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RESUMO 

 

A contaminação ambiental por arsênio vem aumentando nos últimos anos, seja 

através de fontes naturais ou antropogênicas, o que pode ocasionar uma maior exposição 

do homem a este composto tóxico. Vários estudos vêm analisando o potencial de 

espécies cianobacterianas como possíveis biorremediadoras na busca de soluções para 

diminuir os impactos causados por este metaloide. A cianobactéria filamentosa 

Phormidium sp. se destaca por apresentar mecanismos bem desenvolvidos de adaptação 

às diversas condições ambientais. O presente estudo objetivou analisar o perfil de 

resistência da Phormidium sp. em diferentes concentrações de arsenato de sódio. A 

cianobactéria foi inoculada em tubos contendo 4 mL de meio BG-11 líquido e diferentes 

concentrações de arsenato (5, 10, 30, 50, 100, 130, 150, 200 e 250 mM) e sem a 

presença do metaloide (controle) e cultivadas durante 20 dias a 25ºC, sem agitação e 

com fotoperíodo de 12/12 horas de luz/escuro. A toxicidade do arsenato para Phormidium 

sp. foi caracterizada pela inibição do crescimento, sendo este determinado pela 

concentração de clorofila a. Todas as condições foram realizadas em triplicatas. A 

determinação do arsênio total presente nas amostras foi obtida através da técnica de 

espectrometria de emissão óptica com plasma induzido, do Instituto Evandro Chagas. A 

resistência de Phormidium sp. ao arsenato foi observada em  até 50 mM do composto 

(p>0,05). À partir de 100 mM de arsenato foi observada inibição do crescimento 

cianobacteriano (p<0,05). As análises da dosagem de arsênio total no meio de cultura 

mostram que, durante os primeiros dias de experimento, a concentração de arsênio no 

meio de cultura foi reduzido, seguido de um aumento gradativo na concentração deste 

metaloide. Provavelmente, esta cianobacteria pode acumular o arsênio e posteriormente 

excretar este metaloide para o meio extracelular. Os resultados obtidos indicam a 

capacidade que a cianobactéria Phormidium sp. possui de crescer em meio contendo 

altas concentrações de arsênio. No entanto, outras análises se tornam fundamental para 

elucidar as vias metabólicas envolvidas durante o processo de resistência a este 

metaloide. 

 

Palavras-chaves: Arsênio, Bioacumulação, Cianobactéria, Phormidium sp. 



 

 

IX 

ABSTRACT 

 

Environmental contamination by arsenic has been increasing in recent years, either 

through natural or anthropogenic sources, which can cause greater exposure of humans to 

this toxic compound. Several studies have been developed to analyze the capacity of 

cyanobacterial species in bioremediation. The filamentous cyanobacterium Phormidium 

sp. excels due to well developed mechanisms to adapt to different environmental 

conditions. The present study aimed to analyze the resistance profile of Phormidium sp. at 

different concentrations of sodium arsenate. The cyanobacterium was inoculated in tubes 

containing 4 ml of BG-11 liquid medium and different concentrations of arsenate (5, 10, 30, 

50, 100, 130, 150, 200 and 250 mM) without the presence of metalloid (control) and 

cultured for 20 days at 25 ° C without agitation and with a photoperiod of 12/12 h light / 

dark. The toxicity of arsenate to Phormidium sp. has been characterized by growth 

inhibition being determined by the concentration of chlorophyll a. All conditions were 

performed in triplicate. The determination of total arsenic in the samples was obtained 

using the technique of optical emission spectrometry with inductively coupled plasma, the 

Instituto Evandro Chagas. The resistance of Phormidium sp. to arsenate was observed up 

to 50 mM of compound (p>0.05). Growth inhibition was observed above 100mM of 

arsenate (p<0.05). The analyzes of the total dose of arsenic in the culture medium showed 

that during the first day of experiment, the concentration of arsenic in the culture medium 

was lowered, followed by a gradual increase in the concentration of this metalloid. 

Probably, this cyanobacteria can accumulate arsenic and later excrete this metalloid to the 

extracellular medium. The results indicate the ability of the cyanobacterium Phormidium 

sp. has to grow in medium containing high concentrations of arsenic. However, other 

analyzes become fundamental for elucidating the metabolic pathways involved in the 

process of resistance to this metalloid. 

 

Key-words: Arsenic, Bioremediation, Cyanobacterium, Phormidium sp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  AS CIANOBACTÉRIAS 

 

As cianobactérias compreendem um dos maiores e mais diversos  grupos de 

procariotos, podendo ser encontradas em ambientes aquáticos, terrestres e até mesmo 

em condições extremas como em geleiras, proximidades de vulcões e fontes termais 

(AZEVEDO & SANT’ANNA, 2006). Apresentam uma diversificação quanto à sua forma, 

sendo encontradas espécies unicelulares cocóides, filamentosas ou filamentosas 

ramificadas (BRANDÃO & DOMINGOS, 2006). A parede celular é semelhante a de 

bactérias Gram-negativas, porém com envoltório mais espesso, podendo chegar até 700 

nm de espessura, como observado em Oscillatoria princeps (HOICZIK & BAUMEISTER, 

1995).  

A adaptação das cianobactérias aos mais variados ambientes pode estar 

associada à presença de determinadas estruturas, como os heterócitos, estruturas 

especializadas na captação de nitrogênio atmosférico; os acinetos, células que funcionam 

como esporos de resistência em condições adversas; aerótopos, que permitem a 

migração vertical na coluna d’água, e à presença de grãos de polifosfatos (BRANDÃO & 

DOMINGOS, 2006; AZEVEDO & SANT’ANNA, 2006). 

Atualmente, a taxonomia das cianobactérias tenta reunir as características 

morfológicas, ecológicas, bioquímicas, ultraestruturais e genéticas em sistemas de 

classificação polifásicos. Dessa forma, Hoffmann et al. (2005) propuseram uma nova 

revisão taxonômica com base nesta nova abordagem. Nesta classificação, as ordens 

cianobacterianas estão agrupadas em quatro subclasses como mostrado na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

        Tabela 1. Classificação polifásica das cianobactérias (Hoffmann et al., 2005) 

Taxonomia Morfologia 

Subclasse Gloeobacterophycidae  

Ordem Gloeobacterales Cocóides sem tilacóides 

Subclasse Synechococcophycidae  

Ordem Synechococcales Unicelulares ou coloniais, tilacóides 

paralelos à superfície da célula. 

Ordem Pseudanabaenales Tilacóides paralelos à superfície da 

célula, filamentos finos. 

Subclasse Oscillatoriophycidae  

Ordem Chroococcales Unicelulares ou coloniais, arranjo radial 

dos tilacóides. 

Ordem Oscillatoriales Arranjo radial dos tilacóides, filamentosos 

largos. 

Subclasse Nostocophycidae  

Ordem Nostocales Filamentosos heterocitados, arranjo 

irregular dos tilacóides. 

 

 

As cianobactérias vivem em equilíbrio como os demais organismos,  quando em 

condições naturais. Entretanto, alterações nesses ambientes, ocasionam a presença de 

florações ou “blooms” de cianobactérias, fenômeno caracterizado pelo intenso 

crescimento desses micro-organismos na água (CARMICHAEL, 1994). As florações são 

ocasionadas pela eutrofização dos ambientes aquáticos, decorrentes principalmente de 

atividades urbanas e industriais, que descarregam seus efluentes nos corpos d’água 

provocando o acúmulo de nutrientes ricos em fósforo e nitrogênio que, juntamente com a 

elevada temperatura da água, se tornam ambientes propícios para estas florações 

(FERNANDES, 2009). 

 As florações de cianobactérias causam impactos sociais, econômicos e 

ambientais. Entre estes impactos, pode-se destacar a alteração da coloração da água 

(“natas” verdes na superfície), odor desagradável, além de afetar a capacidade de 

sobrevivência de organismos aquáticos, pois estas florações acarretam na 

desoxigenação, alterando assim a química da água. Além disso, esse fenômeno ocasiona 

a produção de metabólitos secundários bioativos, como as cianotoxinas, com 
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propriedades tóxicas que pode afetar a saúde de muitos animais, inclusive o homem 

(CARMICHAEL, 1997).  

As cianotoxinas são um grupo diverso de toxinas naturais. A maioria das 

cianotoxinas identificadas até o momento apresentam efeito tóxico para a maioria dos 

mamíferos terrestres e para a biota aquática (WHO 1999). Os mecanismos de toxicidade 

cianobacterianas atualmente descritos são diversos e variam de efeitos hepatotóxicos, 

neurotóxicos e dermatotóxicos (WHO 1999).  

Muitas pesquisas têm demonstrado a importância das cianobactérias na 

biotecnologia (PINOTTI & SEGATO, 1991; ABED et al., 2008; BERRY et al., 2008). 

Algumas dessas aplicações incluem o uso destes micro-organismos na agricultura, na 

área médica, na alimentação e na produção de vários metabólitos secundários, incluindo 

toxinas, vitaminas, enzimas e produtos farmacêuticos. A aplicação de cianobactérias tem 

se mostrado promissora na proteção ambiental, devido à capacidade que muitas espécies 

apresentam de absorver poluentes inorgânicos, como metais e metalóides, em ambientes 

impactados. Entre estes organismos, pode-se destacar a cianobactéria Phormidium sp., 

espécie alvo do presente estudo. 

 

1.1.1 A ESPÉCIE Phormidium sp. 

 

De acordo com Hoffmann et al. (2005), a cianobactéria Phormidium sp. (Figura 1-A) 

pertence à Classe Cyanophyceae, Subclasse Oscillatoriophycidae, Ordem Oscillatoriales 

e Família Phormidiaceae. O gênero Phormidium (KÜTZING ex GOMONT, 1892) 

compreende espécies filamentosas, com tricomas relativamente longos e homocitados 

(constituídos apenas de células vegetativas), normalmente com 2-12 µm de largura. As 

células são tipicamente isodiamétricas, ou pouco mais longas ou mais curtas do que 

largas e geralmente não apresentam aerótopos, mas estes podem ser formados em 

condições propícias. 

A reprodução desses micro-organismos ocorre pela fragmentação do tricoma 

formando pequenas células denominadas hormogônias (Figura 1-B). Em alguns casos a 

fragmentação do tricoma pode ser auxiliada por células necrídicas, células encontradas 

de um ou de ambos os lados do tricoma e sua morte e lise auxilia na quebra transcelular 

do tricoma e liberação das hormogônias (HOFFMANN et al., 2005). Neste tipo de 
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reprodução, a região final do tricoma se diferencia, formando o hormogônio, e este estão 

é liberado do tricoma, dando origem a novos indivíduos (BRANDÃO E DOMINGOS, 

2006). 

 Assim como a maioria das cianobactérias, Phormidium sp. pode ser encontrada 

nos mais variados ambientes, inclusive nos extremos como os polares, os desérticos e 

em águas termais. Este gênero inclui por volta de 200 espécies distribuídas em todo o 

globo (BICUDO, 2006). 

 

 

Figura 1: Espécie Phormidium sp. (A) aspecto geral da espécie; (B) hormogônio. Fonte: 

Azevedo & Sant’anna, 2006.  

Vários estudos observaram que algumas espécies do gênero Phormidium 

apresentam grande importância no campo terapêutico, alimentício e ambiental (ABED et 

al., 2008; BHATTACHARYA & PAL, 2011; BLOOR & ENGLAND, 1989, RESHEF et al., 

1997). Glicolipídeos isolados de P. tenue demonstraram inibir a atividade da DNA 

polimerase associada com a transcriptase reversa do HIV-1 (RESHEF et al., 1997; 

RAJEEV & XU, 2004). Na Índia, a espécie P. valderianum tem sido usada como uma 

fonte completa para alimentação de organismos aquáticos, devido ao seu valor nutricional 

e sua natureza não tóxica (ABED et al., 2008). Polissacarídeos capsulados isolados de 

diferentes linhagens de Phormidium mostraram propriedades anti-inflamatórias (TENEVA 

et al., 2005). 

Alguns estudos analisaram o potencial das espécies de Phormidium para a 

remoção de poluentes de ambientes aquáticos contaminados (MATSUTO et al., 1984; 

WANG et al., 1998; COHEN, 2002). Em estudo realizado por Wang et al. (1998) a 

biorremediação de alguns metais traços (chumbo, cobre, cádmio, zinco, níquel) pela 
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Phormidium sp. foi avaliada em diferentes valores de pH. Os resultados mostraram que as 

maiores taxas de absorção foram as de chumbo (13.600 mg/Kg) e cobre (10.100 mg/Kg) 

em solução levemente ácida (pH=5). Dentro de 60 minutos, a Phormidium sp. reduziu as 

concentrações destes metais, exceto o cádmio, para níveis abaixo dos critérios de 

qualidade da água estipulados pela Agência de Proteção Ambiental (EPA) (0,01 mg/L).  

 Em relação ao arsênio, algumas espécies de Phormidium mostraram tolerar altas 

concentrações deste metalóide (MATSUTO et al., 1984; BHATTACHARYA & PAL, 2011; 

MAEDA et al., 2004). A resistência dessas espécies ao composto tóxico foi detectada por 

Bhattacharya & Pal (2011), que observaram um crescimento em até 0.003 mM de 

arsenato de sódio, e por Shaheen et al. (2007), que observaram uma tolerância em até 30 

mM de arsenato em meio de cultura líquido. 

      

1.2 SIGNIFICÂNCIA AMBIENTAL E SOCIAL DO ARSÊNIO 

 

Estudos enfocando a contaminação ambiental por compostos tóxicos são de 

extrema importância, pois os metais e metalóides liberados na natureza permanecem 

durante centenas de anos afetando os ambientes aquáticos e terrestres. Entre estes 

elementos tóxicos, pode-se destacar o metalóide arsênio (As), que vem recebendo 

atenção das autoridades governamentais e de saúde pública devido ao seu potencial 

poluidor e ao grande volume gerado diariamente (MUKHOPADHYAY et al., 2002). 

O arsênio apresenta uma ampla distribuição sendo encontrado nos solos, 

atmosfera, em ambientes aquáticos (SPERLING, 2002) e em organismos, como ostras e 

crustáceos (WANG & ZHAO, 2009). No ambiente, ocorre em quatro estados de oxidação: 

arseneto As(-III), arsênio elementar As(0), arsenito As(III) e arsenato As(V), sendo as 

duas últimas as formas inorgânicas mais comuns (ROSEN, 2002). Outras formas em que 

este elemento pode ser encontrado incluem as formas orgânicas como a arsenobetaína, 

comumente encontrada em ambientes marinhos (SMEDLEY & KINNIBURGH, 2002; 

DEMBITSKY & REKANZA, 2003), e os arsenoaçúcares, que são mais abundantes em 

plantas (WANG & ZHAO, 2009). Além destes, podem ser encontradas espécies metiladas 

voláteis, como ácido monometilarsenioso (MMA(III)), ácido monometilarsônico (MMA(V)), 
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ácido  dimetilarsenioso (DMA(III)), trimetilarsina (TMA(III)) e óxido de trimetilarsina 

(TMAO) (BARRA, 2000). 

Este metalóide pode ser liberado para o ambiente através de fontes naturais 

(vulcões, erosão e intemperismo de solos e rochas), e de atividades antropogênicas, 

como queima de combustíveis fósseis, indústrias de fundição de metais, uso de 

pesticidas, preservantes de madeira, refinaria do petróleo e atividades de mineração 

(DEMBITSKY & REZANKA, 2003; SANTOS et al., 2003).  

O mineral de arsênio mais comum é o arsenopirita (FeAsS) (SMEDLEY & 

KINNIBURGH, 2002). A oxidação natural deste mineral, promovido pelo intemperismo, 

forma compostos pentavalentes, como o arsenato de ferro (FeAsO4), e assim, liberam 

arsênio para águas subterrâneas, águas superficiais, solo e atmosfera, ocasionando a 

contaminação destes ambientes (BORBA  et al., 2004) (Figura 2). O ciclo biológico do 

arsênio, inclui a metilação de arsenito para ácido monometilarsonico (MMA(V)) ou ácido 

dimetilarsinico (DMAA), seguido por outros compostos organoarsênicos e à metilação do 

arsênio a trimetilarsina (TMA), o qual se volatiliza na atmosfera (ROY & SAHA, 2002). 

       

 

Figura 2: Representação esquemática do ciclo biogeoquímico do arsênio no ambiente. O 

ciclo mostra as duas principais fontes de arsênio e a consequente contaminação 

ambiental. Adaptado de Qin et al. (2006). 
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Vários países já relataram casos de contaminação por arsênio, entre os quais 

podemos destacar: Bangladesh, China, Índia, Estados Unidos e Nepal (WHO, 2001). No 

Brasil, a contaminação ambiental por este metalóide foi relatado no Quadrilátero Ferrífero 

(Minas Gerais), onde a contaminação está  relacionada à intensa mineração do ouro; no 

Vale do Ribeira, localizado no sul do estado de São Paulo e ao leste do estado do 

Paraná, onde ocorreu intensa atividade de mineração e refino de metais até 1996 e em 

Santana, no Amapá, que apresenta uma alta contaminação por arsênio em decorrência 

das atividades do minério de manganês por cerca de 50 anos (SANTOS et al., 2003).  

A população humana contamina-se por arsênio pela ingestão da água e alimentos 

contaminados por este metalóide, pela inalação de gases, contato dérmico e via parental 

(KHAN, 2009). O contato com o arsênio em altas concentrações e a exposição 

prolongada pode causar câncer de pele, de pulmão e de pâncreas, abalos no sistema 

nervoso (CHEN et al., 1992), assim como conjuntivite e problemas cardiovasculares 

(CERVANTES et al., 1994; BARRA et al., 2000). 

Diante destes riscos, os níveis de contaminação máxima (NCM) permitidos para o 

arsênio estão sendo reduzidos em águas de abastecimento público. Em 2003, a 

Comissão Européia reduziu o NCM de arsênio em água de consumo de 50 para 10 µg/L 

(EUROPEAN COMMISSION DIRECTIVE, 1998). No Brasil, a concentração máxima 

permitida é de 10 µg/L (portaria 2914/2011 do MINISTÉRIO DA SAÚDE e portaria 

396/2008 CONAMA). Entretanto, em alguns países como Argentina, Austrália, Chile e 

México, os níveis de arsênio na água potável estão acima dos limites estabelecidos 

(WHO, 2001) (Figura 3). 

Apesar da toxicidade, alguns compostos de arsênio apresentam uma ampla 

utilização, com cerca de 75% do consumo total de arsênio sendo utilizado na agricultura, 

como em herbicidas, inseticidas e desfolhantes (SUBRAMANIAN et al., 2002). Os 

compostos inorgânicos do arsênio foram muito utilizados como medicamentos até a 

metade do século XX, como no tratamento de leucemia, psoríase e asma crônica 

(ATSDR, 2000). Atualmente, agentes terapêuticos como o melarsoprol são utilizados no 

tratamento de estágios avançados da doença do sono (BHATTACHARJEE, 2009). O 

trióxido de arsênio apresenta efeito antitumoral, sendo utilizado no tratamento da 

leucemia promielocítica aguda (PLATANIAS, 2009). Além disso, este elemento é bastante 
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utilizado na fabricação de pigmentos, vidros, pesticidas e em ração animal, principalmente 

de aves e suínos, como promotor do crescimento (SPERLING, 2002).  

 

 

 

Figura 3: Mapa mundial das populações em risco pela contaminação por arsênio. Os 

números indicam o número de pessoas cujo consumo diário de água inclui níveis de 

arsênio acima dos limites estabelecidos (10 µg/L). As regiões mais escuras indicam as 

maiores contaminações. Fonte: Liévremont et al. (2009).  

 

1.3 EFEITOS BIOLÓGICOS DO ARSÊNIO EM MICRO-ORGANISMOS 

 

As duas formas mais comuns de arsênio, arsenito [As(III)] e arsenato [As(V)], 

possuem efeitos tóxicos diferentes dentro das células dos micro-organismos, sendo o 

arsenito cerca de 60 vezes mais tóxico que arsenato (BARRA et al., 2000). Os danos 

causados pelo arsenito são ocasionados pela sua ligação aos grupos tióis dos resíduos 

de cisteína e ao nitrogênio imidazólico dos resíduos de histidinas, produzindo 
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modificações estruturais nas proteínas e levando à inativação de algumas enzimas 

(VENTURA–LIMA et al. 2010). O arsenato, por ser um análogo estrutural do fosfato e 

competir com ele pelo mesmo sítio de ligação, afeta as atividades de fosforilação, 

principalmente a síntese de ATP, devido à inativação da fosforilação oxidativa (LÉONARD 

& LAUWERYS, 1980; CERVANTES et al. 1994), interferindo no metabolismo energético 

das células (LIÈVREMONT, 2009). 

A toxicidade do arsenito já foi analisada por Budd et al. (1986), que observaram 

que 200 µM de arsenito interferiu na fotossíntese e na biosíntese de aminoácidos da 

cianobactéria Synechococcus leopoliensis. Ciprandi et al. (2012) observaram que o 

proteoma diferencial de Chromobacterium violaceum, uma bactéria Gram-negativa, em 

resposta ao arsenito de sódio, revelou que as maiores alterações causadas por este 

metalóide estão associadas com o estresse oxidativo, que podem acarretar lesões no 

DNA, inativação de enzimas e alteração no metabolismo (IMLAY, 2008). Além disso, os 

autores observaram a expressão de enzimas do metabolismo dos lipídeos (acil-CoA 

desidrogenase e enoil-CoA hidratase), uma do metabolismo de aminoácidos (3-hidroxi-

isobutirato) e uma do metabolismo de coenzimas (riboflavina sintase), após exposição ao 

arsenito, o que demonstra que os efeitos do arsênio podem atingir vias metabólicas 

importantes para a manutenção da célula. 

 Devido a similaridade estrutural entre o arsenato e fosfato, vários estudos são 

realizados com o intuito de verificar a toxicidade deste metalóide na presença e/ou 

ausência do fosfato (THIEL, 1988; GOMES et al., 2007; GONG et al., 2009). Thiel (1988) 

relata que não ocorre uma competição entre o fosfato e o arsenato para entrar nas células 

da cianobactéria Anabaena variabilis, onde o arsenato não inibiu a absorção de fosfato. 

Desta forma, o fosfato protege as células contra a toxicidade do arsenato. Gomes et al. 

(2007) observaram que a cianobactéria Geitlerinema UFV-E01 absorveu as maiores 

concentrações de arsenato em meio contendo baixas concentrações de fosfato e, após 24 

horas de exposição ao arsênio, esta espécie acumulou cerca de 665,25 µg/g de As em 

suas células, e não foi observada redução na produção de biomassa. Entretanto, ao 

analisarem a resistência de Stigeoclonium UFV-E01, uma clorófita, ao arsenato de sódio, 

estes autores observaram que o seu crescimento não foi influenciado pelas 

concentrações de fosfato no meio de cultura. Diferentemente do que foi observado em 

Geitlerinema, esta espécie apresentou redução na produção de biomassa e alterações 
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morfológicas nos filamentos caracterizados pelo aparecimento de células estreitas e 

longas, com cloroplastos deformados e de tamanhos reduzidos quando comparados com 

as células sadias.  

O arsenato pode induzir, em algumas cianobactérias, a transcrição de genes da 

síntese de microcistina, uma hepatotoxina, ou seja, uma toxina responsável por graves 

problemas hepáticos, podendo causar a morte de animais e seres humanos 

(BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2003). Em estudo realizado por Gong et al. (2009), os 

autores observaram que o conteúdo de microcistina celular da cianobactéria Microcystis 

PCC7806 aumentou linearmente com a exposição desta espécie a diferentes 

concentrações de arsenato (0,01 µM a 100 µM), e os corpos de polifosfato celular 

auxiliaram as enzimas necessárias e precursoras para a síntese de microcistina (DAI et 

al., 2008). De acordo com Rohrlack et al., (1999) essa liberação de toxinas pode ocorrer 

como um sistema de defesa destes organismos quando em contato com o metalóide.  

 

 

1.4 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA AO ARSÊNIO EM PROCARIOTOS 

 

 A ubiquidade do arsênio nos ambientes naturais tem permitido aos micro-

organismos o desenvolvimento de mecanismos de defesa contra a toxicidade deste 

metalóide (MATEOS et al., 2006). Com isso, alguns organismos podem minimizar a 

captação de arsenato através do sistema de transporte de fosfato (CERVANTES et al., 

1994), outros podem volatilizar o metalóide através da metilação enzimática (QIN et al., 

2005) e muitos possuem o mecanismo mais comum de resistência, arranjados na forma 

de operon (operon ars), os quais podem estar presentes em genes cromossômicos ou 

plasmidiais (ORDÓÑZ et al., 2005). 

 O operon ars possui diferentes arranjos gênicos, podendo ser encontrado um 

agrupamento de três genes (arsRBC) ou cinco genes (arsRDABC) que estão organizados 

em uma simples unidade transcricional (SILVER & WALDERHAUG, 1992). Este 

mecanismo de resistência já foi descrito em várias bactérias como Escherichia coli 

(SILVER et al., 1981), Comamonas sp. (Zhang et al, 2007), entre outras (CARLIN, 1995;  

MATEOS et al., 2006; PATEL et al., 2007; LÓPEZ-MAURY et al., 2003). 
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Nesta via de detoxificação (Figura 4), os organismos absorvem o arsenato (V) pelo 

sistema de transporte de fosfato (Pit e Pst em Escherichia coli), já o arsenito é captado 

através de aquaglicerolporinas, canais multifuncionais que transportam solutos como 

glicerol e uréia (MENG et al., 2004) (Figura 4-1). No interior celular, o arsenato é reduzido 

a arsenito pela enzima ArsC (Figura 4-2) e é, então, expelido do citoplasma através de 

uma proteína carreadora de arsenito, ArsB (Figura 4-3), que usa a energia do potencial de 

membrana, ou sequestrado em compartimentos intracelulares, como arsenito livre ou 

junto com a glutationa (GSH) ou outros tióis (MATEOS et al., 2006). 

As proteínas ArsR e ArsD atuam como repressoras regulatórias (BUTCHER & 

RAWLINGS, 2002). ArsR é um repressor que controla os níveis basais de expressão em 

resposta a presença do arsenito, ao passo que ArsD é uma metalochaperona que 

transfere o arsenito para ArsA, esta por sua vez é uma ATPase que forma um complexo 

com a proteína transmembrana ArsB para expulsar o arsenito da célula (LIN et al., 2006).  

 

 

Figura 4: Mecanismos bioquímicos realizados por micro-organismos como resistência ao 

arsênio. (1): Entrada do arsênio na célula; (2): Redução de arsenato para arsenito pela 

enzima ArsC; (3): Expulsão do arsenito da célula pela proteína ArsB em associação com 

uma ATPAse; (4): Metilação; (5): Redução dissimilatória; (6): Oxidação de arsenito. Fonte: 

Tsai et al., 2009. 
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 Em alguns casos, as bactérias são capazes de obter energia para o crescimento 

através de transformações redox de arsênio, como alguns procariotos capazes de 

“respirar” usando arsenato como aceptor de elétrons terminal, no lugar do oxigênio, em 

condições anaeróbicas (LIOYD & OREMLAND, 2006). Nesta situação, ocorre a redução 

de arsenato para arsenito pela subunidade ArrA no espaço periplasmático, e a condução 

dos elétrons para a cadeia respiratória pela subunidade ArrB (Figura 4-5). Já as bactérias 

quimiolitoautotróficas obtém energia para o crescimento através da oxidação de arsenito, 

usando um pouco desta energia para fixar CO2 para a síntese de material celular (LIOYD 

& OREMLAND, 2006). Esta oxidação ocorre por ação da enzima arsenito oxidase (Aso ou 

Aox) (Figura 4-6). 

Os estudos que descrevem os mecanismos de resistência ao arsênio de 

cianobactérias são incipientes. Contudo, López-Maury et al. (2003), caracterizaram o 

operon ars na espécie Synechocystis sp. PCC 6803. Dentro do genoma completamente 

sequenciado, foi encontrado um agrupamento de três genes denominados arsB, que 

codifica um suposto carreador de arsenito e antimônio, arsH que codifica uma proteína de 

função desconhecida na resistência ao arsênio, e arsC, que codifica uma suposta 

arsenato redutase. Além de resistência ao arsênio, este operon também confere 

resistência ao antimônio (Sb), que possui propriedades químicas similares ao arsênio.  

Além deste operon, López-Maury et al. (2009) identificaram dois genes adicionais e 

similares que codificam para uma arsenato redutase em Synechocystis sp. PCC 6803, os 

quais foram designados de arsl1 e arsl2. Estes genes mostraram um papel secundário na 

resistência ao arsenato, sendo essenciais apenas na ausência de ArsC, permitindo a 

tolerância desta cianobactéria a baixas concentrações de arsênio. 

Vários estudos já mostraram que espécies do gênero Phormidium apresentam alta 

resistência em ambientes contaminados por metais e metalóides, como o arsênio 

(AKHTAR et al., 2001; WANG et al., 1998; MAEDA et al., 2004; MATSUTO et al., 1984; 

BHATTACHARYA & PAL, 2011), onde já foi observado a tolerância desta cianobactéria 

em até 30 mM de arsenato de sódio (SHAHEEN et al., 2007). Esses dados indicam a 

importância de estudos enfocando a resistência desta cianobactéria a um dos metalóides 

mais prejudiciais ao ambiente e aos animais, incluindo os seres humanos. O arsênio é o 

composto tóxico mais comum no ambiente, sendo o primeiro da lista de susbstâncias 

perigosas segundo a Agência de Proteção Ambiental (EPA) 
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(http://www.atsd.cdc.gov/cercla/07list.html). As tecnologias utilizadas para a remediação 

de As em ambientes contaminados, tornam-se cada vez mais importantes em todo o 

mundo (SMITH et al., 2000; MATSCHULLAT et al., 2000; MEHARG, 2004; JANKONG et 

al., 2007). Algumas técnicas de remediação química ou física têm sido utilizadas, como 

coagulação com sais de ferro e de alumínio seguida de filtração, além da adsorção 

química e troca iônica (TSAI, 2009). Entretanto, são técnicas demoradas, dispendiosas e 

podem resultar em poluição secundária (HUANG et al., 2004). Em comparação, as 

técnicas utilizadas para remediação de poluentes por micro-organismos, como 

bioprocessos de mobilização ou imobilização do metalóide por adsorção, precipitação, 

biometilação, complexação e oxidação - redução de arsênio (WANG, 2009), se tornam 

promissoras, devido ao menor custo nos processos de remediação, sem acúmulo de 

resíduos e, consequentemente, atuando com baixo impacto ambiental  (YANG et al., 

2012). 

Neste sentido, se torna fundamental conhecer o metabolismo de Phormidium sp., 

ou seja, analisar a capacidade que Phormidium sp. tem para transformar ou acumular o 

arsênio presente no meio. E, portanto, contribuir para o desenvolvimento dos processos 

que visem reduzir a contaminação ambiental por este composto. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Analisar a resistência da cianobactéria Phormidium sp. ao arsenato de sódio. 

  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

-   Determinar a curva de crescimento de Phormidium sp.; 

- Analisar o perfil de crescimento da cianobactéria na presença do arsenato em 

comparação ao crescimento sem o metalóide; 

- Analisar o nível de resistência da cianobactéria em diferentes concentrações de 

arsenato de sódio; 

- Avaliar o processo de bioacumulação do arsênio pela cianobactéria Phormidium 

sp.; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 OBTENÇÃO E CULTIVO DA CIANOBACTÉRIA Phormidium sp.  

  

 A cianobactéria Phormidium sp., gentilmente cedida pela professora Rosane Aguiar 

da Universidade Federal de Viçosa (MG)., foi isolada de um descarte de arsênio do 

laboratório de Ficologia da Universidade Federal de Viçosa e foi cultivada em meio BG-11 

líquido (ALLEN, 1968) a 25°C, com fotoperíodo de 12/12 horas de luz/escuro, conforme 

Gomes et al. (2007). 

 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DA RESISTÊNCIA 

 

 Para a determinação da maior concentração de arsenato de sódio que não afetou o 

crescimento da cianobactéria Phormidium sp., esta foi cultivada em meio BG-11 sólido 

durante vinte dias. Após esse período, a cianobactéria foi inoculada em meio líquido 

contendo diferentes concentrações de arsenato (0 mM, 5 mM, 10 mM, 30 mM, 50 mM, 

100 mM, 130 mM, 150 mM, 200 mM e 250 mM). Os inóculos foram retirados do meio 

sólido com o auxílio de uma ponteira, onde retirava-se do meio, pequenos “círculos” com 

diâmetro de 0,5 cm contendo células de cianobactéria que eram, então, inoculadas em 

tubos 13x10 mm contendo 4 mL de BG-11 líquido (Figura 5).  

Após 20 dias de cultivo, os tubos contendo a cianobactéria foram centrifugados a 

19.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi 

ressuspendido em 1 mL de metanol. Posteriormente, os tubos foram agitados em vórtex 

por 15 minutos. Com a finalidade de obter máxima extração de clorofila a, após a 

agitação, os tubos ficaram em repouso durante 15 minutos no escuro e em temperatura 

ambiente. Após o repouso, centrifugou-se os tubos por 20 minutos a 19.000 g para a 

obtenção do sobrenadante. A densidade celular de cada amostra foi determinada pela 

concentração de clorofila a, calculada através da absorbência em 665 nm, utilizando o 

espectrofotômetro Novaspec II (Pharmacia Biotech), e usando o metanol puro como 

branco, de acordo com o protocolo descrito por Aguiar (2002). 
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 O cálculo da concentração de clorofila a foi determinado com base na fórmula 

descrita por Meeks & Castenholz (1971), com modificações de Fiori et al. (2000): C = A x 

a, onde C = concentração de clorofila a (µg/mL); A= valor de absorbância da amostra; e 

a= coeficiente de absortividade para clorofila extraída com metanol, que corresponde a 

12,7. Todas as análises foram realizadas em triplicatas biológicas. 

 A resistência de Phormidium sp. frente ao arsenato foi caracterizada pela inibição 

do crescimento desta cianobactéria exposta ao arsênio em comparação com um grupo 

controle não exposto. Para comparação dos resultados de resistência entre os grupos 

cultivados nas diferentes concentrações de arsênio, utilizou-se a análise estatística 

ANOVA (Analysis of Variance) do programa BioEstat v.5.0 (AYRES et al., 2007). 

 

 

 

Figura 5: Procedimento utilizado para extração da clorofila a de Phormidium sp. em 

metanol.  

 

 

3.3 CURVA DE CRESCIMENTO DE Phormidium sp. 

  

Inicialmente uma curva de crescimento em condições normais de cultivo da 

cianobactéria foi obtida. Esta curva foi realizada durante 30 dias sendo os pontos de 

leitura da curva obtidos a cada três dias na semana num intervalo de 48 horas. A análise 

foi realizada com triplicatas biológicas. A metodologia empregada para leitura da 

densidade celular no meio de cultivo foi a mesma empregada no tópico 3.2 acima, 

baseada na concentração de clorofila a.  

Posteriormente, três curvas de crescimento de Phormidium sp. foram realizadas: 

uma curva controle, analisando o crescimento em meio BG-11 sem arsenato, outra em 

meio de cultura contendo a maior concentração de arsenato de sódio na qual o 
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crescimento cianobacteriano não foi afetado, e uma terceira curva analisando o 

crescimento em meio de cultura contendo uma concentração tóxica de arsênio para a 

cianobactéria. Dessa forma, verificou-se o perfil de crescimento desta espécie durante o 

estresse induzido pelo arsênio. 

 

 

3.4 DOSAGEM DO ARSÊNIO  

 

As mudanças na concentração de arsênio do meio de cultura foram monitoradas 

durante a curva de crescimento de Phormidium sp. em meio contendo 30 mM de arsenato 

de sódio e em meio desprovido deste. Após a separação das células de cianobactérias, o 

meio BG-11, em que a cianobactéria foi cultivada, foi transferido para tubos de centrífuga 

e armazenados em -20°C até as análises da dosagem do As. 

Para as análises foram selecionados cinco pontos da curva de crescimento, tais 

quais: ponto de inoculação da amostra, início e meio da fase exponencial e durante a fase 

de declínio. As amostras foram diluídas para uma concentração de 25 ppb em uma 

solução de ácido clorídrico 2%. 

 A determinação do arsênio total presente nas amostras foi obtida através da 

técnica de espectrometria de emissão óptica com plasma induzido (ICP-OES) iCAP 600 

(Thermo Scientific), do Instituto Evandro Chagas. As condições de operação do aparelho 

foram potência da RF (Rádio Frequência) 1100  Watts, fluxo do gás auxiliar 0,5 L/min, 

fluxo do gás nebulizador 0,5 L/min; rotação da bomba peristáltica 45 rpm; rotação da 

bomba da análise 45 rpm; tempo de estabilização 5 segundos; limite de detecção: 0,563 

ppb e comprimento de onda para a leitura do arsênio 1937 nm. A curva de calibração 

ficou na faixa de 0 a 32 ppb e foi linear em toda a faixa de concentração. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DO ARSÊNIO PARA Phormidium sp. 

 

 A resistência de Phormidium sp. ao arsenato de sódio, através dos testes da 

ANOVA, mostraram que o crescimento cianobacteriano não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos analisados, controle e tratado com arsênio, 

(p>0,05) em meio contendo até 50 mM de arsenato de sódio (Figura 6). 

 A tolerância de Phormidium sp. ao arsenato de sódio foi afetada a partir do 

crescimento em meio contendo 100 mM do metalóide (p<0,05), onde nesta condição de 

cultivo a concentração de clorofila a foi de 2,72 µg/mL, enquanto que as células em meio 

sem o arsênio apresentaram uma concentração de 4,33 µg/mL, o que mostra uma 

redução de 37%  no crescimento cianobacteriano (Figura 6). O cultivo de Phormidium sp. 

em meio de cultura contendo 130, 150, 200 e 250 mM de arsenato de sódio mostraram 

uma redução de 74,6%, 77,4%, 91% e 93% em seu crescimento, respectivamente 

(p<0,05) (Figura 6).  

 

 

Figura 6: Resistência de Phormidium sp. em diferentes concentrações de arsenato de 

sódio após 20 dias de cultivo.  
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4.2     CURVA DE CRESCIMENTO DE Phormidium sp.  

 
 A curva de crescimento de Phormidium sp. mostrou uma fase lag com duração de 

cinco dias (Figura 7). A fase exponencial iniciou-se no quinto dia após o início do 

experimento e teve duração de sete dias. Phormidium sp. apresentou uma fase 

estacionária com duração de 9 dias. Durante esta fase, algumas oscilações no 

crescimento celular foram observadas. Após 28 dias de cultivo, a cianobactéria 

apresentou um grande declínio em seu crescimento, ocasionado pela morte celular. 

 

 
 
Figura 7: Curva de crescimento de Phormidium sp. em meio BG-11 líquido e sem 

arsenato de sódio. 

  

 

4.3 PERFIL DE CRESCIMENTO DE Phormidium sp. EM MEIO CONTENDO 

ARSENATO DE SÓDIO 

 

 Com os resultados obtidos da caracterização da resistência de Phormidium sp. ao 

arsênio, comparou-se o perfil de crescimento desta cianobactéria durante o tratamento 

com 30 mM de arsenato de sódio (concentração em que a cianobactéria apresentou alta 

resistência), 100 mM de arsenato (tratamento que afeta o crescimento cianobacteriano) e 

na ausência do metalóide.  
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O crescimento cianobacteriano em meio contendo 30 mM de arsenato  apresentou 

uma estagnação no início da fase exponencial (Figura 8). Durante as análises do 4° e 6° 

dia de cultivo, observa-se que não ocorreu crescimento de Phormidium sp. nesse período, 

diferentemente do que se observa durante o cultivo sem o arsênio. No meio da fase 

exponencial, o crescimento da cianobactéria, na presença do arsênio, é inferior em 

relação ao meio sem o arsenato. Entretanto, próximo ao ápice da curva, oberva-se que o 

perfil de crescimento, em ambos os cultivos, foram semelhantes (Figura 8). 

O perfil de crescimento de Phormidium sp. em 100 mM de arsenato de sódio foi 

caracterizado por um pequeno crescimento durante a fase lag, seguido de um declínio na 

biomassa cianobacteriana, sem definição de fase exponencial e fase estacionária, 

acarretando em morte celular após 18 dias de cultivo (Figura 8).  

  

 

Figura 8: Comparação do perfil de crescimento de Phormidium sp. em meio de cultura na 

ausência do arsenato, e em meio com 30 mM e 100 mM de arsenato de sódio.  

 

 

4.4 CONCENTRAÇÃO DE ARSÊNIO NO MEIO DE CULTURA 

 

 A concentração de arsênio total presente no meio de cultura foi alta no primeiro dia 

de inoculação, apresentando uma concentração de 2988 ppm de arsênio (Figura 9). Após 
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quatro dias de cultivo de Phormidium sp. em meio contendo arsênio, observou-se uma 

redução brusca na concentração deste metalóide, com concentração de 999,8 ppm de 

arsênio, cerca de 66% de redução (Figura 9). 

 A concentração de arsênio foi aumentando a partir do meio da fase exponencial 

(11 dias de crescimento) até o início da fase de declínio, como mostrado na Figura 9. 

Após 22 dias de crescimento, a concentração de arsênio no meio de cultura apresentou 

uma pequena redução, com concentração de 1546, 6 ppm de arsênio. 

 

 

Figura 9: Variação da concentração de arsênio no meio de cultura durante o crescimento 

de Phormidium sp. em 30 mM de arsenato de sódio e em meio sem metalóide (gráfico de 

barras). A curva de crescimento indica os pontos selecionados para a dosagem do 

arsênio durante o cultivo cianobacteriano. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 

Estudos recentes têm observado que diversos organismos podem tolerar altas 

concentrações de arsênio (IMAMUL HUG et al., 2005; MAEDA et al.,2004; 

SHAMSUDDOHA et al., 2006). No presente estudo, observou-se que quando exposta ao 

arsenato de sódio, Phormidium sp. resistiu na presença de 30 Mm do metalóide. Esta 

tolerância foi observada por Shaheen et al. (2007) utilizando Phormidium sp., uma 

cianobactéria isolada em área contaminada por arsênio na Índia.  

Outras análises de resistência ao arsênio, no gênero Phormidium, foram relatadas 

(BHATTACHARYA E PAL, 2011; MAEDA et al, 1988). Bhattacharya e Pal (2011) 

observaram a tolerância de P. laminosum em concentração de 0,03 mM de arsenato de 

sódio. Maeda et al. (1988), por sua vez, relataram a resistência de Phormidium sp. em 

meio de cultura contendo até 0,3 mM de arsenato. Portanto, a cianobactéria utilizada no 

presente estudo apresentou um ótimo perfil de resistência ao metalóide quando 

comparado com estes resultados.  

O arsênio parece exercer um pequeno efeito positivo no crescimento de 

organismos expostos à este metalóide. Em estudo realizado por Maeda  et al. (1988) foi 

observado que a cianobactéria Phormidium sp. foi capaz de crescer melhor em meio com 

arsenato do que em meio sem este metalóide. Outro estudo que vem corroborar com 

esses resultados é o de Bhattacharya e Pal (2012), que após 63 dias de cultivo em meio 

contendo diferentes concentrações de arsenato de sódio, a cianobactéria Phormidium 

tenue obteve um crescimento maior em meio contendo 0,08 mM e 0,3 mM de arsenato do 

que em meio na ausência de arsênio, sendo o conteúdo máximo de clorofila a observado 

em 0,15 mM de arsenato. No presente estudo, a cianobactéria Phormidium sp. possui a 

mesma capacidade de crescimento nos meios contendo até 50 mM de arsenato quanto 

em meio sem este metalóide (p>0,05). Esta diferença só foi significativa a partir da 

concentração de 100 mM de arsenato, onde a bactéria apresentou uma grande inibição 

em seu crescimento em relação ao grupo controle. 

 De acordo com Maeda et al. (1988), esta resistência ocorre porque as 

cianobactérias impedem a interação do arsênio inorgânico com o grupo SH das proteínas, 

sendo o processo de biometilação um dos meios de detoxificação do arsênio inorgânico 

no interior celular. Portanto, sem a ligação do composto tóxico ao grupo SH, mantêm-se a 
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atividade das proteínas, o que permite a sobrevivência destas espécies em meio 

contaminado por arsênio. 

As diferentes fases de crescimento (lag, exponencial e estacionária) foram 

evidentes no presente estudo. A fase exponencial de crescimento se caracteriza por ser a 

de maior aproveitamento de nutrientes e de maior atividade metabólica. Portanto, os 

experimentos de resistência ao arsênio foram realizados com as células nesta fase de 

crescimento. A curva de crescimento de Phormidium sp. apresentou fases de crescimento 

diferente às curvas relatadas na literatura para este gênero (MAEDA et al., 1988; NAGLE 

et al., 2010). Maeda et al., (1988) observou uma fase lag, de Phormidium sp., com 

duração de 4 dias, um dia a menos do que foi demonstrada pela Phormidium sp. no 

presente estudo. As fases exponencial (com duração de 16 dias) e estacionária (com 

duração de sete dias) foram 4 e 3 dias mais longas, respectivamente, em comparação 

com as fases de crescimento de Phormidium sp. apresentadas no presente estudo.  

O crescimento de Phormidium sp. em meio contendo 30 mM de arsenato mostra 

que esta espécie apresenta uma fase de adaptação quando em contato com o metalóide, 

pois nos primeiros dias de cultivo observa-se uma estagnação no crescimento celular, em 

comparação com a curva de crescimento sem a presença de arsênio.  

  As análises da concentração de arsênio no meio de cultura da cianobactéria 

Phormidium sp. mostrou, nos primeiros dias de experimento, grande redução de arsênio 

no meio, seguido de um aumento gradativo de arsênio até o último ponto de coleta, o qual 

observou-se uma pequena redução na concentração deste metalóide. A técnica utilizada 

para quantificação do arsênio não permite a caracterização da espécie de arsênio 

presente no meio. Contudo, os resultados indicam que houve absorção e acumulação do 

arsênio no início da fase exponencial de crescimento, devido a diminuição da 

concentração de arsênio entre o primeiro e o quarto dia de crescimento. Posteriormente, 

ocorreu excreção de As para o meio extracelular. Este padrão de bioacumulação foi 

observado por Matsuto et al. (1984), que expôs a cianobactéria Phormidium sp. a 0,03 

mM de arsenato durante 65 dias. Durante os 15 primeiros dias de crescimento, 

Phormidium apresentou uma rápida absorção de arsenato, e em seguida, houve um 

aumento significativo na concentração de arsenito no meio. Isto sugere que esta 

cianobactéria reduziu arsenato para arsenito, dentro de suas células, acompanhado de 

uma rápida excreção após a redução. Estudos utilizando Synechococcus sp. mostraram, 
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também, que esta cianobactéria cultivada em meio contendo arsenato, após determinado 

tempo, passou a produzir a forma trivalente do composto, o arsenito (TAKAHASHI et al., 

2001). Este processo de transformação da forma pentavalente para a forma trivalente do 

metalóide é observado em micro-organismos que possuem o operon de resistência ao 

arsênio arsRBC. Contudo, outras análises são necessárias para descrever de forma mais 

objetiva que tipo de via metabólica é utilizada pela Phormidium sp. para resistir à altas 

concentrações de arsênio. 

 



25 

 

6 CONCLUSÃO 

 

A cianobactéria Phormidium sp. apresentou resistência para sobreviver em meio 

contendo altas concentrações de arsênio. A curva de crescimento de Phormidium sp. 

apresentada foi satisfatória, onde foi possível detectar as fases de crescimento 

exponencial, estacionária e de declínio celular, e assim, realizar os experimentos de 

resistência e bioacumulação do arsênio na fase de crescimento cianobacteriano 

adequada. 

A metodologia utilizada para padronização de inóculos de cianobactérias 

filamentosas não foi adequada, mostrando grande variação nos resultados obtidos. Dessa 

forma, é de fundamental importância que novas análises sejam utilizadas para a obtenção 

de um método satifatório. 

A cianobactéria Phormidium sp. apresentou uma adaptação quando exposta em 

meio de cultura contendo arsenato de sódio, seguido de um ótimo crescimento após esta 

adaptação. As análises de bioacumulação do arsênio mostraram que esta espécie 

possivelmente acumula altas concentrações de arsenato do meio de cultura, devido a 

redução deste composto no início do experimento, seguido do aumento gradativo do 

arsênio após a redução. Entretanto, outras análises envolvendo a especiação do arsênio, 

a descrição das vias metabólicas alteradas durante o processo de resistência ao 

metalóide devem ser realizadas para o melhor entendimento da resposta de Phormidium 

sp. ao metalóide tóxico. 
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