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Resumo
A persistência das microcistinas (MCs) em ambientes aquáticos e sua difícil remoção no tratamento convencional de água representam um desafio às 

companhias de saneamento. Contudo, as MCs são susceptíveis à degradação por bactérias presentes na água, sedimentos e efluentes de esgotos. Neste 

estudo, avaliou-se a biodegradação de MCs por microrganismos presentes em filtros de carvão com atividade biológica (CAB) e sua identificação filogenética 

pelo sequenciamento do gene 16S RNA. Foi utilizada uma água de estudo contendo MCs com diferentes composições, acrescida de efluente de filtros 

CAB. Os resultados demonstraram que as MCs foram biodegradadas por microrganismos presentes no biofilme. Este estudo infere sobre a capacidade de 

biodegradação de MCs por bactérias presentes em filtros CAB e o possível uso destes microorganismos como alternativa de remoção de MCs no tratamento 

de água potável.
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remover efetivamente sua total presença (PARK et al., 2001; SAITO 

et al., 2003b; TSUJI et al. 2006; VALERIA et al., 2006). O desenvolvi-

mento de novas tecnologias que aumentem a eficiência do tratamento 

de água, como a seleção de microrganismos integrantes da camada 

biológica ou biofilme formado em filtros lento de areia e filtros de 

carvão, respectivamente, tem demonstrado ser uma perspectiva pro-

missora na remoção de microcistinas na água durante seu tratamento 

em uma ETA (BOURNE et al., 2006; TSUJI et al., 2006; WANG et al., 

2007a), além de promover uma disposição segura dessa água para o 

consumo humano (SIMPSON, 2008).

Nos últimos anos, uma série de estudos tem apontado sobre o 

uso de bactérias com capacidade de degradação de microcistinas em 

biofilmes (MARUYAMA et al., 2006; TSUJI et al., 2006). Contudo, no 

Brasil ainda são escassos trabalhos direcionados ao uso de microrga-

nismos como agentes de remoção de cianotoxinas e outros compos-

tos indesejáveis produzidos por cianobactérias na água. Hashimoto 

(2007) e Hashimoto et al., (2009) destacaram a utilização de bactérias 

específicas com efeitos antagônicos em cianobactérias, apresentando 

elevado efeito degradativo em microcistinas. Uma avaliação feita por 

Juliano (2008, 2010) apontou a oxidação biológica de compostos 

2-MIB e geosmina via ação microbiana (bactérias) em complemento 

a adsorção dessas substâncias em carvão ativado granular como al-

ternativa eficiente no tratamento de água contaminada por elevados 

níveis dessas substâncias.

Considerando a potencialidade de degradação das microcistinas 

via ação microbiana, o presente estudo avaliou a biodegradação da 

(D-Leu1)-microcistina-LR utilizando microrganismos presentes no 

biofilme de filtros de carvão ativados biologicamente (CAB), e a ca-

racterização filogenética desses microrganismos participantes no pro-

cesso de metabolização da cianotoxina testada.

Materiais e métodos

O presente estudo foi inspirado em trabalhos realizados por 

Park et al. (2001) e Wang et al. (2007a) sobre a potencialidade no 

uso de microrganismos integrantes da camada biológica e do biofilme 

em filtros lentos de areia e de carvão, respectivamente, na remoção de 

microcistinas em água em seu tratamento em ETAs. 

Introdução

O frequente aumento dos florescimentos de cianobactérias tó-

xicas nos mananciais de abastecimento público representa um ris-

co à saúde humana. Entre as toxinas produzidas por cianobactérias, 

microcistinas representam o grupo mundialmente associado a casos 

de intoxicações, tornando-se foco de atenção das empresas de sanea-

mento em diversos países. Em razão da expressiva toxicidade das 

microcistinas, a Organização Mundial da Saúde estabeleceu um valor 

guia de 1 µg.L-1 como concentração máxima de microcistina-LR em 

água potável (CHORUS & BARTRAM, 1999). 

Microcistinas são heptapepítideos cíclicos pertencentes ao gru-

po das hepatotoxinas produzidos por diferentes cianobactérias dos 

gêneros (Microcystis, Anabaena, Oscillatória/Planktothrix e Nostoc). 

A estrutura química dessas cianotoxinas as tornam moléculas com 

elevada persistência na água, tolerância a temperaturas elevadas e 

resistência a oxidação (SAITO microcistina., 2002), o que dificulta 

a sua remoção no tratamento convencional de água (NEWCOMBE 

& NICHOLSON, 2004). Consequentemente, inúmeros estudos têm 

sido direcionados no tratamento e remoção eficiente das cianotoxi-

nas em águas contaminadas, de modo a atender as normatizações 

sanitárias estabelecidas para seu consumo humano (NEWCOMBE & 

NICHOLSON, 2004). 

Embora diversos tratamentos químicos sejam propostos para 

o tratamento de água em uma Estação de Tratamento de Água 

(ETA), é possível em alguns momentos que esses procedimentos 

produzam substâncias com potencial carcinogênico e multagênico 

(RICHARDSON et al., 2007). Nesse contexto, o processo de biode-

gradação representa uma forma segura para remoção de elementos 

orgânicos responsáveis na formação de subprodutos da desinfecção 

(THMs, HAA), de cianotoxinas e de outros micropoluentes presentes 

na água durante seu tratamento (SIMPSON, 2008). 

Apesar da conhecida susceptibilidade das microcistinas serem 

biodegradadas por populações naturais de microrganismos de diver-

sos ecossistemas (JONES e ORR, 1994; CHRISTOFFERSEN; LYCK; 

WINDING, 2002), principalmente sob condições de alcalinidade ele-

vada em meio líquido (SAITO et al., 2003a), poucos são os estudos 

exploratórios que descrevem os microrganismos com capacidade de 

Abstract
The persistence of MCs in aquatic environments and their difficult removal in the conventional water treatment is a challenge to companies of sanitation. 

However, the MCs are susceptible to degradation by bacteria present in water, sediment and sewage effluents. In this study, we investigated the biodegradation 

of MCs by microorganism present in carbon filters with biological activity (BAC) and their phylogenetic identification by sequencing gene 16S RNA. A study of 

water containing MCs was used, with different compositions, plus a filters BAC effluent. The results showed that of MCs were biodegraded by microorganism 

present in the biofilm. This study provides the ability to complete biodegradation of MCs by bacteria present in BAC filters and the possible use of these 

microorganisms as alternative of the removal of MCs in the treatment of drinking water.
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Inoculo com microrganismos  
consumidores de microcistina

Um inóculo (0,5 L) contendo microrganismos com potencial em 

consumir cianotoxinas foi utilizado nos ensaios de biodegradação. 

Este material proveio do efluente de filtros CAB utilizados em experi-

mentos de biofiltração de (D-Leu1)-microcistina-LR em condições de 

laboratório (MINILLO et al., 2009).

Ensaios de biodegradação com microcistinas

Para os experimentos de biodegradação da hepatotoxina, foram 

realizados três ensaios (A, B e C), nos quais foi utilizada uma água 

de estudo com composição específica diferenciada. Em cada ensaio 

foi adicionado à água de estudo um extrato celular de Microcystis 

spp contendo a (D-Leu1)-microcistina-LR de modo que essa água 

obtivesse uma concentração final de 20 µg.L-1 dessa cianotoxina. 

O valor definido para essa ficotoxina na água de estudo esteve fun-

damentado em concordância com os valores relatados em estudos 

de biofiltração de águas com microcistinas por biofiltros de carvão 

(MESQUITA  et  al., 2006; MINILLO et al., 2009) e também próxi-

mos aos níveis médios registrados dessa cianotoxina em mananciais 

de abastecimento impactados por florações de cianobactérias tóxicas 

(CHORUS & BATRAM, 1999). 

A composição da água de estudo utilizada para cada um dos en-

saios foi padronizada mediante as seguintes padronizações:

Água de estudo do Ensaio A – Para esta água de estudo, foi utili-

zada como matriz uma água destilada, que foi esterilizada (120ºC – 

15 min), e acrescida de (D-Leu1)-microcistina-LR (20  µg.L-1). 

No fim, esta água recebeu a adição de um meio de cultura cons-

tituído por glicose (90 µg.L-1), extrato de levedura (100 µg.L-1) e 

peptona (100 µg.L-1);

Água de estudo do Ensaio B – Esta água de estudo foi prepa-

rada a partir de uma água provinda de um lago artificial (Lago do 

Ipê – próximo do município de Ilha Solteira – SP) com caracte-

rísticas meso-oligotróficas, segundo análises realizadas utilizando 

o método descrito por Toledo et al. (1983). A água coletada foi 

filtrada em filtros GF/F (1,0 µm), sendo esterilizada (120ºC  – 

15  min) e acrescida de (D-Leu1)-microcistina-LR (20  µg.L-1). 

De forma semelhante ao preparo da água de estudo do ensaio A, 

esta também recebeu no fim a adição do meio de cultura com-

posto por glicose (90 µg.L-1), extrato de levedura (100 µg.L-1) e 

peptona (100 µg.L-1).

Água de estudo do Ensaio C – A elaboração desta água de estudo 

requisitou a mesma água natural utilizada no ensaio B, sendo esta 

coletada e filtrada em filtros GF/F (1,0 µm), esterilizada (120ºC – 

15 min) e no fim acrescida com extrato de (D-Leu1)-microcistina-LR 

(20 µg.L-1). Esta água de estudo não recebeu a adicção do meio de 

cultura utilizada para as águas de estudo dos ensaios A e B. 

Delineamentos do experimento 

Para cada ensaio, foi utilizado um galão de vidro âmbar, com vo-

lume útil de 4 L, em duplicata, representando um único tratamento, 

ao qual foi adicionado uma água de estudo contendo a hepatoto-

xina, juntamente com o inoculo do efluente dos filtros CAB a 10% 

(v.v). O tratamento controle foi representado por um galão de vidro 

âmbar, com volume útil de 4 L, em duplicata, ao qual foi adiciona-

do uma água de estudo contendo a hepatotoxina sem a adição do 

inóculo com efluente dos filtros CAB. Todos os experimentos foram 

realizados em um ambiente escuro, com agitação orbital (100 rpm) e 

temperatura controlada (25 ± 2ºC), durante 84 dias. Foi tomada uma 

amostra (200 mL) no início do ensaio, em cada um dos tratamentos 

(tempo zero), seguida por coletas consecutivas semanais para leitura 

do pH (DIGIMED DM 20) e determinação das concentrações de mi-

crocistina por método cromatográfico (CLAE – Shimadzu).

Isolamento e caracterização filogenética das bactérias 
nos filtros de carvão ativados biologicamente

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos 

ao processo de isolamento e caracterização filogenética, por meio da 

retirada de um volume (1 mL) de amostra na superfície e interior dos 

filtros CAB. O material recolhido foi homogeneizado, sendo retirada 

uma alíquota (200 μL) que foi transferida para placas de Petri con-

tendo microcistina (c.a. 20 µg.L-1) e um meio nutriente, composto 

por extrato de carne (3 g.L-1), peptona (5 g.L-1) e agar (15 g.L-1).

O líquido foi distribuído com o auxílio de alça de Drigalski e as 

placas foram incubadas a 30ºC no escuro. As colônias isoladas fo-

ram obtidas por meio de sucessivos plaqueamentos por esgotamento 

em estrias. Os microrganismos foram transferidos para tubos de en-

saio mantidos inclinados, contendo o agar nutriente sob refrigeração 

(5 C) no escuro. Foram observadas características morfológicas, colo-

ração diferencial de Gram e verificação da formação de esporos utili-

zando corante verde de malaquita, de modo a obter informações dos 

possíveis grupos microbianos presentes nos filtros (MINILLO et al., 

2009), sendo posteriormente realizadas produções massivas de cada 

um isolado, para extração do DNA e identificação filogenética.

Extração de DNA dos isolados  
e amplificação do gene 16S rRNA

A extração do DNA dos isolados foi realizada utilizando o kit 

FastDNAâ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals), segundo as instruções 

do fabricante. O material genético foi usado na amplificação, por rea-

ção em cadeia da polimerase, do gene 16S rRNA. Na reação, foram 

utilizados os oligonucleotídeos iniciadores fD1 (WEISBURG  et  al., 

1991), com condições acrescidas de modificações. Para isso, foi 

utilizado um termociclador (MJ Research Inc., modelo PTC – 200) 
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ajustado com programação sugerido por Alvaredo Paixão et al. 

(2010). Os produtos de PCR do gene 16S rRNA foram sequenciados 

usando 0,5 µL de DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit 

(GE Healthcare); 5 pmols do oligonucleotídeo iniciador fD1; 150 ng 

de DNA em um volume final de 10 µL. As condições no termocicla-

dor foram: 2 min a 95ºC, 40 ciclos de 95°C por 30 seg, 55ºC por 

15 seg, 60ºC por 2 min. Os amplicons foram sequenciados em um se-

quenciador de capilar modelo ABI 3700 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA).

Análises das sequências

As sequências foram analisadas com o auxílio do pacote de pro-

gramas Phred/Phrap (EWING et al.,1998; EWING & GREEN, 1998) 

e comparadas com o banco de dados de genes ribossomais Ribosomal 

Database Project II (RDP II), por meio do programa Classifier 

(WANG et al., 2007b). Em seguida, estas foram alinhadas usando o 

programa ClustalX 1.83 (THOMPSON et al.,1997). Todas as sequên-

cias do gene 16S rRNA obtidas neste estudo foram cadastradas no 

Banco Internacional de Genes (GenBank) e encontram-se disponíveis 

com os números de acesso FJ978048 à FJ978478.

Extração de (D-Leu1)-microcistina-LR das 
culturas de laboratório

O extrato contendo (D-Leu1) -microcistina-LR utilizados no es-

tudo foi obtido a partir da concentração de culturas de Microcystis 

spp mantidas em laboratório. As culturas de algas foram liofilizadas 

e diluídas em solução de metanol 75% (v.v) por 18 horas, no escu-

ro, a 4ºC. A solução obtida foi centrifugada em seguida (10 min – 

3500  rpm), e sobrenadante foi recolhido e submetido ao processo 

de separação do metanol em um evaporador rotativo (80 rpm – 

42ºC), sendo no fim obtido um concentrado contendo um semipu-

rificado de (D-Leu1)-microcistina-LR que foi utilizada nos ensaios.

Quantificação de (D-Leu1)-microcistina-LR dos 
ensaios de biodegradação

A quantificação da (D-Leu1)-microcistina-LR foi feita em um 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (Shimadzu, Japão), equipado 

com detector Photodiode Array (SPD-M20A), com duas bombas de 

alta pressão (LC-20AT e LC-20AD), em coluna de fase reversa C-18 

(modelo Shim-pack) com 4,6 x 150 mm e diâmetro de partícula de 

5 µm, segundo Meriluoto e Spoof (2005). A fase móvel foi consti-

tuída por dois componentes, uma com água Milli-Q e a outra por 

acetonitrila, ambas acidificadas com 0,05% (v.v) de ácido trifluora-

cético (TFA). Foi utilizado um fluxo de 1 mL.min-1, com tempo de 

corrida cromatográfica de 12 minutos para cada amostra analisada 

em triplicatas. A microcistina foi identificada por meio do seu tempo 

de retenção e características de seu espectro UV (238 nm), junta-

mente com auxílio de um padrão comercial externo de calibração de 

(D-Leu1)-microcistina-LR, com 99% de pureza. 

Tratamento estatístico dos dados obtidos 

Os dados obtidos no estudo foram submetidos à análise estatís-

tica com o teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software Origin 7.5.

Resultados e discussão

Biodegradação de microcistina

Os resultados demonstraram que houve a biodegradação da mi-

crocistina nos tratamentos contendo microrganismos recolhidos dos 

filtros CAB. Pode-se verificar que os ensaios A e B apresentaram um 

comportamento semelhante na degradação da microcistina, com 

um  rápido consumo da cianotoxina nas duas primeiras semanas, 

com uma redução de aproximadamente 70% do valor inicial, seguido 

por diminuição na taxa de consumo nas semanas seguintes. A partir 

do 84º dia de experimento, os níveis de microcistinas apresentaram 

suas concentrações abaixo do limite de detecção (<0,07 µg.L1). O en-

saio C apresentou uma reduzida taxa de degradação de microcistina 

durante o primeiro mês de experimento, com apenas 20% de con-

sumo em relação ao valor inicial. Posteriormente, foi observada uma 

elevada degradação da cianotoxina nas semanas seguintes, atingindo 

valores não detectáveis com 49 dias de experimento (Figura 1). A de-

gradação natural da microcistina durante os experimentos foi reduzi-

da (<19%), o que corrobora o efeito de metabolização da cianotoxina 

pelos microrganismos presentes no meio.

A diferença temporal encontrada na degradação de microcisti-

na entre os tratamentos avaliados possivelmente esteve associada à 

presença de outras fontes de carbono na água de estudo utilizada, 

o que influenciou a biodegradação da toxina pelos microrganis-

mos. O uso de um meio experimental nos ensaios A e B, contendo 

suplementos orgânicos juntamente com o extrato de microcistina, 

pode ter propiciado uma maior diversidade de fontes de alimen-

tos a ser consumidos pelos microrganismos, o que refletiu em uma 

menor taxa de biodegradação da toxina no meio. Diferentemente, 

no ensaio C houve uma menor disponibilidade de elementos nu-

trientes no meio experimental de estudo, o qual dispôs apenas dos 

elementos orgânicos naturalmente presentes na água coletada no 

reservatório de água, sem a presença de suplementos nutricionais 

adicionais. Com a ausência de fontes extras de carbono, é provável 

que os microrganismos presentes no meio optassem preferencial-

mente pelo consumo daqueles elementos orgânicos presentes na 

água, sendo essas fontes primárias de carbono assimiláveis, de fácil 

quebra de suas moléculas. Com o rápido declínio dos elementos 
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nutricionais no meio, os microrganismos passaram a utilizar as 

microcistinas como uma fonte secundária de carbono e energia, o 

que proporcionou sua degradação em um menor período de tem-

po. Uma situação semelhante foi observada por Park et al. (2001), 

quando verifi caram um tempo de degradação de microcistina qua-

tro vezes superior em um meio suporte contendo a cianotoxina e 

nutrientes inorgânicos, assim como comparado com um meio expe-

rimental contendo a toxina e nutrientes orgânicos. 

Os resultados neste estudo evidenciam que as microcistinas, 

quando presentes sob as formas exclusivamente purifi cadas, pode-

riam ser mais rapidamente consumidas pelos microrganismos do que 

sob a forma de extratos semipurifi cados, extraídos de culturas ou 

de fl orações naturais de cianobactérias. Esse fato decorre da presen-

ça de elementos orgânicos associados, não levando em conta as dife-

renças estruturais nas variantes de microcistinas testadas, que repre-

sentam uma fonte de carbono e energia para esses microrganismos. 

Em um estudo realizado por Lemes et al. (2008), foi constatado que o 

uso de microcistinas purifi cadas em ensaios de biodegradação repre-

sentou um fator que condicionou seu rápido consumo por microrga-

nismos isolados do ambiente natural. Esses autores inferem que uma 

população bacteriana quando exposta apenas à presença de um com-

posto recalcitrante (microcistinas) irão promover sua decomposição 

de forma rápida, provavelmente em resposta à reduzida carência de 

outras fontes de alimento (LEMES et al., 2008). 

Infl uência do pH e da temperatura 
sobre a degradação de microcistinas

Os valores de pH observados nos ensaios realizados fi caram li-

geiramente acima da neutralidade, com valores médios entre 7,55 e 

7,48 nos ensaios A e B, respectivamente, enquanto que no ensaio C 

a média foi menor que 7,18. De modo geral, não foram constatadas 

diferenças signifi cativas (p<0,05) nos valores registrados entre os tra-

tamentos controle e com microrganismos, para cada um dos ensaios 

realizados. De acordo com Saito et al. (2003b), a elevada estabilidade 

e persistência das cianotoxinas nos ambientes aquáticos, assim como 

em água potável podem estar relacionadas com a alcalinidade do 

meio. O fato dos valores de pH nos ensaios A e B terem-se apresenta-

dos ligeiramente alcalinos poderia ter contribuído para uma redução 

na capacidade de degradação da microcistina pela comunidade de 

Figura 1 – Valores fi nais de degradação de (D-Leu1)-microcistina-LR nos ensaios A (a), B (b) e C (c) realizados durante o estudo.
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microrganismos presentes nos tratamentos. Saito et al. (2003a) evi-

denciaram que a redução no processo de degradação biológica de 

microcistinas por bactérias (Sphingomomas) pode ser influenciada em 

ambientes aquosos com valores alcalinos de pH. Nesse entendimen-

to, torna-se importante considerar que a alcalinidade do meio cons-

titui um possível fator que atua como efeito repressor enzimático no 

processo de degradação das cianotoxinas.

A temperatura testada durante os ensaios pode também representar 

um parâmetro sobre a biodegradação da microcistina. Trabalhos reali-

zados por Park et al. (2001) e Wang et al. (2007a) demonstraram que 

a taxa de degradação de microcistinas expostas à bactérias está direta-

mente condicionada à temperatura de incubação do meio, e não apenas 

às características inerentes das bactérias quando testadas isoladamente. 

Esses autores verificaram que valores elevados de temperatura (22 a 

30ºC) do meio apresentaram uma maior degradação de microcistinas, 

quando comparadas a baixos valores de temperatura (5ºC). Para valores 

extremos de temperaturas, a degradação de microcistinas por microrga-

nismos pode apresentar declínio, em decorrência do efeito de redução 

da atividade metabólica ou mesmo da inativação dos microrganismos 

responsáveis pela biodegradação da cianotoxina (Wang et al., 2007a). 

Durante o estudo, os tratamentos apresentaram valor de temperatura de 

25±2ºC, o que está próximo dos valores considerados ideais (PARK et al., 

2001; WANG et al., 2007a), corroborando a expressiva degradação da 

cianotoxina no conjunto dos ensaios realizados. 

Caracterização das bactérias que  
participam na biodegradação de microcistina

A partir do material coletado dos filtros CAB e cultivado segundo 

os métodos microbiológicos tradicionais, foram obtidos 10 isolados. 

Esse material biológico isolado foi representado em sua totalidade 

por colônias bacterianas integrantes do grupo das gram-positivas 

(80%), com ausência de esporos (80%), constituídos por formas 

cocóides (60%) e em bastonetes curtos (40%) (MINILLO  et  al., 

2009). Conforme descrito na Tabela 1, foram identificadas as se-

quências do gene 16S rRNA e foi amplificado a partir do DNA das 

amostras isoladas um total de 4 gêneros (Acinetobacter, Pseudomonas, 

Cupriavidus e Stenotrophomonas), sendo que em 2 amostras foi possí-

vel uma classificação somente em nível de família (Burkholderiaceae 

e Oxalobacteraceae). 

A presença de bactérias do gênero Pseudomonas e representantes 

da família Burkholderiaceae nos isolados cultivados dos filtros CAB 

evidencia o potencial desses microrganismos em biodegradarem mi-

crocistinas, tendo em vista trabalhos na literatura que reportam esta 

capacidade (TAKENAKA & WATANABE, 1997; LEMES et al., 2008). 

Alguns estudos destacam os gêneros Pseudomonas e Sphingomonas 

como um dos poucos capazes de degradar microcistinas em águas 

naturais em condições aeróbicas (BOURNE et al., 1996; TAKENAKA 

& WATANABE, 1997; SAITO et al., 2003a). Contudo, trabalhos têm 

demonstrado uma eficiente remoção de microcistinas em filtros bio-

lógicos de carvão e areia, quando inoculados com linhagens espe-

cificas de Sphingomonas no sistema filtrante (BOURNE et al., 2006; 

WANG et al., 2007a). A ocorrência de representantes da família 

Burkholderiaceae nas amostras analisadas é um indicativo da capaci-

dade desse grupo de participar diretamente no consumo de microcis-

tinas. Essa potencialidade foi descrita em um estudo com linhagens 

desse gênero (Burkholderia) isoladas do ambiente natural que quando 

expostas às microcistinas apresentaram elevada capacidade de biode-

gradação da cianotoxina (LEMES et al., 2008).

A capacidade de biodegradação de microcistinas por bactérias 

está normalmente associada ao fato dos microrganismos estarem 

condicionados à presença frequente das toxinas. Christofefersen et al. 

(2002) demonstrou que bactérias heterotróficas de ocorrência natural 

podem degradar microcistinas quando a comunidade bacteriana está 

exposta à presença periódica da cianotoxina em seu hábitat. Bourne et 

al. (2006) relataram uma expressiva remoção (até 80%) da microcis-

tina-LR após a inoculação de uma linhagem de Sphingomonas (ACM 

3962), obtida em um lago eutrofizado e na água armazenada na su-

perfície de filtros de areia. Um estudo recente realizado por Eleuterio 

e Baptista (2010) destacou a presença de bactérias (Morganella mor-

ganii) em filtros biológicos de areia como responsáveis pela degra-

dação de microcistinas. A presença de bactérias aderidas ao leito 

filtrante desses filtros representa um campo de estudos promissor 

na bioprospecção e seleção dos microrganismos (bactérias) de ocor-

rência natural em mananciais de abastecimento superficial e em ou-

tros ambientes, com possível base às pesquisas sobre vias de remo-

ção biológica de cianotoxinas no tratamento da água (ELEUTERIO, 

2007; ELEUTERIO & BAPTISTA, 2010). Consequentemente, novos 

estudos têm sido direcionados na busca e seleção de linhagens es-

pecíficas de microrganismos capazes de degradarem cianotoxinas 

em ETAs. Exemplos claros desse fato são os esforços realizados por 

Meriluoto et al. (2005) e Nybom, Salminen e Meriluoto (2008) na 

seleção e no uso de bactérias com propriedades benéficas à saúde 

Tabela 1 – Caracterização dos isolados obtidos dos filtros biológicos 
de carvão com destaque aos gêneros (a) e famílias (b) encontrados e 
disponibilizados no GeneBank.

Isolado Gêneros (a) e família (b) de bactérias 
identificadas Número de acesso 

T1 Oxalobacteraceae b FJ848773

T2 Acinetobacter a FJ848774

T3 Pseudomonas a FJ848775

T4 Cupriavidus a FJ848776

T5 Burkholderiaceae b FJ848777

T6 Oxalobacteraceae b FJ848778

T7 Cupriavidus a FJ848779

T8 Pseudomonas a FJ848780

T9 Stenotrophomonas a FJ848781

T10 Acinetobacter a FJ848782
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(Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium lactis), com capacidade de 

remover microcistinas do meio por propriedades de adsorção, como 

uma possível base para tecnologia de tratamento de água. 

Uso de microrganismos como  
agentes de remoção de cianotoxinas 

Os resultados apontaram para duas taxas distintas de biodegra-

dação das microcistinas nos ensaios realizados, uma com 0,23 µg..L-1.dia-1 

(ensaio A e B) e outra ligeiramente maior, com 0,40 µg.L-1.dia-1 (ensaio C). 

As diferenças observadas entre os resultados dos ensaios sustentam a 

premissa de que a presença de fontes extras de carbono disponíveis 

poderia ter representado o fator crucial que atenuou as taxas de bio-

degradação das microcistinas nos ensaios A e B. Contudo, alguns tra-

balhos destacam que a presença de microrganismos em elevadas con-

centrações no biofilme em um filtro biológico de carvão ou areia não 

irá determinar efetivamente expressivas taxas de remoção de micro-

cistinas durante o tratamento de água (WANG et al., 2007a; HO et al., 

2006). As microcistinas, quando presentes em águas naturais, são 

degradadas por microrganismos inerentes a esses ambientes, embora 

o processo possa ocorrer lentamente, o que requer um período de 

adaptação (Lag) dos microrganismos à cianotoxina (JONES & ORR, 

1994; CHRISTOFFERSEN; LYCK; WINDING, 2002). Em ambientes 

em que microcistinas se mostram frequentes, a sua degradação por 

ação microbiana ocorre sem a necessidade de um período Lag para 

adaptação em seu consumo (CHRISTOFFERSEN; LYCK; WINDING, 

2002). Esse aspecto reforça a premissa de que uma degradação eleva-

da de microcistinas em meio natural está intrinsecamente dependen-

te do tipo de microrganismos (bactérias) presentes e da capacidade 

destes em responder na produção de enzimas capazes de degradarem 

essas toxinas em condições ambientais (HO et al., 2006).

Deve ser destacada a possível presença de outras linhagens de 

bactérias que eventualmente não se desenvolveram nas placas de cul-

tivo, mas que poderiam atuar no consumo das microcistinas de forma 

direta ou em consórcios microbianos formados no microecossistema 

do biofilme no filtro biológico de carvão. Dessa forma, torna-se im-

prescindível a realização de uma varredura da diversidade microbia-

na presente no biofilme dos filtros biológicos de carvão por métodos 

complementares que permitam uma avaliação precisa, o que auxi-

liaria na verificação da presença de grupos bacterianos que estariam 

atuando conjuntamente na metabolização das cianotoxinas utilizadas 

no estudo.

O potencial de biodegradação das microcistinas por bactérias 

é atribuído à capacidade natural de síntese de enzimas específicas 

produzidas por esses microrganismos (BOURNE et al., 1996, 2001; 

SAITO et al., 2003a; HO et al., 2007). Segundo Bourne et al. (2001), 

a quebra da ligação peptídica das microcistinas requer uma série de 

proteases com estruturas específicas, pois essas cianotoxinas apre-

sentam estabilidade contra várias proteases, tripsina, quimiotrip-

sina, elastase, trombina, papaína, colagenase, carboxipeptidase e 

pepsina (SAITO et al, 2002). Uma análise de forma sequenciada dos 

genes dos isolados bacterianos obtidos no presente estudo repre-

senta um passo seguinte desta pesquisa na confirmação da presença 

dos genes que expressam a síntese das enzimas degradadoras das 

microcistinas. Essa etapa torna-se imprescindível em razão de tra-

balhos apontarem em linhagens de Sphingomonas (ACM – 3962) a 

presença de cluster de genes A, B, C e D que codificam enzimas res-

ponsáveis pela quebra da ligação peptídica em regiões da molécula 

de microcistina, principalmente nos aminoácidos Adda-Arginina 

(BOURNE et al., 2001). 

O gene mlrA (microcistinase), que é uma metaloprotease, é con-

siderado a enzima mais importante do mecanismo de metabolização 

de microcistina, pois a estrutura cíclica promove estabilidade contra 

outras proteases e outros fatores químicos (BOURNE et al., 1996; 

2001). A identificação desse gene representa uma base tecnológica 

para trabalhos futuros direcionados ao uso de microrganismos para 

o tratamento biológico de águas contaminadas por cianotoxinas. 

A possibilidade de isolamento de linhagens específicas de microrga-

nismos dotados da capacidade de degradarem cianotoxinas configura 

proposta futura para o tratamento de água (WANG et al., 2007a), 

principalmente quando as condições adequadas para a biodegrada-

ção puderem ser identificadas e impostas sobre os filtros biológicos 

(NEWCOMBE & NICHOLSON, 2004).

Conclusões

Pode-se verificar a biodegradação das microcistinas via ação dos 

microrganismos presentes no biofilme dos filtros CAB, comprovando 

o potencial de metabolização da cianotoxina por componentes mi-

crobianos presentes nos biofiltros.

Foi constatada uma degradação natural da hepatotoxina, que 

apesar de reduzida em relação aos tratamentos contendo microrga-

nismos do biofilme nos filtros CAB, deve ser considerada no balanço 

final de remoção da cianotoxina.

Foi verificado o efeito de cometabolismo das microcistinas pelos 

microrganismos mantidos sob a presença da hepatotoxina. 

Houve domínio de formas bacterianas nos isolados cultivados 

dos filtros CAB, estando representados por quatro gêneros e duas 

famílias de bactérias.

A possibilidade de selecionar linhagens de microrganismos que 

degradam microcistinas para seu uso como agentes colonizadores em 

filtros de carvão biológico pode representar uma alternativa no apri-

moramento das tecnologias de tratamento de água, aumentando a 

eficiência na remoção desses compostos recalcitrantes.
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