriculata Aubl. E Emilia sonchi-

folia L. 

 

RESUMO 

 

Os problemas causados pela proliferação de cianobactérias nocivas têm atraído a atenção mundial 

devido aos graves danos à saúde do meio ambiente e dos seres humanos. Aleloquímicos como 

metabólitos secundários secretados pelas plantas, têm excelente biocompatibilidade, 

biodegradabilidade, efeito inibidor de cianobactérias e pouco dano ecológico, além de perspectivas 

de aplicação promissoras na restauração ecológica da água. O presente estudo avaliou o potencial 

dos extratos e frações de S. auriculata e E. sonchifolia para controle de Microcystis aeruginosa 

(Kützing) Kützing em condições laboratoriais, monitorando as mudanças no crescimento, estresse 

oxidativo e resposta antioxidante. Este estudo também avaliou fitoquímicamente os extratos e 

frações mais ativas nos bioensaios, além de avaliar a atividade citotóxica e genotóxica da água 

resultante dos bioensaios por meio do teste de Allium cepa. Os resultados obtidos demostraram 

maiores reduções na densidade celular da cianobactéria exposta ao extrato etanólico e fração 

metanólica de S. auriculata e extrato etanólico e fração hidrometanólica (20:80) de E. sonchifolia. 

Além disso, o extrato e a fração mais ativos de S. auriculata e E. sonchifolia aumentaram a 

produção de espécies reativas de oxigênio, peroxidação lipídica e a atividade das enzimas 

antioxidantes em M. aeruginosa. O extrato etanólico de S. auriculata reduziu o índice mitótico e a 

fração metanólica o índice de morte em Allium cepa. Mesmo perfil foi observado para o extrato e 

fração mais ativos de E. sonchifolia. O presente estudo verifica que S. auriculata e E. sonchifolia 

possuem metabólitos secundários capazes de prejudicar a fisiologia e crescimento de M. 

aeruginosa. Estes efeitos podem estar associados ao conteúdo polifenólico encontrado nos extratos 

e frações avaliados. Assim, estudos futuros serão realizados a fim de elucidar estes aleloquímicos.  

 

Palavras-chaves: aleloquímicos; Allium cepa; cianobactérias; polifenóis; sustentabilidade ambi-

ental. 
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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. Este evento, 

quando aliado à elevação da temperatura, favorece a rápida proliferação de cianobactérias no am-

biente aquático, processo conhecido como “floração” ou “bloom” (O’NEIL et al., 2012; PAERL e 

OTTEN, 2013). Este fenômeno pode originar-se a partir de diferentes espécies de algas e cianobac-

térias, resultando em interferências na gestão dos mananciais, levando a alterações ambientais de-

vido à biomassa excessiva e liberação de toxinas, prejudicando a utilização deste recurso (ZHOU 

et al., 2016). 

A produção de toxinas por cianobactérias pode produzir gostos e odores desagradáveis na 

água. Além disso, a medida que ocorre a acumulação dessas toxinas nos indivíduos de uma cadeia 

alimentar, pode alterar a qualidade de peixes, e tornar essa água inapropriada para a recreação, 

consumo humano e animal (EL-SHEHAWY et al., 2012). As principais toxinas produzidas pelos 

gêneros de cianobactérias são microcistinas, nodularinas, anatoxinas, cilindrospermopsinas e sa-

xitoxinas, sendo estas classificadas como hepatotóxicas, neurotóxicas, citotóxicas, dermatotóxicas 

e irritantes gastrointestinais (MEREL et al., 2013). Estas toxinas podem causar doenças em huma-

nos por ingestão de água ou alimentos contaminados, podendo até mesmo ocasionar a morte 

(SVIRČEV et al., 2009). A exposição à cianotoxinas pode provocar dor abdominal, náuseas, irri-

tação da pele, paralisia respiratória ou cardíaca, podendo resultar em óbito (SVIRČEV et al., 2011). 

A hepatotoxicose e a neurotoxicose são os efeitos tóxicos mais comuns provocados pelas cianoto-

xinas (HAIDER et al., 2003). Diante disso, a legislação brasileira baseada nas concentrações pro-

postas pela Organização Mundial da Saúde (OMS), estabeleceu que o nível máximo aceitável de 

cianotoxina em água potável, como, para as microcistinas totais é de 1µg/L, saxitoxinas é 3µg/L, 

cilindrospermopsinas é 1µg/L, anatoxina-a(s) é 1µg/L (BRASIL, 2011a, 2011b). 

Entre as mais frequentes e prejudiciais cianobactérias, destaca-se o gênero Microcystis que 

apresenta registros de floração em 108 países, 79 dos quais relatam a produção de microcistina 

(HARKE et al., 2016). No que concerne à ocorrência de cianobactérias no Brasil, estas encontram-

se amplamente distribuídas em todas as regiões apresentando florações contendo microcistina em 

vários reservatórios, sendo ainda mais recorrente na região semiárida brasileira (BITTENCOURT-

OLIVEIRA et al., 2014; LORENZI et al., 2018), o que certamente se deve às condições climáticas 

e de eutrofização dos corpos d'água dessa região, que favorecem as florações (MOURA et al., 

2018). O primeiro caso reconhecido no Brasil de intoxicação com cianotoxinas ocorreu em Caruaru 
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no estado de Pernambuco em uma clínica de hemodiálise onde 52 mortes foram registradas, devido 

à exposição direta a altas concentrações de microcistinas hepatotóxicas (AZEVEDO et al., 2002). 

Diante disso, algumas medidas físicas e químicas são utilizadas para reduzir e/ou eliminar 

os efeitos do crescimento de cianobactérias e seus danos ao meio ambiente (YU et al., 2007). As 

físicas são: filtração, centrifugação, ultrassom e radiação UV, já os tratamentos químicos utilizam 

sulfato de cobre e peróxido de hidrogênio (OU et al., 2012). Outra alternativa efetiva é o controle 

biológico, que utiliza a introdução de organismos previamente selecionados como peixes e zoo-

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

são dispendiosas, sendo utilizadas apenas como soluções emergenciais (FERRIER et al., 2005). 

Assim, há necessidade de novas pesquisas para a elaboração de novas técnicas menos onerosas, 

mais eficazes, que gerem menor impacto ambiental, e maior durabilidade; favorecendo consequen-

temente a sustentabilidade dos sistemas como um todo. 

Desta forma, diversos estudos tem demonstrado que compostos químicos naturais, prove-

nientes do metabolismo secundário dos vegetais, podem vir a ser utilizados no controle de cia-

nobactérias e outros organismos (LI et al., 2016; AMORIM et al., 2019). Entre os vegetais pro-

missores como fornecedores de substâncias ativas para o controle de cianobactérias estão as ma-

crófitas aquáticas que assim como as cianobactérias, tem sua taxa de crescimento elevada em am-

bientes eutrofizados. Estudos têm demonstrado também que em condições de competição, as ma-

crófitas aquáticas podem liberar substâncias provenientes de seu metabolismo secundário, tais 

como taninos e outros compostos fenólicos, originando o fenômeno denominado alelopatia, inter-

ferindo direta ou indiretamente no desenvolvimento de outros indivíduos, incluindo cianobactérias 

(ZHANG et al., 2011; MOHAMED, 2017). Dentre as principais macrófitas estudadas para efeitos 

alelopáticos estão as espécies pertencentes ao gênero Salvinia (Salviniaceae) (ZHANG et al., 

2016a, 2016b). 

Salvinia auriculata Aubl. é uma monilófita livre e flutuante, muito comum em água doce, 

com ampla distribuição geográfica, de rápida disseminação por propagação vegetativa, sendo con-

siderada planta daninha (HENRY-SILVA e CAMARGO, 2006). Apresenta nós e entre-nós nítidos, 

sendo que em cada nó se originam três folhas, sendo duas verdes e flutuantes em cuja superfície 

ocorrem inúmeros tricomas hidrofóbicos. Uma terceira folha submersa, modificada e adaptada à 

absorção de água e íons, funcionando basicamente como uma raiz (FORNO e HARLEY, 1979). 

Estudos científicos demonstram seu potencial bioindicador, fitorremediador e bactericida, o que 

torna essa planta candidata para o controle de cianobactérias e suas toxinas (LIMA et al., 2013). 

Outro vegetal com potencial para controle de cianobactérias e suas toxinas é Emilia son-

chifolia L. da família Asteraceae, conhecida por flor pincel. Esta planta terrestre destaca-se por ser 
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uma espécie daninha com capacidade de inibir a germinação de sementes e crescimento inicial de 

espécies adjacentes (USUAH et al., 2013). Caracteriza-se como erva anual, ereta, pouco ramifi-

cada, de 30 a 60 cm de altura, com folhas membranáceas dispostas de maneira rosulada e com 

flores vermelhas dispostas em capítulos. É uma planta originária da Ásia tropical que se adaptou 

plenamente às condições ambientais de todo o território brasileiro (LORENZI e MATOS, 2008). 

Estudos realizados com esta planta revelaram propriedades anti-inflamatórias, antitumorais, anti-

oxidante e antinociceptivo (NWORU et al., 2012). Mais recentemente, o efeito imunomodulador 

foi relatado, além da atividade apoptótica em células cancerosas (GILCY e KUTTAN, 2016). 

Diante da premente necessidade de controle da proliferação de algas nocivas em corpos 

d’água, principalmente por meio de novas tecnologias e compostos mais eficientes, duradouros, 

sustentáveis e ecologicamente corretos, os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de com-

postos algicidas e/ou algistáticos torna-se de suma importância, visto o impacto das cianotoxinas 

frente à saúde das populações, assim como a possível contaminação de alimentos e do meio ambi-

ente. 

 

2 OBJETIVO 

 

Avaliar a presença de atividade inibitória dos extratos e frações de S. auriculata e E. 

sonchifolia L. sobre o crescimento in vitro de Microcystis aeruginosa; Investigar o potencial 

oxidativo dos extratos e frações no metabolismo de defesa antioxidante de M. aeruginosa; 

Caracterizar fitoquimicamente os compostos dos diferentes extratos e frações com ação inibitória; 

Avaliar a atividade citotóxica e genotóxica da água resultante dos bioensaios por meio do teste de 

Allium cepa. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS 

 

 Ambas espécies vegetais foram coletadas na cidade de Assis, localizada no sudeste brasi-

leiro, entre os meses de maio e julho de 2017. A espécie aquática S. auriculata (voucher HASSI-

1129) foi obtida em uma lagoa pública, sem causar impacto na população de plantas (22º44'59,40 

''S e 50º31'40,40''W). A espécie terrestre E. Sonchifolia (voucher HASSI-1128) foi coleta de espé-

cimes cultivadas em casa de vegetação na UNESP - Câmpus Assis (22°38'57.3"S 50°26'15.1"W). 

As plantas inteiras foram limpas e secas a 40ºC em estufa com circulação de ar (Cienlab, Brasil) e 
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posteriormente moídas em um moinho de facas (Cienlab, CE-430, Brasil). O pó resultante de cada 

planta foi primeiramente misturado com hexano em uma garrafa de vidro tampada, que foi subme-

tida a ultrassom (Prolab, SSBUC10L, Brasil) por 30 minutos para remover a gordura do material. 

A mistura resultante foi então filtrada a vácuo e o processo repetido três vezes consecutivas. Em 

seguida, o material vegetal foi submetido a extração por percolação com acetato de etila, etanol e 

água destilada (temperatura ambiente e extração exaustiva), de acordo com Prista et al. (1995). Os 

extratos resultantes foram filtrados a vácuo e submetidos à rotaevaporação (Marconi, MA-120, 

Brasil), para retirada dos solventes. Para a extração aquosa, foram realizadas as etapas de congela-

mento e liofilização do extrato (Liotop, L101, Brasil). Os extratos secos foram mantidos em pe-

quenos frascos âmbar à temperatura ambiente até sua utilização. 

 

3.2 BIOENSAIOS COM Microcystis aeruginosa BCCUSP232 

 

Os bioensaios com a cianobactéria foram executados em colaboração com a Prof. Dra. Ma-

ria do Carmo Bittencourt de Oliveira da Universidade de São Paulo/ESALQ. Para a montagem dos 

bioensaios 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 Co-

leção Brasileira de Cianobactéria da Universidade de São Paulo (BCCUSP) e mantida 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, cla: escuro, e temperatura: 24 ± 1°C).  

Conforme mostra a figura 1, os bioensaios foram elaborados durante 10 dias e 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 célu-

las/mL de M. aeruginosa obtida a partir da mesma cultura em fase de crescimento exponencial. Na 

fase de crescimento exponencial (4 dias após o inóculo) das culturas experimentais, foram coleta-

das amostras para a determinação da densidade celular antes da adição dos extratos, a fim de con-

firmar o estágio de crescimento da cepa. Logo após, a cianobactéria foi exposta separadamente aos 

extratos (aquoso, etanólico e acetato de etila) de Emilia Sonchifolia L. e Salvinia auriculata Aubl. 

nas concentrações de 100, 250 e 500 mg/L e incubada durante seis dias consecutivos. As culturas 

dos grupos controle não foram expostas aos extratos, porém foram mantidas nas mesmas condições 

às dos grupos experimentais. Devido a coloração dos extratos vegetais brutos, suas absorbâncias 

foram subtraídas das leituras da densidade celular do bioensaio. Para tanto, os mesmos foram adi-

cionados em meio ASM-1 sem a adição da cianobactéria, nas mesmas concentrações utilizadas no 
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bioensaio e mantidas nas mesmas condições às dos grupos experimentais. Amostras foram coleta-

das no 2°, 4° e 6° dia de exposição aos extratos utilizando 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 experimen-

tos foram realizados em triplicada. 

 
Figura 1 - Resumo das etapas adotadas no bioensaios com Microcystis aeruginosa BCCUSP232. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

O crescimento da população da cianobactéria foi determinado utilizando a densidade celu-

lar 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 obtida 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. 

 

3.3 AVALIAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE S. auricu-

lata e E. sonchifolia EM M. aeruginosa BCCUSP 232 

 

3.3.1 Extrações bioquímicas 

 

A biomassa obtida a partir do pellet formado pela centrifugação de 40 mL a 10000 rpm e 

0°C das coletas de cultura de M. aeruginosa, foi homogenizadas em tampão de fosfato 0,1 mol 

(pH 6,5) contendo 1% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP), e posteriormente centrifugadas a 15000 

rpm e 0°C durante 10 min, sendo o sobrenadante obtido armazenado em criotubos a -20°C. 
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3.3.2 Peroxidação lipídica 

 

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

guindo 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 0,5 % (p/v) em ácido tricloroacético 20 % (p/v). A mistura foi aquecida a 95°C 

durante 30 min e posteriormente resfriada em banho com gelo. A mistura resultante foi centrifu-

gada a 15000 rpm durante 15 min e a absorbância do sobrenadante foi medida a 532 nm. As me-

dições foram corrigidas para turbidez inespecífica pela subtração da absorbância a 600 nm. A con-

centração de MDA foi calculada usando a absortividade molar de 155 L mM-1 cm-1 e os resultados 

foram apresentados em mmol/L. 

 

3.3.3 Espécies reativas de oxigênio: formação do peróxido de hidrogênio intracelular (H2O2) 

 

O método de Jana e Choudhuri (1982) foi utilizado para medir a formação interna de H2O2 

por M. aeruginosa, com algumas modificações. Para dosar a concentração de H2O2, 133 mL de 

cloreto de titânio 0,1% (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. A absortividade molar de 0.28 L μmol-1 cm-1 foi utilizada 

para calcular a concentração de H2O2 em µmol/g. 

 

3.3.4 Determinação de proteínas totais e atividade das enzimas do metabolismo de defesa 

antioxidante 

 

A extração obtida no item 3.3.1 foi usada 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 pa-

drão. 

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. Para o preparo da solução mista, 250 mL 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 50 µL de extrato da enzima à temperatura ambiente (28°C) em 
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tubos de 2 mL contendo 350 µL de água deionizada e 500 µL de solução mista, com agitação 

contínua. Após 20 min, a reação foi interrompida pela adição de 250 µL de hidróxido de potássio 

7,8 M. Em seguida, 500 µL 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 µL de periodato de potássio 65,2 

mmol produziu cor púrpura, cuja absorbância foi lida a 550 nm por um espectrofotômetro Bios-

pectro SP-22. A atividade da enzima foi calculada a partir de curvas de calibração realizadas utili-

zando 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 defi-

nidas. A atividade de CAT foi expressa em unidade U/mL de amostra. 

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada de acordo com Reddy et al. (1996), assim 

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 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 conti-

nha num volume final de 400 mL, 240 mL de água deionizada, 40 mL de solução tampão de fosfato 

de potássio 67 mmol (pH 7,8), 40 mL de solução de metionina 45 mmol, 40 mL de solução de 

riboflavina 5,3 mmol e 40 mL de solução de cloreto de nitro azul de tetrazólio (NBT) 84 mmol. 

Os tubos de reação contendo 2 mL de meio de incubação e 0,1 mL de extrato da enzima foram 

colocados numa câmara forrada com folhas de alumínio e iluminados com duas lâmpadas fluores-

centes de 15 W, a 25 °C durante 10 min. Após a exposição à luz, a absorbância do meio de incu-

bação 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 sufi-

ciente. 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 ne-

gativo (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 0,1 mL de extrato da enzima a 2 mL da mistura reaci-

onal 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 pelo do monitoramento 
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da variação da absorbância a 340 nm. A alteração na absorbância foi diretamente proporcional à 

atividade de GST. 

 

3.4 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM SÍLICA C18 

 

O extrato bruto etanólico de E. sonchifolia e S. auriculata foi submetido a fracionamento, 

pois este apresentava maior atividade inibitória sobre o crescimento da cepa de M. aeruginosa 

estudada ao final do bioensaio, por esse motivo uma coluna cromatográfica foi ajustada com cerca 

de 75% sílica LiChroprep® RP-18 (40-63 µm) (MERCK®) e 25% da mesma sílica incorporado 

com 2,0 g de extrato. Em seguida, os extratos foram eluídos com misturas de Água/Metanol em 

polaridade decrescente, realizando as separações em fase reversa na seguinte sequência: água des-

tilada, água destilada: metanol (80:20), água destilada: metanol (60:40), água destilada: metanol 

(40:60), água destilada: metanol (20:80) e metanol. As trocas de solventes foram realizadas sempre 

que a fração permanecia sem evidência de separação, desta forma, o fracionamento de cada extrato 

resultou cada um em frações de F1 a F6. As frações filtradas foram concentradas em um evaporador 

rotativo a 40±2°C, armazenadas em frasco âmbar a temperatura ambiente, e então submetidas a 

novos bioensaios nas concentrações de 25 e 50 mg/L. 

  

3.5 QUANTIFICAÇÃO DE FENÓIS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS 

 

A quantificação de fenóis e flavonoides dos extratos e frações mais ativos nos bioensaios 

foi realizada pela diluição dos mesmos 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 1h. 

A absorbância foi medida a 725 nm utilizando um espectrofotômetro UV-Vis (Modelo: SP220, 

BIOSPECTRO, BRASIL). Todos os testes foram realizados em triplicada e os resultados foram 

expressos em µg equivalente de ácido gálico (AGE) por miligrama de extrato. 

A quantificação dos flavonoides totais dos extratos e frações 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 flavonoides 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%. 
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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 triplicada e os 

resultados foram expressos em µg equivalente de rutina (RE) por miligrama de extrato. 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DA CITOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CÉLULAS MERIS-

TEMÁTICAS DE RAIZ DE Allium cepa 

 

Após o último dia do bioensaio (6° dia) com os extratos brutos e frações mais ativas de S. 

auriculata e E. sonchifolia sobre M. aeruginosa BCCUSP232, 40 mL de cada bioensaio foram 

separados e utilizados para o teste em Allium cepa. 

Seguindo procedimento descrito por Fiskesjö (1985), sementes de A. cepa variedade Baia 

periforme de mesmo lote foram submetidas à germinação, em placas de Petri, embebidas com as 

amostras dos bioensaios (tratamento contínuo). Quando as raízes das plântulas atingiram em média 

1 cm de comprimento, as mesmas foram transferidas para placas de Petri com papel filtro embebi-

dos com água destilada, permanecendo nestas placas até atingirem 5 cm médio de comprimento 

(período de recuperação) e, por fim, foi realizada a coleta das raízes. Todo o experimento foi rea-

lizado em condições de umidade relativa, temperatura e luminosidade controladas artificialmente 

em estufas de germinação tipo BOD. Após a coleta, as raízes foram fixadas em Carnoy (álcool 

etílico absoluto e ácido acético glacial, 3:1) e então armazenadas em geladeira (±4ºC) até o preparo 

e análise das lâminas. 

As raízes foram hidrolisadas em ácido clorídrico (HCl) 1N a 60ºC, durante 8 minutos, e 

posteriormente coradas em Reativo de Schiff por 2 horas ao abrigo da luz. As raízes foram colo-

cadas sobre lâminas e adicionado uma gota de Carmin acético 2% sobre o meristema e as mesmas 

cobertas por lamínulas. Em seguida foram esmagadas e fixadas em chama de lamparina. As análi-

ses foram realizadas em microscópio óptico (aumento de 40x e 100x com auxílio de óleo de imer-

são). 

Foram utilizadas cinco raízes por parcela, contando 5000 células/tratamento. Os efeitos ci-

totóxicos da água residual foram determinados pela análise do índice mitótico (n° total de células 

em divisão/n° total de células analisadas x 100) e índice de morte celular (nº total de células em 

morte/n° total de células analisadas x 100). As aberrações cromossômicas também foram determi-

nadas (anáfase e telófase aberrantes), e suas frequências utilizadas para determinar o índice de 

alterações cromossômicas (nº total de células alteradas/n° total de células analisadas x 100). Já a 
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determinação da frequência de células micronucleadas foi utilizada para determinar os efeitos mu-

tagênicos, por meio da análise do índice de mutagenicidade (nº de células com micronúcleo e que-

bras/n° total de células analisadas x 100).  

 

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados obtidos nos testes acima descritos foram submetidos a tratamento estatístico 

por meio de testes de normalidade (SHAPIRO-WILKS) e homogeneidade (LEVENE). Para iden-

tificar as diferenças entre os tratamentos e os grupos controle, os dados foram analisados por meio 

de testes paramétricos (ANOVA e TUKEY; α=0,05). 

 

4 RESULTADOS  

 

4.1 Salvinia auriculata 

 

4.1.1 Efeito do extrato e fração de S. auriculata no crescimento de Microcystis aeruginosa 

BCCUSP232 

 

Com a aplicação dos extratos obtidos de S. auriculata (Figura 2) foi possível verificar efeito 

inibitório na concentração de 250 mg/L para o extrato etanólico e acetato de etila no 2° dia de 

exposição (diferença estatística significativa em relação ao controle p<0,05). A maior redução na 

densidade celular ocorreu quando foi utilizada a concentração 500 mg/L do extrato aquoso no 4° 

dia do bioensaio (p<0,05), contudo, após esse período houve retomada no crescimento da cianobac-

téria. No 6° dia de exposição aos extratos de S. auriculata a maior redução da concentração celular 

foi observada para 500 mg/L do extrato etanólico com 1,01(±0,09).106 células/mL. 
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Figura 2 - Efeito inibitório do extrato aquoso (A) etanólico (B) e acetato de etila (C) de S. auriculata no crescimento 

de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Devido a maior redução na densidade celular ao final dos seis dias de experimento com a 

cepa de M. aeruginosa exposta ao extrato etanólico de S. auriculata, esse extrato foi selecionado 

e então fracionado, resultando em seis frações identificadas de F1 a F6. As frações obtidas foram 

então utilizadas em novos bioensaios nas concentrações de 25 e 50 mg/L. 

De maneira a melhor comparar as inibições observadas e verificar as frações de maior efe-

tividade na redução do número de células, as taxas de inibição (Tabela 1) foram calculadas a partir 

das diferentes concentrações utilizadas. 

A partir dos dados obtidos, na Tabela 1, foi possível observar que com a exposição às fra-

ções do extrato etanólico de S. auriculata, as maiores inibições foram obtidas na fração 6 (25 e 50 

mg/L) com valores de 32,1 (±4,3)% e 46,3 (±6,3)%, respectivamente. 

Devido a estes resultados, a fração 6 (metanólica) de S. auriculata, juntamente com o ex-

trato bruto mais ativo (etanólico), foram utilizados no restante das análises, a fim de elucidar os 

seus mecanismos de ação sobre a cepa de M. aeruginosa. 
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Tabela 1 - Taxas de inibição celular média para M. aeruginosa exposta às frações provenientes de extrato etanólico 

de Salvinia auriculata em diferentes concentrações. 
 

 Amostra teste 

Concentração 

de extrato 

(mg/mL) 

N0
 médio 

(106 célu-

las/mL) 

N0 médio 

(106 célu-

las/mL) 

TI (%) 

Salvinia auriculata F1 
25 2,95 3,09 -4,51 (±8,8) 

50 2,95 3,30 -11,9 (±4,8) 

Salvinia auriculata F2 
25 2,95 3,07 -4,0 (±1,6) 

50 2,95 2,99 -1,1 (±5,6) 

Salvinia auriculata F3 
25 2,95 2,67 9,6 (±8,0) 

50 2,95 2,70 8,5 (±8,0) 

Salvinia auriculata F4 
25 2,95 2,89 2,3 (±0,8) 

50 2,95 2,90 1,7 (±1,6) 

Salvinia auriculata F5 
25 2,95 2,92 1,2 (±5,0) 

50 2,95 2,62 11,27 (±7,1) 

Salvinia auriculata F6 
25 2,95 2,00 32,1 (±4,3) 

50 2,95 1,58 46,3 (±2,2) 

N0 e N indicam a concentração celular no recipiente controle e no recipiente teste, respectivamente, após 6 dias de 

experimento, e TI a taxa média (n=3) de inibição calculada (±desvio padrão). Valores negativos representam atividade 

contrária a inibição. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 

 

4.1.2 Peroxidação lipídica 

 

Uma vez que o MDA é um produto da decomposição da membrana celular de algas, as 

alterações no seu conteúdo foram usadas como indicador de peroxidação lipídica em M. aerugi-

nosa exposta a diferentes concentrações do extrato e fração de S. auriculata mais ativos nos bio-

ensaios. Como mostrado nas Figura 3, o conteúdo de MDA das células de M. aeruginosa aumentou 

significativamente (p<0,05) em comparação ao grupo controle. Esse aumento pôde ser observado 

já no 2° dia de bionsaio para todas as concentrações do extrato e fração utilizada, com aumento 

nos seus níveis à medida que o tempo do bieonsaio se estendia. A maior dosagem de MDA 

(0,18±0,008 mmol/L) foi obtida para a fração metanólica (50 mg/L) de S. auriculata no 6° dia de 

bioensaio. 
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Figura 3 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata 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’, ‘c’ e 

‘d’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.1.3 Espécies reativas de oxigênio (ROS): determinação de Peróxido Hidrogênio (H2O2) in-

tracelular 

 

Como pode ser visualizado na figura 4, a concentração de H2O2 interno em Microcystis 

aeruginosa aumentou na presença do extrato e fração de S. auriculata. Diferenças estatisticamente 

significativas (p <0,05) na produção de H2O2 por M. aeruginosa foram registradas a partir do dia 

2° dia de exposição quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 4 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.1.4 Proteínas totais e atividade das enzimas antioxidantes 

 

 O extrato e a fração de S. auriculata causaram redução no conteúdo total de proteínas de M. 

aeruginosa (Figura 5). Todas as concentrações do extrato e fração reduziram significativamente (p 

<0,05) as concentrações totais de proteínas de M. aeruginosa ao longo do estudo. A maior redução 

ao final do último dia do bioensaio foi observada para a maior concentração da fração metanólica 

(50 mg/L). 

 



33 

 

 
Figura 5 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Na quantificação da atividade da catalase intracelular em M. aeruginosa, foi possível veri-

ficar aumento significativo (p <0,05) em comparação ao grupo controle, tanto na presença do ex-

trato, quanto da fração de S. auriculata ao longo do experimento (Figura 6). Os maiores níveis na 

atividade da CAT foram verificados em 250 mg/L do extrato e 25 mg/L da fração utilizados. 
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Figura 6 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata 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’, ‘c’, ‘d’ e ‘e’ 

representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Como pode ser verificado na Figura 7, a atividade da enzima POD de M. aeruginosa au-

mentou drasticamente após a exposição a diferentes concentrações do extrato e fração de S. auri-

culata. Esse aumento foi estatisticamente significativo a partir do 2° dia de bioensaio (p <0,05). 

Para o extrato etanólico, os maiores níveis de atividade da enzima foram obtidos para a concentra-

ção de 500 mg/L, enquanto da fração em 50 mg/L, do 2° ao 6° dia de bioensaio. 
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Figura 7 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata 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’, ‘d’ e ‘e’ 

representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Na Figura 8, estão apresentados os dados obtidos para a atividade da SOD intracelular de 

M. aeruginosa exposta a extrato e fração de S. auriculata. É possível verificar aumento significa-

tivo nos níveis da enzima, assim como perfil de aumento dose dependente, diferindo estatistica-

mente do grupo controle logo no 2° dia de exposição. 
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Figura 8 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata 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’, 

‘c’, ‘d’ e ‘e’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Na figura 9, é possível verificar aumento significativo na atividade da GST de M. aerugi-

nosa para todas as concentrações do extrato e fração de S. auriculata utilizadas no bioensaio. Esse 

efeito foi mais acentuado no 2° dia de exposição da cianobactéria ao extrato e fração utilizados. 
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Figura 9 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração metanólica (F6) do extrato etanólico de S. auriculata na atividade 

da Glutationa S-transferase (GST) em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes con-

centrações 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.1.5 Determinação de polifenóis e flavonoides totais 

 

Análises fitoquímicas revelaram que o extrato etanólico de S. auriculata apresentou 232.79 

(±8.7) mg de polifenóis totais GAE g-1 DW e 143.2 (±5.4) mg RE g-1 DW de flavonoides totais. 

Por outro lado, a fração metanólica (F6) do extrato de S. auriculata possuía 217.3 (±8.3) mg de 

polifenóis totais GAE g-1 DW e 118.9 (5.7) mg RE g-1 DW de flavonoides totais. 

 

4.1.6 Determinação da citotoxicidade e genotoxicidade em células meristemáticas de raiz de 

Allium cepa 

 

O índice mitótico de células meristemáticas radiculares de A. cepa expostas a água residual 

dos bioensaios de M. aeruginosa tratada com o extrato e fração mais ativos de S. auriculata, estão 

apresentados na Tabela 2. A fim de melhor comparar as águas residuais tratadas com diferentes 

concentrações do extrato e fração, com o grupo controle do bioensaio (Meio de cultivo + 

Cianobactéria), o controle negativo do teste de Allium cepa (água destilada) não foi adicionado na 

tabela. Porém, os dados obtidos permitiram observar que o controle do bioensaio, extrato e fração 

de S. auriculata apresentaram aumento em todos os índices em relação ao controle negativo (índice 

mitótico 10.09±1.07, índice de morte 0.25±0.12, aberrações cromossômicas 0.23±0.15 e índice de 
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mutagencidade 0.00±0.00). Foi possível verificar que o aumento na concentração do extrato 

reduziu o índice mitótico e aumentou o índice de morte e alterações cromossômicas. Para as duas 

concentrações da fração utilizada, o índice mitótico apresentou valores inferiores quando 

comparados com o grupo controle do bioensaio, porém, não diferiram estatisticamente do mesmo. 

Todos os tratamentos apresentaram médias maiores em relação ao grupo controle, quanto ao índice 

de morte, índice de alterações cromossômicas e índice de mutagenicidade. Resultado inverso foi 

observado para as duas concentrações da fração utilizada. 

 

Tabela 2 - Índice Mitótico, Índice de Morte, Índice de alterações cromossômicas e Índice de mutagenicidade de células 

meristemáticas de raiz de Allium cepa tratadas com água resultante do bioensaio com M. aeruginosa utilizando extrato 

e fração ativa de S. auriculata em diferentes concentrações. Controle foi tratado com água resultante do bioensaio com 

M. aeruginosa sem adição de extrato ou fração (Meio de cultivo + Cianobactéria). 
 

Bioensaio Índice mitótico 
Índice de 

morte 

Índice de 

alterações 

cromossômicas 

Índice de 

mutagenicidade 

Controle 11.62±0.70a 2.74±0.49ab 1.40±0.68a 1.34±0.31a 

EE S. auriculata 100 mg/L 12.14±0.40a 2.77±0.48ab 1.46±0.21a 1.44±0.22a 

EE S. auriculata 250 mg/L 9.87±0.59bc 3.09±0.61ab 1.73±0.43a 1.36±0.34a 

EE S. auriculata 500 mg/L 8.64±0.71c 3.28±0.11a 1.90±0.26a 1.37±0.22a 

F6 S. auriculata 25 mg/L 10.79±1.14ab 2.35±0.31b 1.29±0.28a 1.06±0.20a 

F6 S. auriculata 50 mg/L 11.15±0.87ab 2.38±0.51ab 1.30±0.34a 1.08±0.22a 

EE=Extrato etanólico e F6=Fração metanólica. 5000 cé lulas analisadas. Médias±Desvio padrão. Diferen-

ças 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. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.2 Emilia sonchifolia 

 

4.2.1 Efeito do extrato e fração de E. sonchifolia no crescimento de Microcystis aeruginosa 

BCCUSP232 

 

Na figura 10 estão apresentadas as densidades celulares médias obtidas para a exposição de 

M. aeruginosa aos extratos de E. sonchifolia. Foi possível observar que o crescimento celular foi 

inibido de forma mais efetiva nas concentrações de 250 e 500 mg/L dos 3 extratos utilizados. Após 

o 4° dia de exposição aos extratos aquoso e acetato de etila, o efeito inibitório sobre a cepa de 

cianobactéria foi reduzido, resultando na retomada de seu crescimento, sendo esta retomada mais 

acentuada para o extrato acetato de etila. Os valores de concentração celular nos testes com 250 e 
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500 mg/L do extrato etanólico apresentaram diferenças estatísticas significativas em relação ao 

controle ao longo de todo o bioensaio (p<0,05), sendo possível verificar no 6° dia densidades ce-

lulares de 1,37(±0,08).106 células/mL para 250 mg/L e 1,52(±0,19).106 células/mL para 500 mg/L. 

 

 

 
Figura 10 - Efeito inibitório do extrato aquoso (A) etanólico (B) e acetato de etila (C) de E. sonchifolia no crescimento 

de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Devido a maior redução na densidade celular ao final dos seis dias de experimento com a 

cepa de M. aeruginosa exposta ao extrato etanólico de E. sonchifolia, esse extrato foi selecionado 

e então fracionado, resultando em seis frações identificadas de F1 a F6. As frações obtidas foram 

então utilizadas em novos bioensaios nas concentrações de 25 e 50 mg/L. 

De maneira a melhor comparar as inibições observadas e verificar as frações de maior efe-

tividade na redução do número de células, as taxas de inibição (Tabela 3) foram calculadas a partir 

das diferentes concentrações utilizadas. 
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Tabela 3 - Taxas de inibição celular média para M. aeruginosa exposta às frações provenientes de extrato etanólico 

de Emilia sonchifolia em diferentes concentrações. 
 

Amostra teste 

Concentração 

de extrato 

(mg/L) 

N0 médio 

(106 célu-

las/mL) 

N médio 

(106 célu-

las/mL) 

TI (%) 

Emilia sonchifolia F1 
25 2,95 2,67 9,6 (±8,0) 

50 2,95 2,49 15,8 (±5,6) 

Emilia sonchifolia F2 
25 2,95 2,92 1,1 (±4,0) 

50 2,95 2,45 16,9 (±5,6) 

Emilia sonchifolia F3 
25 2,95 2,70 8,5 (±6,3) 

50 2,95 2,95 0 (±5,5) 

Emilia sonchifolia F4 
25 2,95 2,87 2,9 (±8,0) 

50 2,95 2,62 11,3 (±2,4) 

Emilia sonchifolia F5 
25 2,95 2,16 27,1 (±7,2) 

50 2,95 1,77 40,0 (±3,2) 

Emilia sonchifolia F6 
25 2,95 2,50 15,2 (±3,2) 

50 2,95 2,65 10,2 (±7,1) 

N0 e N indicam a concentração celular no recipiente controle e no recipiente teste, respectivamente, após 6 dias de 

experimento, e TI a taxa média (n=3) de inibição calculada (±desvio padrão). Valores negativos representam atividade 

contrária a inibição. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 

 

Para E. sonchifolia a fração 5 (hidrometanólica 20:80) do extrato etanólico, apresentou o 

maior percentual de inibição, com valores de 27,1 (±7,2) e 40,0 (±3,2) nas concentrações de 25 e 

50 mg/L, respetivamente. 

Devido a estes resultados, a fração hidrometanólica (20:80) de E. sonchifolia, foi utilizada 

juntamente com o extrato bruto mais ativo (etanólico) no restante das análises, afim de elucidar os 

seus mecanismos de ação sobre a cepa de M. aeruginosa. 

 

4.2.2 Peroxidação lipídica 

 

As alterações no conteúdo de MDA foram usadas como um indicador de peroxidação lipí-

dica em M. aeruginosa exposta a diferentes concentrações do extrato e frações de E. sonchifolia. 

Como mostrado na Figura 11, o conteúdo de MDA das células de M. aeruginosa aumentou signi-

ficativamente (p<0,05) em comparação ao controle. Esse aumento pôde ser observado já no 2° dia 

de bionsaio para todas as concentrações dos extrato e fração utilizada, com valores crescentes a 
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medida que o tempo se estendia. A maior dosagem de MDA foi obtida para a concentração de 250 

mg/L do extrato de E. sonchifolia no 6° dia de bioensaio. 

 

 
Figura 11 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

no conteúdo de Malondialdeído em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concen-

trações dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, 

‘b’, ‘c’, ‘d’ e ‘e’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.2.3 Espécies reativas de oxigênio (ROS): determinação de Peróxido Hidrogênio (H2O2) in-

tracelular 

 

Apesar de oscilações nos níveis de H2O2 intracelular, como tendência geral, a concentração 

de H2O2 interno em Microcystis aeruginosa aumentou ao longo do tempo na presença do extrato e 

da fração mais ativa de E. sonchifolia (Figura 12). Diferenças estatisticamente significativas (p 

<0,05) na produção de H2O2 por M. aeruginosa foram registradas a partir do dia 2° dia de exposi-

ção. A maior concentração média de H2O2 (4,14±0,16 µmol/g) em M. aeruginosa foi observada no 

2° dia de exposição à fração hidrometanólica 20:80 (50 mg/L) de E. sonchifolia. 
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Figura 12 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

no conteúdo de H2O2 intracelular em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concen-

trações 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.2.4 Proteínas totais e atividade das enzimas antioxidantes 

 

O extrato e a fração de E. sonchifolia causaram declínio no conteúdo total de proteínas de 

M. aeruginosa (Figura 13). Todas as concentrações do extrato e fração reduziram significativa-

mente (p <0,05) as concentrações totais de proteínas de M. aeruginosa no período avaliado, quando 

comparadas ao grupo controle. 
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Figura 13 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

no conteúdo de proteínas totais em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concen-

trações 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Comparadas ao controle, as atividades da catalase de M. aeruginosa aumentaram significa-

tivamente (p <0,05), tanto na presença do extrato, quanto da fração de E. sonchifolia ao longo do 

experimento (Figura 14). As maiores atividades da CAT foram obtidas para a maior concentração 

do extrato e para a menor concentração da fração. 
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Figura 14 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

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’, 

‘c’, e ‘d’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Como pode ser observado na Figura 15, as atividades de POD de M. aeruginosa aumenta-

ram após a exposição a diferentes concentrações do extrato e fração de E. sonchifolia. Em compa-

ração ao grupo controle, a elevação nos níveis de atividade da enzima foi estatisticamente signifi-

cante (p <0,05) a partir do 2° dia de bioensaio. Os maiores níveis de atividade da enzima foram 

obtidos para a concentração de 500 mg/L do extrato etanólico e 50 mg/L da fração hidrometanólica 

(20:80) de E. sonchifolia no 4° dia de exposição. 



45 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Na Figura 16 é possível observar o aumento significativo nos níveis de atividade da SOD 

de M. aeruginosa exposta a extrato e fração de E. sonchifolia. Os dados apresentaram aumento 

dose dependente na atividade da enzima SOD, diferindo estatisticamente do grupo controle logo 

no 2° dia de exposição. 
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Figura 16 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

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 sím-

bolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, ‘d’, ‘e’ e ‘f’ representam significância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Na figura 17, estão apresentados os dados obtidos para a atividade da enzima GST. Durante 

todo o período do bioensaio, foi possível verificar aumento significativo na atividade da GST de 

M. aeruginosa em todas as concentrações do extrato e fração de E. sonchifolia utilizadas, quando 

comparadas com o grupo controle. Não ocorreram diferenças estatísticas entre os tratamentos uti-

lizados durante os dias avaliados do bioensaio. 
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Figura 17 - Efeito do extrato etanólico (EE) e fração hidrometanólica 20:80 (F5) do extrato etanólico de E. sonchifolia 

na atividade da Glutationa S-transferase (GST) em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as dife-

rentes 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.2.5 Determinação de polifenóis e flavonoides totais 

 

A espécie terrestre E. sonchifolia apresentou para o extrato etanólico 151.2 (±7.1) mg de 

polifenóis totais GAE g-1 DW e 107.9 (±7.3) mg RE g-1 DW de flavonoides totais. Por outro lado, 

a fração hidrometanólica (20:80) do extrato de E. sonchifolia possuía 361.94 (±9.2) mg de polife-

nóis totais GAE g-1 DW e 164.32 (±6.7) mg RE g-1 DW de flavonoides totais. 

 

4.2.6 Determinação da citotoxicidade e genotoxicidade em células meristemáticas de raiz de 

Allium cepa 

 

O índice mitótico de células meristemáticas radiculares de A. cepa, expostas a água residual 

dos bioensaios de M. aeruginosa tratada com o extrato e fração mais ativos de E. sonchifolia, estão 

apresentados na Tabela 4. A fim de melhor comparar as águas residuais tratadas com diferentes 

concentrações do extrato e fração, com o grupo controle do bioensaio (Meio de cultivo + 

Cianobactéria), o controle negativo do teste de Allium cepa (água destilada) não foi adicionado na 

tabela. Porém, os dados obtidos permitiram observar que o controle do bioensaio, extrato e fração 

de E. sonchifolia apresentaram aumento em todos os índices em relação ao controle negativo 



48 

 

(índice mitótico 10.09±1.07, índice de morte 0.25±0.12, aberrações cromossômicas 0.23±0.15 e 

índice de mutagencidade 0.00±0.00). 

Apesar de todos tratamentos com o extrato e fração apresentarem redução no índice 

mitótico, quando comparados com o grupo controle do bioensaio, apenas a concentração de 500 

mg/L do extrato utilizado no bioensaio diferiu estatisticamente. Quando comparados controle do 

bioensaio e as diferentes concentrações do extrato, foi verificado que de forma geral, o aumento 

na concentração do extrato causou redução das médias do índice mitótico e aumento do restante 

dos índices. Quando essa comparação é feita entre controle do bioensaio e as concentrações da 

fração, foi verificada redução nas médias dos índices mitótico, de morte, aberrações 

cromossômicas e mutagenicidade. 

 

Tabela 4 - Índice Mitótico, Índice de Morte, Índice de alterações cromossômicas e Índice de mutagenicidade de células 

meristemáticas de raiz de Allium cepa tratadas com água resultante do bioensaio com M. aeruginosa utilizando extrato 

e fração ativa de E. sonchifolia em diferentes concentrações. Controle foi tratado com água resultante do bioensaio 

com M. aeruginosa sem adição de extrato ou fração (Meio de Cultivo + Cianobactéria). 
 

Bioensaio 
Índice 

mitótico 

Índice de 

morte 

Índice de 

alterações 

cromossômicas 

Índice de 

mutagenicidade 

Controle 11.62±0.70a 2.74±0.49ab 1.40±0.68a 1.34±0.31a 

EE E. sonchifolia 100 mg/L 10.32±0.43ab 2.78±0.58ab 1.62±0.37a 1.28±0.15a 

EE E. sonchifolia 250 mg/L 9.77±0.59ab 3.12±0.47ab 1.68±0.32a 1.44±0.34a 

EE E. sonchifolia 500 mg/L 8.52±0.41b 3.45±0.30a 1.96±0.42a 1.49±0.14a 

F5 E. sonchifolia 25 mg/L 9.44±0.97ab 2.42±0.36b 1.33±0.28a 1.08±0.19a 

F5 E. sonchifolia 50 mg/L 11.21±1.14a 2.48±0.46b 1.36±0.37a 1.11±0.17a 

EE=Extrato etanólico e F5=Fração hidrometanólica (20:80). 5000 células analisadas. Médias±Desvio pa-

drão. 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. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

5 DISCUSSÃO 

  

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

tos e frações de Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia inicialmente mostrou redução em seu 

crescimento, com retomada conforme o tempo de exposição se estendia, desta forma, refletindo na 

sua densidade celular. Resultados semelhantes foram observados em estudos realizados por Liu et 

al. (2011) e Meng et al. (2015) que utilizaram extratos de Eichhornia crassipes e Ailanthus altís-

sima para controle de M. aeruginosa. De acordo com Kong et al. (2006) e Hong e Hu (2009) 
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dependendo do tempo de exposição dos aleloquímicos em meio de cultura é possível constatar 

degradação dos mesmos, interferindo diretamente na ação inibitória do extrato, tornando possível 

a retomada do crescimento de M. aeruginosa, assim como observado no presente estudo. 

Para a determinação do H2O2 intracelular das cianobactérias, foi observada elevação da 

formação inicial de H2O2 após a exposição aos extratos e frações das espécies vegetais estudadas. 

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 espé-

cies reativas de oxigênio têm sua produção intensificada significativamente em organelas de orga-

nismos fotossintéticos que sofrem exposição ao estresse ambiental e/ou exógeno Qian et al. (2012). 

Além disso, e de acordo com Dummermuth et al. (2003), Torres et al. (2008) e Mikula et al. (2012), 

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, consequen-

temente redução do potencial fotossintético. Sendo assim, estes danos poderiam também estar cor-

relacionados com o declínio na densidade celular observada neste estudo. 

Na determinação da peroxidação lipídica foi avaliada a formação de malondialdeído, pois 

de acordo com Zhou et al. (2016), este reativo comporta-se como um biomarcador para danos 

oxidativos causados na membrana lipídica das células de cianobactérias. No presente estudo, os 

resultados obtidos para os extratos e frações mais ativos, permitiram observar que o conteúdo de 

MDA aumentou de acordo com o tempo de exposição. Diante disso, tal resultado revelou a ocor-

rência de alterações na peroxidação lipídica em M. aeruginosa expostas a diferentes concentrações 

dos extratos e frações de S. auriculata e E. sonchifolia, resultando no efeito inibitório sobre o 

crescimento da cianobactéria. Li et al. (2016) e Li e Hu (2005) demonstraram em seus estudos que 

determinados aleloquímicos podem causar 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 poderia 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 altíssima e Sagittaria trifolia sobre 

populações de M. aeruginosa causando alterações em sua peroxidação lipídica. 

O teor de proteínas é um fator importante na determinação das taxas de atividade do meta-

bolismo celular (ZHANG et al. 2013). Neste estudo, a diminuição dos teores de proteínas totais 

intracelulares para os bioensaios utilizando extratos e frações vegetais, pode, desta forma, ser ex-

plicada pela inibição da síntese proteica, levando ao mal funcionamento do metabolismo fisioló-

gico normal nas células da cianobactéria, refletindo na sua densidade celular. Essa suposição está 
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de acordo com estudo anterior de Ni et al. (2012), e pode ser um dos mecanismos de inibição de 

algas. 

Na determinação das concentrações de POD e CAT neste estudo, 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 à extratos vegetais resultou em aumento na atividade de POD e CAT. Além 

disso, de acordo com Murphy et al. (2000) estas enzimas possuem largo espectro de especificidade 

para o substrato, incluindo compostos fenólicos, ácido fórmico, formaldeído, indol, pirogalol e 

catecol, principais xenobióticos oxidantes em plantas. 

De acordo com Mishra et al. (1993) e Qureshi et al. (2007), a SOD é uma enzima que con-

verte o superóxido em oxigênio livre e peróxido de hidrogênio, e este último é convertido em água 

e oxigênio pela ação da POD e CAT. Portanto, a SOD tem sido apontada como a primeira linha de 

defesa contra os ROS (HASSAN e SCANDALIOS, 1990). Como mostrado no presente estudo, a 

atividade da SOD de M. aeruginosa foi visivelmente estimulada pelos extratos e frações de S. 

auriculata e E. Sonchifolia, para responder ao extresse oxidativo causado, o que também foi 

verificado por Li et al. (2016), utilizando extrato de Sagittaria trifolia em M. aeruginosa. 

No presente estudo, pôde ser observado aumento na atividade de GST em resposta à pre-

sença dos extratos e frações, isso indica que a mesma esteja envolvida na biotransformação e/ou a 

desintoxicação do metabolismo da cianobactéria em resposta aos extratos e frações vegetais. Isto 

ocorre como uma medida de proteção contra os danos oxidativos. Esta biotransformação e/ou de-

sintoxicação é conseguida pelo 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 (2013a, 2013b) 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 dos mesmos, foi também 

realizada a quantificação de polifenóis. A determinação de polifenóis demonstrou considerável 

quantidade destes compostos nos extratos e frações com maior atividade inibitória no crescimento 

de M. aeruginosa. Esse resultado é corroborado por estudos realizados por Bauer et al. (2009), 

Gross e Gene (2009), Wu et al. (2013) e Zhang et al. (2010, 2013), os quais demonstraram que 
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aleloquímicos extraídos de várias plantas vem sendo confirmados como inibidores do crescimento 

de algas e cianobactérias, sendo atribuído principalmente aos polifenóis esse efeito inibitório. Além 

disso, Czarnota et al. (2001), Yu et al. (2003) e Zhang et al. (2010), demonstraram em seus estudos 

que, o potencial fitotóxico de muitos compostos, entre eles os fenólicos e flavonoídicos é inibidor 

da fotossíntese e indutor do aumento da produção de ROS que, por sua vez, podem afetar a perme-

abilidade da membrana, promover danos ao DNA e às proteínas e provocar a peroxidação lipídica, 

conduzindo à morte celular. Essas atividades estão relacionadas à formação de radicais que doam 

elétrons ao oxigênio molecular, formando superóxido radical (O2
-), que ainda pode sofrer uma série 

de reações que se tornam mais reativas, hidroxil (OH-) ou até formar o radical hidroperoxil (HO2
-

) (TESTA, 1995; HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996). 

Com a finalidade de avaliar os possíveis impactos ambientais decorrentes do tratamento de 

águas contaminadas com M. aeruginosa com extratos vegetais, o teste de Allium cepa foi utilizado. 

A espécie A. cepa constitui um dos materiais pioneiros nos estudos de aberrações cromossômicas 

causadas pela ação de agentes físicos e químicos. O primeiro autor a utilizar essa espécie como 

sistema-teste foi Levan (1938) e, desde então, A. cepa tem sido indicada como um eficiente orga-

nismo-teste de citotoxicidade e genotoxicidade. Esse fato se deve às características que possui na 

sua cinética de proliferação, pelo crescimento rápido de suas raízes, pelo grande número de células 

em divisão, pela sua alta tolerância a diferentes condições de cultivo, pela sua disponibilidade du-

rante o ano todo, pelo seu fácil manuseio e por possuir cromossomos em número reduzido (2n=16) 

e de grande tamanho (GRANT, 1982; FISKESJÖ, 1985; MATSUMOTO et al., 2006). 

O teste de A. cepa, além de todas as vantagens mencionadas acima, tem mostrado alta sen-

sibilidade e boa correlação quando comparado com outros sistemas-teste, principalmente com os 

de mamíferos (GRANT, 1982; FISKEJÖ, 1985; RANK e NIELSON, 1994). Muitos estudos de 

comparação entre sistemas-teste vegetais vêm sendo realizados por diversos autores e a maioria 

tem mostrado maior sensibilidade de A. cepa em relação a outras plantas superiores utilizadas como 

organismos-teste, como, por exemplo, a espécie Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID et al., 2007). 

O sistema-teste A. cepa tem sido aplicado para examinar a influência de agentes contaminantes 

presentes em recursos hídricos, assim como, na avaliação do potencial antimutagênico de substân-

cias naturais, da mesma forma que neste estudo (ROBERTO et al., 2007; LEME e MARIN-MO-

RALES, 2008; HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009). 

Analisando os resultados do índice mitótico, foi observado que o controle do bioensaio 

apresentou tendência a aumentar o número de divisões celulares. De acordo com estudo realizado 

por Carmichael et al. (1991) e Laughinghouse IV et al. (2012), a toxicidade proveniente de abun-

dância em microcistinas está relacionada à hiperplasia, citotoxicidade, alterações cromossômicas 
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e mutagenicidade, o que é claramente corroborado pelo presente estudo, uma vez que de acordo 

com Bittencourt-Oliveira et al. (2011) a cepa de M. aeruginosa BCCUSP232 é produtora de mi-

crocistina-LR. Por outro lado, ao utilizar extratos de diferentes vegetais, os índices mitóticos foram 

reduzidos mesmo na presença de microcistinas, indicando potencial efeito inibitório na mitose das 

células de raiz de A. cepa, com maior incidência de alterações cromossômicas, assim como de-

monstrou estudo de Kwankua et al. (2010) e Timothy et al. (2014). Knoll et al. (2006) evidencia-

ram potencial atividade genotóxica de Pterocaulon polystachyum por meio do teste de A. cepa, 

detectaram capacidade inibitória na divisão celular relacionada ao aumento das concentrações de 

extratos aquosos. Da mesma forma, como apresentado no estudo de De Pinho et al. (2010) para o 

tojo (Baccharis trimera), evidenciando efeitos mutagênicos da infusão em células vegetais de A. 

cepa e em células humanas cultivadas. Contudo, os índices avaliados para as frações utilizadas 

(morte, alterações cromossômicas e mutagenicidade), apesar de não diferir estatisticamente do 

controle do bioensaio (meio de cultivo + cianobactéria), apresentaram-se inferiores. Esta diminui-

ção pode estar correlacionada com a redução no número de compostos presente nos extratos (sele-

cionados pelo método de fracionamento) e com o tratamento realizado com as frações utilizadas 

sobre a cultura de M. aeruginosa, que deteeminou redução populacional e diminuição dos meta-

bólitos produzidos pelas algas, o que refletiu diretamente no efeito genotóxico sobre as células de 

A. cepa. 

  

6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos para este estudo mostraram que S. auriculata e E. sonchifolia apre-

sentam potencial para controle de populações de cianobactérias tendo constatada a ação algicida 

exercida em cultura de M. aeruginosa, sugerindo também que o mecanismo de ação pode estar 

correlacionado com o estresse oxidativo, pois houve alterações nas enzimas relacionadas ao equi-

líbrio oxidativo. Estes efeitos podem estar associados ao conteúdo polifenólico encontrado nos 

extratos e frações avaliados. Estudos adicionais serão realizados a fim de elucidar estes aleloquí-

micos. 
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CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E ATIVIDADE ALGICIDA DE FRAÇÕES 

DO EXTRATO ETANÓLICO DE Pistia stratiotes 

 

RESUMO 

 

Aleloquímicos em extratos brutos de Pistia stratiotes Linn. apresentam efeito inibitório sobre a 

cianobactéria nociva Microcystis aeruginosa. Para determinar os aleloquímicos inibitórios, o ex-

trato etanólico bruto foi fracionado e as frações testadas quanto à inibição do crescimento e res-

postas fisiológicas de M. aeruginosa (Kützing) Kützing em condições laboratoriais. Este estudo 

ainda avaliou fitoquímicamente a fração mais ativa nos bioensaios com a cianobactéria, além de 

avaliar a atividade citotóxica e genotóxica da água resultante dos bioensaios por meio do teste de 

Allium cepa. A fração metanólica apresentou 83% de inibição da densidade celular na concentração 

de 50 mg/L. Foi possível observar aumento de espécies reativas de oxigênio e de peroxidação 

lípidica, além do aumento na atividade das enzimas do metabolismo de defesa antioxidante da 

cianobactéria. Ocorreram reduções nos níveis de proteínas totais e da enzima superóxido dismutase 

na cianobactéria, sendo esta última um possível mecanismo de ação para substância (s) bioativa (s) 

de P. stratiotes. Todos estes efeitos podem estar associados ao conteúdo polifenólico encontrado 

na fração avaliada. Assim, novos estudos serão realizados a fim de melhor elucidar estes aleloquí-

micos. 

 

Palavras-chaves: Aleloquímicos; Alface d’água; Allium cepa; Cianobactérias; Densidade celular 

Estresse oxidativo. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A espécie Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’água, é uma planta 

aquática flutuante, amplamente distribuída por todo o mundo (CARDOSO et al., 2005). P. strati-

otes apresenta porte herbáceo, caule, estolonífera, com propagação sexuada e assexuada por meio 

de seus estolões. Possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes, 

dispostas em rosetas, coloração verde, com inflorescência composta por espádice cercada por uma 

espata pilosa (COELHO et al., 2005). Esta espécie 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 (COELHO et al., 2005). Esta macrófita tem 

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

suas raízes, melhorando a qualidade dos sistemas aquáticos. Adicionalmete, tem sido empregada 

no tratamento de esgoto urbano, demonstrando seu potencial de utilização na fitorremediação (LIN 

e LI, 2016). Pesquisas também demonstraram que P. stratiotes apresenta efeitos alelopáticos, po-

dendo interferir e controlar o crescimento de microrganismos como as cianobactérias, sendo o ex-

trato etanólico da planta a forma mais eficiente para esse efeito (LOURENÇÃO et al., 2021). Di-

ante disso, a utilização de aleloquímicos de plantas aquáticas para inibir o crescimento excessivo 

de cianobactérias nocivas torna-se uma abordagem sustentável e ecológica, devido a sua baixa 

toxicidade, alta seletividade e excelente degradabilidade (WANG et al., 2018). 

 

2 OBJETIVO 

 

Este estudo teve como objetivo, fracionar o extrato etanólico de P. stratiotes, identificando 

e caracterizando a fração com maior atividade algicida sobre a cianobactéria Microcystis aerugi-

nosa. Complementarmente, avaliou-se a citoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa da água 

resultante dos bioensaios com a fração com atividade algicida. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS 

 

A macrófita aquática P. stratiotes foi coletada na cidade de Assis - SP, em uma lagoa pú-

blica, sem causar impacto na população de plantas (22º44'59,40 ''S e 50º31'40,40''W) entre os me-
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ses de maio e julho de 2017. O exemplar da espécie foi depositado no Herbário Assisense, identi-

ficado através do voucher HASSI-1038. As plantas inteiras foram lavadas e secas em estufa com 

circulação de ar a 40°C. As folhas secas foram então trituradas para produzir um pó fino. A gordura 

do pó resultante foi removida com hexano em uma garrafa de vidro tampada, que foi submetida a 

ultrassom por 30 minutos, em seguida, filtrado 3 vezes. A extração com etanol por percolação foi 

realizada de acordo com Prista et al. (1995). Para a retirada do solvente extrator, o extrato resultante 

foi filtrado sob vácuo e concentrado em evaporador rotativo. O extrato seco foi então mantido em 

frasco âmbar à temperatura ambiente até sua utilização. 

 

3.2 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM SÍLICA C18 

 

O extrato bruto etanólico de P. stratiotes foi submetido a fracionamento, pois de acordo 

com Lourenção et al. (2021), este apresentava a maior atividade inibitória sobre o crescimento da 

cepa de M. aeruginosa (cepa BCCUSP232). Desta forma, uma coluna cromatográfica foi ajustada 

com cerca de 75% sílica (40-63 µm) e 25% da mesma sílica incorporado com 2,0 g de extrato. Em 

seguida, o extrato foi eluído com misturas de Água/Metanol em polaridade decrescente, realizando 

as separações em fase reversa na seguinte sequência: Água destilada, Água destilada: Metanol 

(80:20), Água destilada: Metanol (60:40), Água destilada: Metanol (40:60), Água destilada: Me-

tanol (20:80) e Metanol. As trocas de solventes eram realizadas sempre que a fração permanecia 

sem evidência de separação, desta forma, o fracionamento do extrato resultou em 6 frações identi-

ficadas de F1 a F6. As frações filtradas foram concentradas em um evaporador rotativo a 40±2°C, 

armazenadas em frasco âmbar a temperatura ambiente e então submetidas aos bioensaios nas con-

centrações de 25 e 50 mg/L. 

 

3.3 BIOENSAIOS COM Microcystis aeruginosa BCCUSP232 

 

A atividade de inibição de algas de cada fração do extrato etanólico foi examinada pela 

adição de 25 e 50 mg/L da fração diluída a um Erlenmeyers de 1000 mL contendo a cianobactéria 

Microcystis aeruginosa (cepa BCCUSP232) em 700 mL de meio ASM-1 (GORHAM et al. 1964). 

Nenhuma fração foi adicionado ao frasco do grupo controle. Os tratamentos foram avaliados em 

triplicada, ou seja, para cada fração do extrato etanólico e controle negativo. Todos os frascos 

foram mantidos em meio de cultivo ASM-1, pH 7,4, em condições ambientais controladas (inten-

sidade 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). 
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Os frascos foram agitados manualmente duas vezes ao dia. Para cada frasco, amostras de 40 mL 

foram retiradas a cada 2 dias do 2° ao 6° dia de exposição da cianobactéria às frações, para deter-

minação da densidade celular, peroxidação lipídica, espécies reativas de oxigênio (H2O2), proteínas 

totais e atividade enzimática do metabolismo antioxidante. 

Todos os experimentos iniciaram com a densidade de 2,3 x 105 células/mL de M. aerugi-

nosa obtida a partir da mesma cultura em fase de crescimento exponencial, e os bioensaios foram 

realizados durante 10 dias, sendo 4 dias para o crescimento da cianobactéria após o inóculo, e 6 

dias de exposição às frações. Na fase de crescimento exponencial (4 dias após o inóculo) das cul-

turas 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. 

O crescimento da população da cianobactéria foi determinado utilizando a densidade celu-

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

conhecidas em espectrofotômetro a 750 nm. 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. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO DAS FRAÇÕES DO EXTRATO ETANÓ-

LICO DE P. stratiotes EM M. aeruginosa BCCUSP 232 

 

3.4.1 Extrações bioquímicas 

 

A biomassa obtida a partir do pellet formado pela centrifugação de 40 mL a 10000 rpm e 

0°C das coletas de cultura de M. aeruginosa, foi homogenizadas em tampão de fosfato 0,1 mol 

(pH 6,5) contendo 1% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP), e posteriormente centrifugadas a 15000 

rpm e 0°C durante 10 min, sendo o sobrenadante obtido armazenado em criotubos a -20°C. 

 

3.4.2 Peroxidação lipídica 

 

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

guindo o método de Madhava Rao e Sresty (2000). 
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3.4.3 Espécies reativas de oxigênio: formação do peróxido de hidrogênio intracelular (H2O2) 

  

O método de Jana e Choudhuri (1982) foi utilizado para medir a formação interna de H2O2 

pela M. aeruginosa, por meio da formação de peróxido de titânio lido em espectrofotômetro a 410 

nm. 

 

3.4.4 Determinação de proteínas totais e atividade das enzimas do metabolismo de defesa 

antioxidante de M. aeruginosa BCCUSP 232 

 

A extração obtida no item 3.4.1 foi utilizada 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 ex-

pressa em µg/mL, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão. A atividade da catalase 

(CAT) foi determinada a 550 nm com base na sua função peroxidativa de acordo com Johansson 

e Borg (1988). A Atividade da peroxidase (POD) foi determinada a 430 nm por meio das mudanças 

na absorbância durante um minuto (REDDY et al., 1996). O ensaio da atividade da superóxido 

dismutase (SOD) foi conduzido a 600 nm de acordo com o método de Misra e Fridovich (1972). 

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). 

 

3.5 QUANTIFICAÇÃO DE FENÓIS E FLAVONOIDES TOTAIS DA FRAÇÃO MAIS ATIVA 

 

A quantificação de fenóis e flavonoides da fração mais ativa nos bioensaios foi realizada 

pela diluição da mesma 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 Sin-

gleton e Rossi (1965), enquanto a quantificação dos flavonoides totais da fração mais ativa foi 

determinada com base no método descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CÉLULAS ME-

RISTEMÁTICAS DE RAIZ DE Allium cepa 

 

Após o último dia do bioensaio (6° dia) com a fração mais ativa do extrato etanólico de P. 

stratiotes sobre M. aeruginosa BCCUSP232, 40 mL dos bioensaios foram separados e utilizada 

para o teste em Allium cepa, de acordo com procedimento descrito por Fiskesjö (1985). 
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Foram utilizadas cinco raízes por parcela, contando 5000 células/tratamento em microscó-

pio óptico. Os efeitos citotóxicos da água residual foram determinados pela análise do índice mi-

tótico (n° total de células em divisão/n° total de células analisadas x 100) e índice de morte celular 

(nº total de células em morte/n° total de células analisadas x 100). As aberrações cromossômicas 

também foram determinadas (anáfase e telófase aberrantes), e suas frequências utilizadas para de-

terminar o índice de alterações cromossômicas (nº total de células alteradas/n° total de células 

analisadas x 100). Já a determinação da frequência de células micronucleadas foi utilizada para 

determinar os efeitos mutagênicos, por meio da análise do índice de mutagenicidade (nº de células 

com micronúcleo e quebras/n° total de células analisadas x 100). 

 

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

  

Os resultados obtidos nos testes acima descritos foram submetidos a análise estatística por 

meio de testes de normalidade (Shapiro-Wilks) e homogeneidade (Levene). Para identificar as di-

ferenças entre os tratamentos e os grupos controles, os dados foram analisados por meio de testes 

paramétricos (ANOVA e Tukey; α=0,05). 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Efeito das frações de P. stratiotes no crescimento de Microcystis aeruginosa BCCUSP232 

 

O fracionamento do extrato etanólico de P. stratiotes resultou em 6 frações identificadas 

de F1 a F6. As frações obtidas foram então utilizadas em novos bioensaios nas concentrações de 

25 e 50 mg/L. 

De maneira a melhor comparar as inibições observadas, e verificar as frações de maior 

efetividade na redução do número de células, as taxas de inibição (Tabela 1) foram calculadas a 

partir das diferentes concentrações utilizadas. 

Por meio dos dados obtidos na Tabela 1, foi possível observar que a exposição às frações 

do extrato etanólico de P. stratiotes, determinou maiores inibições nas concentrações da fração 6 

(25 e 50 mg/L) com valores de 61,4 (±3,2)% e 82,9 (±6,4)%, respectivamente. 

Devido a estes resultados, a fração metanólica (F6) foi selecionada e utilizada no restante 

das análises, a fim de elucidar os seus mecanismos de ação sobre a cepa de M. aeruginosa. 
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Tabela 1 - Taxas de inibição celular média para M. aeruginosa exposta às frações de extrato etanólico de Pistia stra-

tiotes nas concentrações de 25 e 50 mg/mL. 
 

Amostra teste 

Concentração 

de extrato 

(mg/L) 

N0 médio 

(106 célu-

las/mL) 

N médio 

(106 célu-

las/mL) 

TI (%) 

Pistia stratiotes F1 
25 2,95 2,95 0 (±8,8) 

50 2,95 2,85 3,4 (±5,6) 

Pistia stratiotes F2 
25 2,95 3,15 -6,8 (±7,1) 

50 2,95 2,87 2,8 (±9,6) 

Pistia stratiotes F3 
25 2,95 2,89 2,3 (±8,8) 

50 2,95 3,12 -5,6 (±8,7) 

Pistia stratiotes F4 
25 2,95 2,99 -1,1 (±0,8) 

50 2,95 3,00 -1,7 (±4,8) 

Pistia stratiotes F5 
25 2,95 2,94 0,56 (±4,8) 

50 2,95 2,65 10,1 (±8,7) 

Pistia stratiotes F6 
25 2,95 1,14 61,4 (±3,2) 

50 2,95 0,51 82,9 (±6,4) 

N0 e N indicam a concentração celular no recipiente controle e no recipiente teste, respectivamente, após 6 dias de 

experimento, e TI a taxa média (n=3) de inibição calculada (±desvio padrão). Valores negativos representam atividade 

contrária a inibição. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 

 

4.2 Peroxidação Lipídica 

 

As alterações no conteúdo de MDA foram usadas como indicador de peroxidação lipídica 

em M. aeruginosa exposta a diferentes concentrações da fração mais ativa no bioensaio. Como 

apresentado na figura 1, o conteúdo de MDA das células de M. aeruginosa expostas à fração de P. 

stratiotes aumentou significativamente (p<0,05) em comparação ao tratamento controle negativo. 

Esse aumento pôde ser observado já no 2° dia de bionsaio para as duas concentrações da fração 

metanólica do extrato de P. stratiotes. A maior dosagem de MDA (0,16±0,01 mmol/L) foi obtida 

para a menor concentração utilizada da fração (25 mg/L) no 4° dia de bioensaio. 
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Figura 1 - Efeito da fração metanólica (F6) do extrato etanólico de P. stratiotes no conteúdo de Malondialdeído em 

M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos extratos foram determina-

das 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). 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.3 Espécies reativas de oxigênio (ROS): determinação de Peróxido Hidrogênio (H2O2) intra-

celular 

 

Como tendência geral, a concentração de H2O2 interno em Microcystis aeruginosa aumen-

tou ao longo do tempo na presença da fração mais ativa de P. stratiotes (Figura 2). Diferenças 

estatisticamente significativas (p <0,05) na produção de H2O2 por M. aeruginosa foram registradas 

a partir do dia 4° dia de exposição, quando a maior concentração de H2O2 (3,51±0,22 µmol/g) em 

M. aeruginosa foi observada no 6° dia de exposição à menor concentração utilizada da fração (25 

mg/L). 
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Figura 2 - Efeito da fração metanólica (F6) do extrato etanólico de P. stratiotes no conteúdo de H2O2 intracelular em 

M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos extratos foram determina-

das 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.4 Proteínas totais e atividade das enzimas antioxidantes 

 

A fração mais ativa (F6) do extrato etanólico de P. stratiotes causou declínio no conteúdo 

total de proteínas de M. aeruginosa (Figura 3). Ambas as concentrações da fração metanólica re-

duziram significativamente (p <0,05) as concentrações totais de proteínas de M. aeruginosa ao 

longo do estudo, quando comparadas com o grupo controle. A maior redução foi observada no 6° 

dia de exposição à maior concentração utilizada da fração F6 (50 mg/L). 
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Figura 3 - Efeito da fração metanólica (F6) do extrato etanólico de P. stratiotes no conteúdo de proteínas totais em 

M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos extratos foram determina-

das por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os símbolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, e ‘d’ representam signifi-

cância em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Comparada ao controle, a atividade da catalase de M. aeruginosa aumentou significativa-

mente (p <0,05) na presença da fração metanólica ao longo do experimento, para ambas as con-

centrações utilizadas, desde a primeira dosagem (Figura 4). As maiores atividades da CAT foram 

verificadas para a menor concentração da fração utilizada (25 mg/L). 

 

 

 

 



84 

 

 
Figura 4 - Efeito da fração metanólica (F6) do extrato etanólico 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’ e ‘b’ representam significância em 

P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Como pode ser observado na Figura 5, a atividade da enzima POD de M. aeruginosa au-

mentou após a exposição a ambas concentrações da fração do extrato etanólico de P. stratiotes. O 

acréscimo na atividade da POD durante todo o bioensaio foi estatisticamente significativa em com-

paração ao grupo controle (p <0,05). O maior nível de atividade da enzima (0.03±0,001 U/mL) foi 

obtido para a concentração de 50 mg/L da fração no 2° dia de exposição. 
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Figura 5 - Efeito da fração metanólica (F6) do extrato etanólico 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’ e ‘c’ representam significância em 

P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrão (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Foi significativamente inibida (p <0,05) a atividade da enzima SOD da cianobactéria após 

exposição a fração metanólica (Figura 6). Essa redução pôde ser observada em todo o período de 

exposição de M. aeruginosa às diferentes concentrações da fração F6 (25 e 50 mg/L). 

 

 

 

 

 

 



86 

 

 
Figura 6 - Efeito da fração metnólica (F6) do extrato etanólico de P. stratiotes na atividade da Superóxido dismutase 

em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferenças entre o controle e as diferentes concentrações dos extratos foram deter-

minadas 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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

Na Figura 7, estão apresentados os dados obtidos para a atividade da enzima GST. Durante 

todo o período do bioensaio, foi possível verificar aumento significativo na atividade da GST de 

M. aeruginosa nas duas concentrações utilizadas da fração, quando comparadas ao grupo controle. 

Os maiores níveis de atividade da enzima foram obtidos para a concentração de 50 mg/L da fração 

do extrato etanólico de P. stratiotes durante todo o período de bioensaio, mesmo não ocorrendo 

diferenças estatísticas entre as duas concentrações da fração utilizada. 
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Figura 7 - Efeito da fração metanólica (F6) do extrato etanólico de P. stratiotes na atividade da Glutationa S-transfe-

rase (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). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

4.5 Determinação de polifenóis e flavonoides totais 

 

Análises fitoquímicas revelaram que a fração mais ativa do extrato etanólico de P. stratiotes 

possuía 170.5 (±7.1) mg de polifenóis totais GAE g-1 DW e 93.4 (±4.3) mg RE g-1 DW de fla-

vonoides totais. 

 

4.6 Determinação da citotoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa 

 

A citotoxicidade e genotoxicidade em células meristemáticas radiculares de A. cepa, 

expostas a água residual dos bioensaios de M. aeruginosa tratada com a fração mais ativa de P. 

stratiotes, está apresentada na Tabela 2. Os dados obtidos permitiram observar que o controle do 

bioensaio e fração de P. stratiotes apresentaram aumento significativo nos índices de morte, 

alterações cromossômicas e mutagenicidade em relação ao controle negativo (água destilada). Em 

comparação com o controle do bioensaio, a fração utilizada de P. stratiotes apresentou redução 

nos valores médios do índice mitótico, de morte, aberrações cromossômicas e mutagenicidade, 

porém não diferindo estatisticamente do mesmo. 
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Tabela 2 - Índice Mitótico, Índice de Morte, Índice de alterações cromossômicas e Índice de mutagenicidade de células 

meristemáticas de raiz de Allium cepa tratadas com água resultante do bioensaio com M. aeruginosa utilizando fração 

ativa do extrato etanólico de P. stratiotes em duas concentrações. Controle negativo foi tratado com água destilada e 

controle do bioensaio tratado com a água resultante do bioensaio sem adição de extrato ou fração (Meio de cultivo + 

Cianobactéria). 
 

Bioensaio 
Índice 

mitótico 

Índice de 

morte 

Índice de 

alterações 

cromossômicas 

Índice de 

mutagenicidade 

Controle negativo 10.09±1.07a 0.25±0.12a 0.23±0.15a 0.00±0.00a 

Controle do bioensaio 11.62±0.70a 2.74±0.49b 1.40±0.68b 1.34±0.31b 

F6 P. stratiotes 25 mg/L 10.94±0.76a 2.38±0.39b 1.31±0.28b 1.07±0.23b 

F6 P. stratiotes 50 mg/L 10.89±0.75a 2.41±0.55b 1.30±0.39b 1.11±0.22b 

F6=Fração metanólica. 5000 células analisadas. Médias±Desvio padrão . 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. 
Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
 

5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo avaliou as frações do extrato bruto de P. stratiotes para determinar uma 

fração ativa, com atividade alelopática significativa sobre a cultura e crescimento de M. aerugi-

nosa. Estudos anteriores realizados por Wu et al. (2013), Wu et al. (2015) e Lourenção et al. 

(2021), demonstraram que extratos brutos de P. stratiotes apresentaram atividade inibitória sobre 

cianobactérias. Já Mohamed (2017), Zhu et al. (2021) e Lourenção et al. (2021) demonstraram a 

presença de diferentes compostos ativos em extratos de P. stratiotes, com ação alelopática sobre 

M. aeruginosa, entre eles polifenóis, ácido linoleico, luteolina, ácidos graxos, cetonas esteróidais 

e ácido palmítico, sendo este último o composto majoritário em extrato etanólico da planta. 

No presente estudo, foi realizado pela primeira vez o fracionamento do extrato etanólico de 

P. stratiotes, com a finalidade de determinar a fração com maior atividade algicida sobre cultura 

de M. aeruginosa. Após fracionamento, foi determinada uma fração com atividade de 83% de 

inibição da densidade celular na concentração de 50 mg/L, sendo esta considerada a fração mais 

ativa. Em seguida, foram avaliados o potencial oxidativo, citotoxicidade e genotoxicidade. 

 Nas análises do potencial oxidativo foi identificado aumento nos níveis de malonaldeído 

(MDA) nos grupos tratados com a fração. As membranas celulares das algas são constituídas de 

fosfolipídios não saturados, que são vulneráveis a espécies reativas de oxigênio (ROS), e o MDA 

é um produto de decomposição destas membranas, principalmente devido ao dano oxidativo (PAN-

CHA et al., 2015). Assim, o aumento do potencial oxidativo causado pelos conteúdos intracelulares 

de H2O2 e MDA, pode ser relacionado aos compostos presentes na fração estudada. Além disso, 
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Aguiar et al. (2007) demonstraram que os compostos polifenólicos são potentes agentes pró-oxi-

dativos e sua atividade pode induzir maior produção de ROS em diferentes células, justificando 

assim os teores encontrados no presente estudo para esses compostos. 

Para células de cianobactérias em condições normais, a produção e eliminação de espécies 

reativas de oxigênio intracelular (ROS) estão em um estado de equilíbrio dinâmico. No entanto, 

com a exposição aos aleloquímicos, as ROS intracelulares aumentam excessivamente por meio da 

oxidação direta dos aleloquímicos (LU et al., 2016) ou da geração de 1O2 e outras ROS (RAMEL 

et al., 2012). 

As respostas antioxidantes à superprodução de ROS intracelulares incluiu a ativação de 

antioxidantes enzimáticos, como catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) 

entre outros, e variação do conteúdo e das taxas de regeneração de antioxidantes não enzimáticos, 

como a glutationa reduzida (GSH) (HONG et al., 2008, 2009). Uma vez que o nível de ROS excede 

o limite da capacidade antioxidante, as atividades biofísicas das células das cianobactérias seriam 

severamente influenciadas e, eventualmente, efeitos de inibição apareceriam. Neste estudo, as mo-

léculas de defesa antioxidante CAT, POD e GST tiveram suas atividades aumentadas diante da 

exposição à fração estudada, confirmando sua atividade pró-oxidativa. 

Os teores de SOD observados no presente estudo, nos tratamentos com a fração mais ativa 

do extrato etanólico de P. stratiotes, apresentaram-se inferiores aos observado no controle, inde-

pendentemente do tempo de exposição e da concentração de extrato utilizado. 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 antio-

xidante inativando a SOD, portanto, colaboram para ação algicida. Desta forma, os resultados su-

gerem que este pode ser um importante mecanismo 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 livres e peróxidos li-

vres, resultando na redução no teor de proteínas totais e na inibição do crescimento da cianobacté-

ria, assim com observado neste estudo. 

Na avaliação da citotoxicidade e genotoxicidade, os tratamentos utilizados não apresenta-

ram diferença estatística entre si, porém foi observada tendência de aumento de todos os índices 

analisados quando comparados ao controle negativo. Carmichael et al. (1991) e Laughinghouse IV 

et al. (2012) em seus estudos concluíram que a toxicidade gerada pela exposição a microcistinas 

está relacionada à hiperplasia, citotoxicidade, alterações cromossômicas e mutagenicidade, que 

claramente é corroborado pelo presente estudo, uma vez que de acordo com Bittencourt-Oliveira 

et al. (2011) a cepa de M. aeruginosa BCCUSP232 é produtora de microcistina-LR. Contudo, os 
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índices avaliados (morte, alterações cromossômicas e mutagenicidade), apesar de não diferir esta-

tisticamente do controle do bioensaio (meio de cultivo + cianobactéria), apresentaram índices in-

feriores. Esta diminuição pode estar correlacionada com o tratamento realizado com a fração me-

tanólica sobre a cultura de M. aeruginosa, que determinou a redução populacional e diminuição 

dos metabólitos produzidos pelas algas, o que refletiu diretamente no efeito genotóxico sobre as 

células de A. cepa. 

De acordo com Appel (1993) e Yu et al. (2003), compostos polifenólicos como os encon-

trados neste estudo apresentam potencial fitotóxico, pois é sabido que muitas quinonas e fenóis 

podem afetar a permeabilidade da membrana, causando danos ao DNA, às proteínas, e causando 

peroxidação lipídica, propiciando até a morte célular, o que poderia culminar no efeito inibitório 

do crescimento de M. aeruginosa. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos para este estudo sugerem que compostos fenólicos (flavonoides e/ou 

ácidos orgânicos) presentes na fração metanólica do extrato bruto de P. stratiotes, são potenciais 

fornecedores de compostos algicidas sobre a cultura de M. aeruginosa, interferindo em seu cresci-

mento. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

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

Extratos e frações de Pistia stratiotes, Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia interferem 

no crescimento da cepa de Microcystis aeruginosa BCCUSP232 produtora de cianotoxina, princi-

palmente 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, 

Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia agiram como estressores no metabolismo da mesma. 

Pistia stratiotes inibiu a atividade da enzima superóxido dismutase durante o período de 

testes, demonstrando ser esse um importante mecanismo de ação dos compostos desta planta sobre 

o metabolismo da cianobactéria. 

As análises de cromatografia gasosa (CG)/espectrometria de massa (MS) dos extratos eta-

nólico e aquoso de Pistia stratiotes apresentaram o éster etílico do ácido palmítico como principal 

aleloquímico. 

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

bitória no crescimento de cianobactérias, devido ao potencial fitotóxico encontrado na literatura 

para a presença destes compostos vegetais. 

Os extratos e as frações mais ativas nos bioensaios apresentaram atividade algistática, den-

tro das concentrações avaliadas, sugerindo que os mesmos são fontes de compostos que proporci-

onam estresse oxidativo e a peroxidação lipídica as cianobactérias, processos estes de interesse ao 

controle populacional destes microrganismos. 


