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RESUMO 

 

O cobre desempenha um papel vital no metabolismo das microalgas, mas o que 

sabemos sobre ele é largamente baseado em estudos conduzidos com altas concentrações 

de cobre, e muito menos é conhecido quando concentrações de cobre ambientalmente 

relevantes na fisiologia das microalgas são questionadas. Aqui, nós avaliamos a fisiologia 

de Chlorolobion braunii exposta a concentrações de íons de cobre livre entre 5,7x10-9 a 

5,0x10-6 mol L-1, incluindo valores ambientalmente relevantes. O crescimento 

populacional e os parâmetros fotossintéticos foram determinados em experimentos de 

laboratório controlados por 96 horas. Células em crescimento exponencial (culturas de 

48 h) foram analisadas quanto ao rendimento quântico efetivo e curvas rápidas de luz 

(RLC), bem como lipídios totais, proteínas e carboidratos, clorofila a e concentrações de 

carotenóides. Os resultados mostraram que as taxas de crescimento e a densidade 

populacional diminuíram gradualmente com o aumento do cobre nas culturas, com a 

concentração de clorofila a sendo afetada de forma menos intensa do que os parâmetros 

de crescimento. Até 4,0x10-6 mol L-1 de cobre livre nenhum efeito foi obtido para 

rendimentos quânticos máximo e efetivo e quenching fotoquímico (qP). No entanto, a 

5,0x10-6 mol L-1 eles foram drasticamente reduzidos e o quenching não fotoquímico 

(NPQ) aumentou. Curvas rápidas de luz e seus parâmetros (Ek, α e ETRmax) foram 

inversamente correlacionados com as concentrações de cobre livre. O rendimento de 

biomoléculas aumentou sob concentrações de cobre ambientalmente relevantes, situação 

em que os valores absolutos não foram afetados. Duas importantes aplicações podem ser 

delineadas a partir da presente pesquisa, uma relacionada à ecologia e outra à 

biotecnologia. Como a concentração de cobre no ambiente está aumentando 

gradualmente devido às atividades antrópicas, as investigações que usam valores 

ambientalmente relevantes são de interesse tanto para a ecologia quanto para a fisiologia 

da microalga, e mais próximas da realidade do que as investigações toxicológicas agudas. 

 

Palavras-chave: microalgas, biomoléculas, curvas rápidas de luz, PhytoPAM 
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ABSTRACT 

 

 Copper plays vital role in microalgae metabolism, but what we know about it is 

largely based in studies conducted with high copper concentrations, much less is known 

when environmentally relevant copper concentrations in microalgae physiology comes 

into question. Here, we evaluated the physiology of Chlorolobion braunii exposed to free 

copper ions concentrations between 5.7x10-9 to 5.0x10-6 mol L-1, thus including 

environmentally relevant values. Population growth and photosynthetic parameters were 

determined in 96 h controlled laboratory experiments. Exponentially growing cells (48 h 

cultures) were analyzed for effective quantum yield and rapid light curves (RLC), as well 

as total lipids, proteins and carbohydrates, chlorophyll a and carotenoids concentrations. 

Results showed that growth rates and population density decreased gradually as copper 

increased in cultures, with chlorophyll a concentration been affected less intensively than 

the growth parameters. Up to 4.0x10-6 mol L-1 free copper no effect was obtained for 

maximum and effective quantum yields, and photochemical quenching (qP). However, at 

5.0x10-6 mol L-1 they were drastically reduced and non-photochemical quenching (NPQ) 

increased. Rapid light curves and their parameters (Ek, α and ETRmax) were inversely 

correlated with free copper concentrations. The yield of biomolecules increased under 

environmentally relevant copper concentrations, situation where the absolute values were 

not affected. Two important applications can be delineated from the present research, one 

related to ecology and the other one to biotechnology. Because copper concentration in 

the environment is gradually increasing due to anthropic activities, investigations that use 

environmentally relevant values are of interest to both ecology and microalgae 

physiology, and closer to reality than acute toxicological investigations. 

Keywords: microalgae, biomolecules, rapid light curves, PhytoPAM 
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INTRODUÇÃO 1 

 2 

O cobre alcança ambientes aquáticos por processos naturais ou artificiais, como o 3 

desgaste do solo e descargas industriais (NRIAGU, 1990), bem como através do seu uso 4 

como algicida (BISHOP et al., 2018; GIBSON, 1972). Como todos os outros metais, o 5 

cobre não é degradável, portanto, tende a se acumular nos corpos de água, resultando no 6 

aumento gradual de suas concentrações (ISMAIEL; SAID, 2018). 7 

O cobre é um micronutriente essencial necessário para vários processos 8 

fisiológicos em microalgas, e deve ser mantido dentro de uma faixa estreita com o risco 9 

de toxicidade em níveis acima do necessário (DEWEZ et al., 2005; ECHEVESTE; 10 

SILVA; LOMBARDI, 2017; LOMBARDI; MALDONADO, 2011; SUNDA; 11 

HUNTSMAN, 1998). Segundo BOSSUYT e JANSSEN (2004), as microalgas 12 

desenvolveram mecanismos para lidar com os efeitos duais do cobre. Estes podem 13 

envolver ATPases do tipo P funcionando para bombear cobre para fora das células através 14 

de membranas biológicas; LOMBARDI et al (2000) e LOMBARDI, VIEIRA e 15 

SARTORI (2002) mostraram que compostos extracelulares produzidos por microalgas 16 

podem reduzir a biodisponibilidade do cobre no ambiente circundante; As chaperonas de 17 

cobre intracelulares demonstraram estar ativas quando o excesso de cobre está presente 18 

(CID et al., 2010; JAMERS et al., 2006). 19 

A essencialidade do cobre depende de suas múltiplas funções, compreendendo 20 

diversas vias metabólicas, como no transporte de elétrons da cadeia fotossintética 21 

respiratória, onde está associado a proteínas transportadoras (RAVEN; EVANS; KORB, 22 

1999), em certos sistemas de transporte de Fe de alta afinidade (MALDONADO et al., 23 

2006; PEERS; PRICE, 2006), entre outros. A pesquisa até hoje estabeleceu que o 24 

aumento do cobre no meio de cultura de microalgas leva ao desequilíbrio desse metal 25 

dentro das células, com deterioração geral do funcionamento metabólico (CID et al., 26 

2010; SUNDA; HUNTSMAN, 1998). Isto leva a diminuir o conteúdo de pigmentos e 27 

induzir a peroxidação lipídica (BOSSUYT; JANSSEN, 2004), culminando na diminuição 28 

da capacidade de divisão das microalgas, resultando em menores taxas de crescimento e 29 

declínio geral da população em comparação com as concentrações de cobre usadas, por 30 

exemplo, as ambientalmente relevantes (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). O que 31 

ainda não está claro, entretanto, é se baixas concentrações de cobre, por exemplo, ~ 10-9 32 
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- 10-8 mol L-1, afetarão a fisiologia das microalgas de forma que elas possam se propagar 33 

através das cadeias alimentares, mudando, por exemplo, a composição de biomoléculas. 34 

A tese central desta dissertação é que o aumento gradual do cobre no ambiente pode levar 35 

a mudanças fisiológicas importantes para o meio ambiente em microalgas. 36 

Microalgas podem ser consideradas como protistas fotossintetizantes, vivendo 37 

isoladas ou em colônias, unicelulares ou filamentosas (VAN DEN HOEK; MANN; 38 

JAHNS, 1995). Elas podem ser usadas como indicadores de qualidade de corpos d’água 39 

e como organismos modelo em estudos de toxicidade (GEORGOPOULOS et al., 2001), 40 

já que se encontram presentes em quase todos os ambientes e habitats da Terra e por 41 

responderem rápido a uma ampla gama de contaminantes. O entendimento dos efeitos de 42 

metais-traço como o cobre em microalgas é importante pois elas servem como recurso 43 

alimentar em níveis superiores da teia trófica em ecossistemas aquáticos, atuando no 44 

balanço energético. Além disso, microalgas participam da ciclagem de carbono pelo 45 

processo de fotossíntese, onde pela assimilação de carbono inorgânico, luz e água, 46 

produzem matéria orgânica que suporta os ecossistemas aquáticos e libera O2 47 

(REYNOLDS, 2006). 48 

Recentemente, pesquisadores examinaram os efeitos do cobre (em baixas 49 

concentrações de íons Cu2+ livre) em microalgas e mostraram que estes, de fato, podem 50 

causar algum efeito na fisiologia das algas. ECHEVESTE, SILVA e LOMBARDI (2017) 51 

investigaram os efeitos do cobre em Chlorolobium braunii, a mesma espécie que usamos, 52 

e obtiveram um comprometimento do crescimento populacional em 2,5x10-5 mol L-1 de 53 

cobre total (equivalente a ~ 1,1x10-8 mol L-1 de Cu2+ livre no meio de cultura usado); 54 

SILVA, ECHEVESTE e LOMBARDI (2018) estudaram os efeitos do mesmo metal em 55 

outra microalga de água doce, Scenedesmus quadricauda, e mostraram que o crescimento 56 

populacional e o teor de clorofila a diminuíram em 2,5x10-6 mol L-1 de cobre total (~ 57 

5x10-9 mol L-1 de Cu2 +  no meio de cultura usado), e o rendimento quântico fotossintético 58 

declinou ~ 31% em células expostas a 2,5x10-5 mol L-1 (~ 1,1x10-8 mol L-1 de Cu2+ livre) 59 

e acima. LOMBARDI e MALDONADO (2011) mostraram que em 3,1x10-10 mol L-1 de 60 

Cu2+, o crescimento e a fotossíntese foram prejudicados em Phaeocystis cordata, uma 61 

Haptophyta oceânica. Segundo RALPH et al., (2007), o dano ao aparato fotossintético 62 

reduz o crescimento da população de microalgas, e o estresse na fotossíntese leva a uma 63 

diminuição na responsividade das microalgas às adversidades. 64 
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As microalgas apresentam plasticidade fisiológica e podem responder a situações 65 

de estresse de metal através da alteração na composição de suas biomoléculas, como 66 

pigmentos, proteínas, carboidratos e lipídios (CHIA; LOMBARDI; MELÃO, 2013; 67 

CONTRERAS; MOENNE; CORREA, 2005; ECHEVESTE; SILVA; LOMBARDI, 68 

2017; MIAZEK et al., 2015; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018). Além disso, 69 

alguns autores (CHIA; LOMBARDI; MELÃO, 2013; ECHEVESTE; SILVA; 70 

LOMBARDI, 2017; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018) propõem que essas 71 

moléculas podem ajudar as células a lidar com o estresse induzido por metal. Sabe-se que 72 

o estresse oxidativo gerado por metais traços, como o cobre, pode promover mudanças 73 

bioquímicas na biomassa de algas (GARBAYO et al., 2012). Assim, pode-se argumentar 74 

que uma situação capaz de desencadear a síntese e o acúmulo de biomoléculas pode ser 75 

usada como agente manipulador para a produção de biomoléculas de microalgas de 76 

interesse. Além disso, se esta situação é tal que a taxa de crescimento não é grandemente 77 

prejudicada, um ganho líquido em biomolécula pode ser alcançado aumentando assim o 78 

rendimento da biomolécula. De fato, a estimulação de moléculas alvo em microalgas por 79 

metais tem mostrado ser dependente da combinação do tipo de metal e suas 80 

concentrações, bem como da espécie de microalga (CHIA; GALADIMA; JAPHET, 81 

2015a; CHIA; LOMBARDI; MELÃO, 2013; MIAZEK et al., 2015). Assim, a 82 

composição de microalgas considerando lipídios (LOMBARDI; WANGERSKY, 1991; 83 

QIAN et al., 2012), proteínas (CONTRERAS; MOENNE; CORREA, 2005; FÁBREGAS 84 

et al., 1989; QIAN et al., 2012), carboidratos (CHIA; LOMBARDI; MELÃO, 2013) e 85 

outros biomoléculas específicas (RODRIGUES et al., 2014) podem ser manipuladas para 86 

alta ou baixa produção. Existe atualmente um interesse na produção de biomoléculas de 87 

microalgas (SANKARAN et al., 2018), uma vez que estas podem ser cultivadas em locais 88 

que não competem com a produção de alimentos humanos. 89 

Duas importantes aplicações podem ser previstas no presente estudo, uma 90 

relacionada à ecologia e outra à fisiologia/biotecnologia. Investigações que utilizam 91 

valores ambientalmente relevantes estão mais próximas da realidade do que investigações 92 

toxicológicas agudas, portanto mais relacionadas a ecossistemas naturais. Em relação à 93 

fisiologia/biotecnologia, devido à plasticidade fisiológica das microalgas, a exposição a 94 

quantidades vestigiais de metais pode induzir a síntese de biomoléculas e se essas 95 

concentrações não forem suficientes para diminuir a taxa de crescimento, um ganho no 96 

rendimento das biomoléculas pode ser obtido. 97 
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Este estudo examina algumas respostas fisiológicas de Chlorolobium braunii, 98 

uma Chlorophyta cosmopolita de água doce, exposta a uma ampla gama de íons de cobre 99 

livre (5,7x10-9 a 5,0x10-6 mol L-1). Seu crescimento, fotossíntese e produção de 100 

biomoléculas foram investigados. Nosso objetivo foi entender a fisiologia da microalga 101 

ao mesmo tempo em que procuramos por uma concentração de cobre que fosse capaz de 102 

desencadear a produção de biomoléculas. 103 

 104 

  105 

 106 

 107 

 108 

 109 

 110 

 111 

 112 

 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

 120 

 121 
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OBJETIVOS 122 

 123 

Objetivos gerais 124 

 125 

 Nosso objetivo foi investigar sobre os efeitos do íon de cobre em concentrações 126 

ambientalmente relevantes e acima dessas na fisiologia e composição de biomoléculas da 127 

microalga Chlorophyta de água-doce Chlorolobion braunii. 128 

 129 

Objetivos específicos 130 

 131 

 Examinar respostas fisiológicas como o crescimento, concentração de clorofila a 132 

e densidade populacional em culturas de C. braunii em função das concentrações 133 

de cobre; 134 

 Examinar o efeito do cobre na resposta fotossintética da microalga usando a 135 

fluorometria PAM. 136 

 Determinar a composição de biomoléculas (lipídios, proteínas, carboidratos, 137 

clorofila a e carotenóides) de C. braunii nas várias concentrações de Cu testadas; 138 

 139 

 140 

 141 

 142 

 143 

 144 

 145 

 146 

 147 

 148 

 149 

 150 

 151 

 152 
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MATERIAL E MÉTODOS 153 

 154 

a) Culturas de microalgas 155 

Os experimentos foram conduzidos com a microalga verde de água doce 156 

Chlorolobion braunii obtida da coleção de microalgas de água doce (registrado no World 157 

Data Center for Microorganisms, número 835) do Departamento de Botânica da 158 

Universidade Federal de São Carlos. Culturas em lote em meio BG11 (RIPPKA et al. 159 

1979) foram utilizadas e mantidas sob condições ambientais controladas (temperatura                  160 

25 ± 2 °C, fotoperíodo 12 h claro: 12 h escuro e intensidade da luz incidente 130 μmol 161 

fotons m-2 s-1). O meio BG11 utilizado no experimento foi feito inicialmente sem a adição 162 

do cobre na sua composição, esterilizado através de autoclave (20 min, 121ºC, 1 bar; AV 163 

Phoenix Luferco, Brasil) e 24 horas antes do início do experimento o cobre oriundo de 164 

uma solução padrão de cobre (AAS/ICP, 1000 mg L-1, 38996 Sigma-Aldrich, EUA) foi 165 

adicionado. Cada tratamento foi realizado em frascos de tecido de poliestireno com 166 

capacidade de 1 L com 800 mL de cultura constante, arranjado verticalmente e 167 

borbulhado com ar filtrado (0,22 µm; Chromafil Xtra PUDF 20/25, Alemanha). Células 168 

em crescimento exponencial foram inoculadas com densidade celular inicial 104 células 169 

mL-1 em sete concentrações nominais de cobre que incluíam valores ambientalmente 170 

relevantes (10-7, controle, 3.2x10-7, 5.0x10-7, 1.8x10-6, 3.2x10-6, 5.1x10-6, 8.2x10-6, 171 

2.2x10-5 mol L-1). O experimento durou 96 horas; as manipulações da cultura foram 172 

realizadas em um gabinete de fluxo laminar (Veco, modelo VLFS 12, Brasil) garantindo 173 

ambiente filtrado e livre de partículas. 174 

Para assegurar condições estáveis de crescimento nas culturas em batelada, a 175 

densidade celular máxima de C. braunii foi de 2x105 células mL-1. Deve-se estar atento 176 

aos experimentos realizados em culturas de lotes, uma vez que suas condições internas 177 

podem ser altamente variáveis, e é difícil isolar o fator de interesse. LOMBARDI e 178 

MALDONADO (2011) discutiram sobre a vulnerabilidade de sistemas em batelada em 179 

estudos fisiológicos de microalgas e mostraram que culturas em bateladas de até 48 h (~ 180 

2x106 células mL-1 Phaeocystis cordata) se comparam com culturas semi-contínuas, 181 

sustentando as condições de crescimento. Por esse motivo, realizamos nossas medições 182 

fisiológicas em 48 horas. 183 
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b) Íons de cobre livre (Cu2+) 184 

Íons de cobre (Cu2+) foram determinados no meio de cultura 24h após sua adição, 185 

seguindo a metodologia descrita em Lombardi et al. (2007), imediatamente antes do início 186 

do experimento. A metodologia é baseada em um eletrodo seletivo de íons de cobre (ISE-187 

Cu) com calibração de tampão de íons metálicos. Usamos um eletrodo seletivo de cobre 188 

(ISE-Cu) como eletrodo de trabalho (Thermo Scientific Orion 9429BN), um eletrodo de 189 

referência de junção dupla (Thermo Scientific Orion 900200, fluxo seguro D / J) sob 190 

temperatura controlada de 25 ± 2 ºC. O tampão de íon metálico foi composto por borato 191 

de sódio (Sigma-Aldrich, Alemanha), nitrato de sódio (Sigma-Aldrich, Alemanha), 192 

padrão de cobre (38996 Sigma-Aldrich, EUA) e ácido nitrilotriacético (Sigma-Aldrich, 193 

Alemanha) que ficou em contato com o eletrodo por ~ 6 a 8 horas. Isso estendeu os limites 194 

de detecção do sistema ISE-Cu para 10-10 mol L-1. A curva de calibração para o sistema 195 

ISE-Cu realizada em ph 5 é mostrada na figura 1. Foi realizada a partir da diluição parcial 196 

de um padrão comercial mono-elemento AAS / ICP de cobre (1000 mg L-1) (38996 197 

Sigma-Aldrich, EUA).  198 

 199 

 200 

Figura 1. Curva de calibração para o sistema ISE de cobre, reportada como leituras 201 

potenciais (mV) em função do Log [Cu2+] (mol L-1). Equação da reta y = 30x + 268, r2 = 202 

0.9997. 203 

 204 

Os tempos de equilíbrio para a determinação de cobre livre variaram de acordo 205 

com a resposta do eletrodo e a concentração da solução. Enquanto acima de 2.7x10-6 mol 206 

L-1 de cobre livre exigiu um tempo de estabilização de ~ 1: 30 h, abaixo dele ~ 3 a 4 horas 207 
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foram necessários. As medições foram realizadas em sala limpa e a técnica de limpeza de 208 

metal traço foi utilizada por toda a sala. A Tabela 1 mostra as concentrações nominais de 209 

cobre e seus respectivos íons livres de cobre determinados. O meio BG-11 contém o 210 

agente complexante de metal sintético EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) que muito 211 

contribuiu para a diferença entre cobre nominal e o cobre livre. Como as microalgas 212 

respondem ao cobre disponível que está intimamente relacionado aos íons livres de         213 

Cu2 +, nós baseamos nossos resultados e discussões nas concentrações de íons Cu2+ e não 214 

em valores totais ou nominais. 215 

 216 

Tabela 1. Cobre adicionado ao meio de cultura BG11 24 horas 217 

antes da inoculação das células (cobre nominal) e concentrações de 218 

íons de cobre livre (mol L-1) determinadas por ISE-Cu. 219 

Cobre nominal Cobre livre 

1.0x10-7 5.7.x10-9 

3.2x10-7 2.5x10-8 

5.0x10-7 1.1x10-7 

1.9x10-6 1.5x10-7 

3.2x10-6 4.7x10-7 

5.1x10-6 2.7x10-6 

8.2x10-6 4.0x10-6 

2.2x10-5 5.0x10-6 

 220 

 221 

c) Parâmetros de crescimento 222 

Para monitorar o crescimento populacional, a amostragem diária da cultura para 223 

contagem total de células foi realizada usando um citômetro de fluxo (MUSE CELL 224 

ANALYZER; Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) que é baseado na fluorescência 225 

natural do pigmento de clorofila. Estes foram usados para plotar as curvas de crescimento 226 

(em função do tempo). A partir da curva de crescimento, taxas específicas de crescimento, 227 
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(μ d-1), foram calculadas. Isto foi feito pelo ajuste linear da fase de crescimento 228 

exponencial da cultura que foi plotada como o logaritmo natural da densidade celular 229 

(célula mL-1) em função do tempo (dias). O coeficiente angular da linha reta é uma 230 

representação da taxa de crescimento específica. A clorofila a in vivo foi obtida pelo 231 

fluorímetro digital (Turner Designs, Trilogy, EUA) a partir de uma curva de calibração 232 

padrão (unidades de fluorescência relativa,RFU, vs concentração de clorofila a) realizada 233 

com clorofila a extraída de Chlorella sorokiniana.  234 

 235 

d) Parâmetros fotossintéticos 236 

A fluorescência de amplitude modulada (Phytoplankton Analyzer, PHYTO-PAM, 237 

Heinz Walz, Alemanha) foi usada para monitorar os parâmetros fotossintéticos. O 238 

rendimento quântico máximo (ΦM) foi determinado diariamente em amostras adaptadas 239 

ao escuro por 20 min para a oxidação completa de PSII. Rendimento quântico efetivo 240 

(Ф'M) e os quenchings fotoquímicos (qP) e não fotoquímico (NPQ) foram determinadas 241 

em culturas de 48 h. Esses valores foram obtidos de células adaptadas à luz (130 μmol 242 

fótons m-2 s-1) de acordo com as equações abaixo e descritas em Lombardi e Maldonado 243 

(2011). De maneira breve, inicialmente determinou-se a fluorescência basal inicial 244 

produzidas pelas células adaptadas ao escuro (F0) que foi quantificada sob luz actínica de 245 

baixa intensidade (1 μmol fótons m-2 s-1) para que não houvesse a redução dos centros de 246 

reação do PSII. Em seguida, aplicou-se um pulso de luz saturante (0.2 s; 2000 μmol fótons 247 

m-2 s-1) para a determinação da fluorescência máxima (FM). A luz saturante causou uma 248 

total redução do pool aceptor de elétrons dos centros de reação do PSII e induziu um 249 

aumento do sinal de F0 para o nível máximo (FM) 250 

ФM = FM – FO / FM       (1) 251 

 252 

Em seguida, um pulso de luz actínica de 130 μmol fótons m-2 s-1 foi aplicado a 253 

cada 20 s durante 10 min, alterando a fluorescência em estado estável (F´S) e permitiu a 254 

medida de fluorescência das células adaptadas à luz (F’M) e consequentemente o 255 

rendimento quântico efetivo (Ф´M). A fluorescência mínima adaptada a luz (F’0) foi 256 

calculada pela equação apresentada em OXBOROUGH e BAKER (1997). 257 

 258 
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Ф´M = (F´M – F´S) / F´M        (2) 259 

qP = F´M – FS/ F´M – F´O                 (3) 260 

NPQ = [FM – F´M] /F´M                  (4) 261 

 262 

Curvas rápidas de saturação de luz (RLC) foram feitas em 48h usando o 263 

PhytoPAM. Para isto, pulsos crescentes de radiação fotossinteticamente ativa (PAR) 264 

foram aplicados as amostras em intervalos regulares.  Os valores de taxa de transporte de 265 

elétrons relativas (rETR) para cada intensidade de luz foram calculados a partir da 266 

multiplicação de PAR (µmol fótons m-2 s-1) pelo rendimento quântico efetivo. As curvas 267 

foram ajustadas de acordo com o modelo matemático proposto em Platt et al. (1980) e os 268 

parâmetros de coeficiente angular no início do RLC (α), irradiância de saturação (Ek) e 269 

taxa máxima de transporte de elétrons relativa (rETRmax) foram obtidos a partir do 270 

tratamento matemático da RLC. 271 

 272 

e) Composição bioquímica 273 

As biomoléculas intracelulares foram determinadas em culturas de 48 h. Para 274 

carboidratos (30 mL) e proteínas (50 mL) de amostras foram centrifugadas (4400 rpm, 275 

20ºC por 20 min) em centrífuga refrigerada (Thermo Scientific/Sorvall, Legend XTR, 276 

EUA) e os pellets obtidos foram mantidos congelados (-22 °C) até análise. Para 277 

determinar o total de carboidratos, o método colorimétrico baseado em ácido sulfúrico-278 

UV descrito em ALBALASMEH et al (2013) foi utilizado. A curva de calibração foi 279 

realizada com glicose como padrão. As proteínas totais foram quantificadas de acordo 280 

com BRADFORD (1976) utilizando albumina de soro bovino como padrão e a extração 281 

de proteínas seguiu o método em RAUSCH (1981). A determinação de lipídios totais em 282 

100 mL de amostras de cultura foi realizada por cromatografia em camada com detecção 283 

por ionização em chama (TLC-FID) em um Iatroscan (Iatron Laboratories Inc., Tokyo, 284 

Japan), seguindo SILVA, ECHEVESTE e LOMBARDI (2018). Essa metodologia é 285 

baseada na metodologia descrita em PARRISH (1989). Os carotenóides totais foram 286 

determinados de acordo com WELLBURN (1994) em 3 mL de cultura em crescimento 287 

exponencial. O total de clorofila (48h) foi determinado pelo método de extração proposto 288 

por SHOAF e LIUM (1976) com DMSO, e as concentrações foram calculadas seguindo 289 

a equação proposta por JEFFREY e HUMPHREY (1975) usando leituras de 290 

espectrofotômetro (664 e 647 nm). 291 
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Os rendimentos de biomoléculas (pg célula-1 d-1) foram calculados pela 292 

multiplicação dos valores absolutos da biomolécula (pg célula-1) pela taxa de crescimento 293 

(d-1). 294 

 295 

f) Análise estatística 296 

Os resultados foram testados quanto à normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e 297 

depois analisados por ANOVA e teste de Tukey com 95% de confiança para detectar 298 

diferenças significativas entre os tratamentos usando o software MiniTab 17. 299 

 300 

  301 
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RESULTADOS 302 

Efeitos do cobre nos parâmetros de crescimento 303 

A densidade populacional, a concentração de clorofila a e as taxas de crescimento 304 

de Chlorolobion braunii expostas ao cobre em função do tempo são apresentadas na 305 

figura 2.  306 

Ao final do experimento não houve diferenças significativas entre a densidade 307 

populacional em 2,5x10-8, 1,1x10-7 mol L-1 Cu2+ e o controle (5,7x10-9 mol L-1), como 308 

mostrado na fig. 2a. No entanto, a partir de 1,5x10-7 mol L-1 Cu2+ houve decréscimo 309 

significativo no crescimento populacional. A densidade populacional (fig. 2b) e a 310 

concentração de clorofila a (fig. 2c) em 48 h diminuíram gradualmente à medida que os 311 

íons de Cu2+ livre aumentaram no meio de cultura. Da mesma forma, as taxas de 312 

crescimento, que foram baseadas na densidade celular até 48 h, diminuíram com o 313 

aumento do cobre e refletiram a sensibilidade de C. braunii a este metal (fig. 2d). A taxa 314 

de crescimento no controle foi de 1,14 d-1, mas diminuiu acentuadamente na concentração 315 

de 2,7x10-6 mol L-1 Cu2+ livre e acima. A taxa de crescimento de C. braunii começou a 316 

diminuir em 2,5x10-8 mol L-1 Cu2+, quando foi 17% menor que o controle (ANOVA, p 317 

<0,05) e reduzida a ~ 93% na maior concentração de cobre (5,0x10-6 mol L-1). 318 

 319 

 320 



26 
 

 321 

Figura 2. Parâmetros de crescimento obtidos durante 96 h para culturas de C. braunii. 322 

Densidade populacional (Ln [células mL ‐1]) em função do tempo experimental (a); 323 

densidade populacional em 48 h (b); clorofila a (µg mL-1) em 48 h (c); taxas de 324 

crescimento (d-1) (d) em função da concentração de log Cu2+ livre (mol L-1). Os símbolos 325 

aplicam-se a concentrações de cobre livre (mol L-1): círculo aberto 5.7x10-9, ampulheta 326 

fechada 2.5x10-8, diamante aberto 1.1x10-7, diamante fechado 1.5x10-7, triângulo aberto 327 

4.7x10-7, triângulo fechado 2.7 x10-6, quadrado aberto 4x10-6, quadrado fechado 5x10-6. 328 

Barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 329 

 330 

Efeitos do cobre nos parâmetros PAM 331 

O rendimento fotossintético máximo (ΦM) obtido diariamente para culturas de C. 332 

braunii em função do tempo experimental é relatado na figura 3. Ele diminuiu na maior 333 

concentração de cobre livre (5,0x10-6 mol L-1 Cu2+) após 48 horas de exposição e daí em 334 

diante, mas para as outras concentrações de cobre os valores foram ~ 0,75 sem variação 335 

ao longo do tempo experimental. 336 
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 337 

Figura 3. Rendimento quântico máximo (ΦM) de PSII relatado em unidades de 338 

fluorescência relativa (R.U.) em função do tempo experimental em culturas de C. braunii. 339 

Os símbolos aplicam-se a concentrações de cobre livre (mol L-1): círculo aberto 5.7x10-340 

9, ampulheta fechada 2.5x10-8, diamante aberto 1.1x10-7, diamante fechado 1.5x10-7, 341 

triângulo aberto 4.7x10-7, triângulo fechado 2.7 x10-6, quadrado aberto 4x10-6, quadrado 342 

fechado 5x10-6. Barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 343 

 344 

A Figura 4 reporta rendimentos quânticos do PSII (fig. 4a) e quenchings de 345 

fluorescência (fig. 4b) em 48 h de exposição ao cobre para todos os tratamentos. 346 

Concentrações de cobre ambientalmente relevantes não afetaram significativamente esses 347 

parâmetros de fluorescência (ΦM, Φ'M) até 4,0x10-6 mol L-1 de Cu2+ livre. Da mesma 348 

forma, a extinção da fluorescência qP foi menor em 5,0x10-6 mol L-1 Cu2+ (ANOVA, p 349 

<0,05), a maior concentração testada. O quenching não fotoquímico (NPQ) aumentou 350 

cerca de 43% em comparação com o controle de 1,5x10-7 a 2,7x10-6 mol L-1 Cu2+ 351 

(ANOVA, p <0,05). Observamos que foi apenas na concentração livre de Cu2+ de    352 

5,0x10-6 mol L-1 Cu2+, quando o NPQ foi 81% maior que o controle, que os parâmetros 353 

fotossintéticos qP, ΦM, Φ'M diminuíram (ANOVA, p <0,05). 354 
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 355 

Figura 4. Parâmetros de fluorescência do PSII em 48 h em função da concentração de 356 

cobre livre. Rendimento quântico (a) e quenchings (b). Símbolos da barra: cinza, 357 

rendimento quântico máximo; tracejada, rendimento quântico operacional; branco, 358 

quenching fotoquímico; preto, quenching não fotoquímico dissipado na forma de calor 359 

(NPQ). Estatística: letras iguais acima das barras não indica diferença significativa 360 

(ANOVA p> 0,05). 361 

 362 

Efeitos do cobre no RLC 363 

As curvas rápidas de saturação de luz para todos os tratamentos são apresentadas 364 

na figura 5, onde os efeitos negativos do cobre na ETR podem ser vistos. Das 365 

concentrações mais baixas de cobre (5,7x10-9 mol L-1) até as concentrações de cobre livre 366 

mais elevadas (5,0x10-6 mol L-1), a ETR diminuiu de ~ 200 para 50 (ANOVA, p <0,05).  367 

 368 

 369 
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 370 

Figura 5. Curvas rápidas de luz (RLC) em 48 h de exposição de cobre representada como 371 

taxa relativa de transporte de elétrons (ETR, µmol elétrons m-2  s-1) em função da radiação 372 

fotossinteticamente ativa (PAR, µmol fótons m-2 s-1). Os símbolos aplicam-se a 373 

concentrações de cobre livre (mol L-1): círculo aberto 5.7x10-9, ampulheta fechada 374 

2.5x10-8, diamante aberto 1.1x10-7, diamante fechado 1.5x10-7, triângulo aberto 4.7x10-7, 375 

triângulo fechado 2.7 x10-6, quadrado aberto 4x10-6, quadrado fechado 5x10-6. As linhas 376 

representam o melhor ajuste dos dados de acordo com Platt et al. (1980). Barras de erro 377 

representam o desvio padrão da média (n = 3). 378 

 379 

Os resultados relacionados aos parâmetros obtidos após o tratamento matemático 380 

do RLC, Ek (fig. 6b) e rETRm (fig. 6c) confirmaram que a 1,5x10-7 mol L-1 e acima, o 381 

cobre afetou o aparato fotossintético das microalgas. Aqui, os parâmetros mais sensíveis 382 

foram Ek e rETRm, seguidos por α (6a) a 4,7x10-7 mol L-1 de íons Cu2+ livres. 383 

 384 
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 385 

Figura 6. Parâmetros relacionados com a fotossíntese obtidos após o ajuste de RLC de 386 

acordo com Platt et al. (1980) relatado em função do log da concentração de Cu2+ livre 387 

(mol L-1). Em 7a (α), 7b (Ek) e 7c (rETRmax). Barras de erro representam o desvio padrão 388 

da média (n = 3). 389 

 390 

Efeitos do cobre nas biomoléculas 391 

A produção de biomoléculas é mostrada na figura 7. Enquanto o conteúdo 392 

absoluto relatado como concentração (pg célula-1) de carboidratos, lipídios ou proteínas 393 

aumentou na concentração de cobre mais alta (7a), os rendimentos de biomoléculas (pg 394 

célula-1 d-1) se comportou de maneira diferente. C. braunii exposta a concentrações de 395 

Cu2+ de 4,7x10-7 a 4,0x10-6 mol L-1 apresentou rendimento máximo de proteínas (~ 80 pg 396 

célula-1 d-1). O valor mais alto para produção de lipídios totais foi de aproximadamente 397 
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45 pg célula-1 d-1 em concentrações tão baixas quanto 2,5x10-8 mol L-1 de cobre livre. 398 

Nenhum aumento na produção de carboidratos foi observado em todo o experimento. 399 

 400 

Figura 7. Biomoléculas totais em 48h para culturas de C. braunii em função das 401 

concentrações de cobre testadas representadas como proteínas (barras tracejadas), 402 

carboidratos (barras brancas), lipídios (barras pretas). Em (a) valores absolutos de 403 

biomoléculas (pg célula-1; os valores de carboidratos foram multiplicados por 3 e lipídios 404 

por 10), e em (b) rendimento de biomoléculas (pg célula-1 d-1). Barras de erro representam 405 

o desvio padrão da média (n = 3). 406 

 407 

Os pigmentos clorofila a e carotenóides em função dos íons de cobre livres são 408 

mostrados na figura 8. Considerando-se as concentrações absolutas eles aumentaram na 409 

maior concentração de cobre testada, mas no caso dos pigmentos, seu rendimento 410 

diminuiu gradualmente com o aumento de cobre. 411 

 412 
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 413 

Figura 8. Pigmentos totais em C. braunii em culturas de 48 h para as concentrações de 414 

cobre testadas representadas como clorofila a (barras tracejadas) e carotenóides (barras 415 

pretas). Em (a) valores absolutos de biomoléculas (pg.cell-1) e em (b) rendimento de 416 

biomoléculas (pg célula-1 d-1). Barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 417 

3). 418 

 419 

 420 

 421 

 422 

 423 

 424 

 425 

 426 
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DISCUSSÃO 427 

 428 

Efeitos do cobre nos parâmetros de crescimento 429 

Em geral, os efeitos do cobre sobre C. braunii mostraram padrões diferentes 430 

quando se trata de diferentes aspectos do metabolismo. As taxas de crescimento e 431 

clorofila a foram os aspectos que primeiro diminuíram após a exposição à concentração 432 

de cobre livre de 2,5x10-8 mol L-1, uma concentração sub-letal, sem efeito nos parâmetros 433 

fotossintéticos. Embora não haja consenso se a divisão celular ou a fotossíntese são 434 

afetadas primeiro em situações de exposição ao cobre, a maioria dos resultados até o 435 

momento mostra que, em microalgas, é provável que os parâmetros de crescimento sejam 436 

afetados em concentrações mais baixas. Em concordância com nossos resultados, 437 

LOMBARDI e MALDONADO (2011) mostraram que a taxa de crescimento foi o 438 

parâmetro mais sensível ao cobre em Phaeocystis cordata, uma Haptophyta oceânica. Da 439 

mesma forma, investigando os efeitos do cobre em Scenedesmus incrassatulus, 440 

(PERALES-VELA et al. (2007) relataram que a produção de biomassa foi o parâmetro 441 

mais sensível ao cobre, diminuindo significativamente em comparação com o controle a 442 

6x10-7 mol L-1 de cobre total em um meio de cultura contendo EDTA, um ligante sintético 443 

de metal. KNAUER, BEHRA e SIGG (1997) estudaram os efeitos do cobre e do zinco 444 

no crescimento de 5 espécies de microalgas com valores nominais de cobre variando de 445 

10-15 a 10-7 mol L-1 em meio de cultura contendo EDTA. Eles observaram que para 446 

Chlorella fusca em concentrações maiores que 10-9 mol L-1 de cobre nominal as taxas de 447 

crescimento diminuíam. Eles mostraram que Chlamydomonas reinhardtii era mais 448 

sensível ao cobre e que concentrações de 10-9 mol L-1 de cobre era prejudicial à divisão 449 

celular, diminuindo sua taxa de crescimento. Mais recentemente, ECHEVESTE, SILVA 450 

e LOMBARDI (2017) mostraram redução da taxa de crescimento em C. braunii a 451 

aproximadamente 10-8 mol L-1 de íons livres de cobre, mas o rendimento máximo 452 

fotossintético necessitou de concentrações maiores de cobre para que qualquer efeito 453 

fosse detectado. Da mesma forma, SILVA, ECHEVESTE e LOMBARDI (2018) 454 

mostraram que Scenedesmus quadricauda exposta ao cobre teve sua taxa de crescimento 455 

diminuída em concentrações de cobre livre tão baixas quanto 5x10-9 mol L-1 e que este 456 

parâmetro foi mais sensível ao cobre que o rendimento máximo fotossintético. No 457 

entanto, MIAO, WANG e JUNEAU (2005) objetivando uma comparação entre 458 

parâmetros de crescimento e fluorometria de PAM, expôs 4 espécies de fitoplâncton 459 
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marinho (Dunaliella tertiolecta, Prorocentrum minimum, Synechococcus sp. e 460 

Thalassiosira weissflogii) a concentrações de Cu livre ambientalmente relevantes (10-11 461 

a 10-8,7 mol L-1) entre outros metais. Os autores mostraram sensibilidade similar tanto 462 

para os parâmetros fotossintéticos quanto para as taxas de crescimento espécie-463 

específicas. Foi proposto que, em situações de estresse por metal, as plantas podem usar 464 

a energia originalmente designada para o crescimento para outros processos celulares 465 

necessários para controlar e manter a homeostase celular (PRASAD e HAGEMEYER, 466 

1999) e também proteger o aparato fotossintético (REYNOLDS, 2006), assim, as taxas 467 

de crescimento seriam afetadas mais cedo do que os parâmetros fotossintéticos. 468 

A concentração de clorofila a (μg mL-1) começou a diminuir nas concentrações 469 

de cobre ambientais (2,5x10-8 mol L-1) e continuou nas maiores concentrações de cobre. 470 

O decréscimo de 65% da clorofila em 5x10-6 mol L-1 Cu2+ mostra que C. braunii é mais 471 

sensível que Pavlova viridis que apresentou redução de ~ 27% a 4,7x10-5 mol L-1 Cu, 472 

como relatado em LI et al., (2006), e KALINOWSKA e PAWLIK-SKOWROŃSKA, 473 

(2010) que obtiveram redução de ~ 20% a 5x10-6 mol L-1 de cobre total em meio com 474 

EDTA para Stichococcus minor. AFKAR e FATHI, (2010) obtiveram redução de ~ 72% 475 

no teor de clorofila a com o aumento da concentração de cobre de 10-8 para 10-6 mol L-1 476 

em estudos com Chlorella vulgaris. PERALES-VELA et al (2007) investigaram 477 

Scenedesmus incrassatulus com concentrações de cobre entre 6x10-7 e 3x10-6 mol L-1 e 478 

observaram decréscimo nas concentrações de clorofila a e no crescimento, em 6x10-7 mol 479 

L-1. Nosso resultado está de acordo com a literatura e indica que mesmo em concentrações 480 

tão baixas quanto as encontradas hoje no ambiente (ASARE et al., 2018; TONIETTO et 481 

al., 2015; TONIETTO; GRASSI, 2012), as microalgas podem enfrentar dificuldades em 482 

relação à exposição ao cobre. De acordo com BARON, ARELLANO e GORGÉ  (1995), 483 

SANDMANN e BÖGER, (1980) e SABATINI et al., (2009) a diminuição no teor de 484 

clorofila a pode ser devido à geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) em excesso 485 

de cobre, o que, por sua vez, pode levar à peroxidação da membranas de cloroplastos 486 

(CONTRERAS, MOENNE e CORREA, (2005). 487 

Efeitos do cobre nos parâmetros PAM 488 

Apesar da lesão que o baixo teor de clorofila pode causar às microalgas 489 

fotossintéticas, não foi obtida correlação entre os rendimentos fotossintéticos (ФM, ФM) e 490 

qP, e os íons cobre, exceto a diminuição abrupta na maior concentração testada (5x10-6 491 
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mol L-1 de cobre livre). A falta de variação ou menor sensibilidade dos parâmetros 492 

fotossintéticos (ФM, Ф'M, qP) em C. braunii em comparação com os parâmetros de 493 

crescimento sob exposição ao cobre sugere que o aparato fotossintético não é o primeiro 494 

alvo para a toxicidade do cobre, mas sim a divisão celular. Nossos resultados concordam 495 

com os de ECHEVESTE, SILVA e LOMBARDI (2017) que observaram decréscimo do 496 

ФM na mesma espécie C. braunii com o aumento na concentração de cobre de 2,5x10-9 497 

para 3,7x10-8 mol L-1 Cu2+. 498 

Em relação ao rendimento quântico máximo, PERALES-VELA et al. (2007) 499 

mostraram que Scenedesmus incrassatulus teve redução de 13% na concentração total de 500 

cobre de 2,5x10-6 mol L-1 em relação ao controle. Ressaltamos aqui que, como o meio de 501 

cultura continha EDTA, não sabemos a concentração de cobre livre, o que dificulta a 502 

comparação com nossos dados. Os autores sugerem que o cobre promove uma redução 503 

dos centros de reação ativa do PSII e da separação de carga primária, levando a 504 

diminuição do rendimento quântico do PSII e da taxa de transporte de elétrons. DEWEZ 505 

et al., (2005) atribuíram a diminuição do rendimento de fluorescência em Scenedesmus 506 

obliquus exposto ao cobre à inibição do transporte de elétrons do PSII via QA, QB e pool 507 

de plastoquinona. 508 

Entre os parâmetros fotossintéticos que foram mais sensíveis às concentrações de 509 

cobre estão NPQ, Ek e rETRmax obtidos após o tratamento matemático do RLC. O 510 

aumento do NPQ em concentração de Cu2+ de 1,5x10-7 mol L-1, dissipado por C. braunii, 511 

está de acordo com a maioria da literatura que investiga os efeitos de íons metálicos no 512 

aparato fotossintético de microalgas. Os rendimentos ФM, Ф´M e qP foram mais 513 

conservados e valores inferiores ao controle foram detectados apenas nas concentrações 514 

de cobre livre de 5x10-6 mol L-1, sem tendência de diminuição gradual. Relacionar a 515 

observação de REYNOLDS (2006) e a função do NPQ, isto é, dissipação de calor que 516 

atua como um sistema de proteção para o aparelho fotossintético, é razoável já que o NPQ 517 

aumentou nas concentrações de metais que afetaram a taxa de crescimento, 1,5x10-7 mol 518 

L-1 de Cu2+ livre. A dissipação de energia NPQ é uma forma de dissipação fotoprotetora 519 

do excesso de energia luminosa, a fim de evitar danos ao aparato fotossintético MULLER, 520 

(2001) pela ativação do ciclo da xantofila (FIGUEROA, JEREZ e KORBEE, 2013; 521 

KROMKAMP et al., 2008). O aumento do NPQ em 5,0x10-6 mol L-1 de cobre indica que 522 

os mecanismos de fotoproteção em C. braunii foram preservados mesmo em 523 

concentrações tão altas quanto 5,0x10-6 mol L-1, mas como apresentado em JUNEAU, 524 
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BERDEY e POPOVIC  (2002), a taxa de transporte de elétrons poderia ter sido inibida. 525 

ECHEVESTE, SILVA e LOMBARDI (2017) também mostraram aumento de NPQ ao 526 

investigar os efeitos do cobre nos parâmetros fotossintéticos de C. braunii. O aumento no 527 

NPQ que obtivemos sugere que o complexo antena poderia estar com problemas, 528 

prejudicando a absorção de luz em alta intensidade. Como demonstramos no presente 529 

estudo, se concentrações tão baixas quanto 1,5x10-7 mol L-1 de íons livres de Cu2+ 530 

causaram a ativação do sistema de fotoproteção NPQ, é uma indicação de que em 531 

situações ambientais C. braunii pode enfrentar problemas semelhantes. 532 

Uma grande parte da literatura recente (CHEN et al., 2016; WANG; 533 

SATHASIVAM; KI, 2017; YONG et al., 2018) relatam os efeitos do cobre no 534 

fitoplâncton baseado em concentrações totais ou nominais de cobre, que é conhecido por 535 

ter baixa correlação com a biodisponibilidade e é dependente da composição do meio. Os 536 

pesquisadores devem estar cientes de que especificar a concentração total de cobre ou 537 

outro metal necessário para causar um efeito é inútil quando o organismo é microalga. 538 

Isso ocorre porque os íons devem passar através da membrana celular para efetivamente 539 

causar um efeito metabólico (LOMBARDI; VIEIRA; SARTORI, 2002) e as 540 

concentrações totais estão sujeitas a grande variação em consequência da composição do 541 

meio de cultura, que geralmente contém EDTA que é necessário para a disponibilidade 542 

correta de metais traços, particularmente ferro. 543 

A diminuição no qP (menor energia direcionada à fotoquímica) obtida para C. 544 

braunii exposta ao cobre pode estar relacionada com centros abertos de reação como 545 

discutido em MAXWELL e JOHNSON (2000) ou com uma diminuição no estado 546 

oxidado da quinona A (QA). (TRISSIL e LAVERGNE, 1994). Segundo BELSHE, 547 

DURAKO e BLUM (2007), em situações estressantes, as microalgas podem responder 548 

diminuindo a absorção de energia luminosa para reduzir os danos que o excesso de luz 549 

pode causar, o que consequentemente resulta em menores rendimentos quânticos (e 550 

menor qP). 551 

Efeito do cobre no RLC 552 

As curvas rápidas de saturação de luz permitem avaliar ajustes no funcionamento 553 

do aparelho fotossintético à medida que a intensidade da luz aumenta, envolvendo 554 

mecanismos de fotoproteção e ocorrência de fotoinibição (SCHREIBER et al., 1997). 555 

Vale a pena notar que, embora nenhum efeito foi detectado sobre os rendimentos 556 
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quânticos de fluorescência e qP em baixos e intermediários níveis de cobre, RLC mostrou 557 

diferenças entre essas concentrações de cobre. Comparando os três parâmetros (α, Ek e 558 

rETRmax) que foram calculados a partir do RLC, Ek e rETRmax decresceram a partir de 559 

1,5x10-7 mol L-1 e foram mais sensíveis ao cobre, enquanto α respondeu mais tarde. A 560 

diminuição gradual desses parâmetros quando o cobre aumentou na cultura confirma seu 561 

efeito sobre a capacidade das células de lidar com a luz incidente. Isso mostra que, no 562 

ambiente natural, onde há um aumento na intensidade da luz desde o alvorecer até seu 563 

pico máximo e subsequente decaimento ao anoitecer, as microalgas expostas ao cobre em 564 

concentrações próximas a 1,5x10-7 mol L-1 podem enfrentar limitações da fotossíntese. 565 

Ek reflete a aclimatação das células à luz (SAKSHAUG et al., 1997) e se a luz 566 

estiver mudando constantemente, Ek também mudará. Em nossos experimentos, Ek 567 

diminuiu com o aumento do cobre; este comportamento pode estar relacionado aos efeitos 568 

do cobre diretamente no aparato fotossintético ou indiretamente através do estresse 569 

oxidativo (KÜPPER et al., 2002). Ambos podem aumentar a fotossensibilidade das algas. 570 

YONG et al. (2018) observaram redução nos valores de Ek e aumento de NPQ em S. 571 

quadricauda expostos ao cobre (concentração total de metal relatada), indicando que o 572 

metal danificou o aparato fotossintético da microalga S. quadricauda. Segundo os 573 

autores, o efeito de inibição promovido pelo cobre na fotoquímica de PSII está 574 

relacionado à interferência da quebra de água durante o processo fotossintético, que 575 

resulta em excesso de energia de excitação que é então dissipada como NPQ. Isso também 576 

está relacionado às outras respostas fotossintéticas, como α e rETRm. Segundo 577 

SCHREIBER (2004) α é definido como o aumento da curva na região limitante da luz e 578 

proporcional à eficiência da captação de luz. Uma vez que α e rETRm diminuíram com o 579 

aumento de cobre, podemos racionalizar que tanto a separação de carga quanto o fluxo 580 

de elétrons a jusante no PSII estavam sendo afetados mesmo em concentrações tão baixas 581 

quanto 4,7x10-7 e 1,5x10-7 mol L-1 de cobre livre, respectivamente. Ao todo, estes levam 582 

a diminuição dos parâmetros de RLC com o aumento dos íons de cobre, inibindo a 583 

atividade do PSII. QIAN et al., (2009) utilizaram PCR em tempo real e mostraram que C. 584 

vulgaris exposta a concentrações de cobre total 10 vezes maior do que aquela em que 585 

detectamos os primeiros efeitos, a abundância de transcritos gênicos relacionados à 586 

fotossíntese (psbA e rbcL) diminuiu. Os autores demonstraram que Cu (e Cd) inibiram 587 

de forma independente a atividade do PSII e a assimilação de CO2. 588 

Efeitos do cobre nas biomoléculas 589 
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O aumento de 15 vezes do total de carboidratos por célula em relação ao controle 590 

na maior concentração de cobre (5x10-6 mol L-1) está de acordo com os resultados da 591 

literatura. CHIA, LOMBARDI e MELÃO (2013) expuseram C. vulgaris ao estresse por 592 

Cd e mostraram um aumento de biomoléculas com o aumento do metal em meio de 593 

cultura. Da mesma forma, SILVA et al. (2018) mostraram que Scenedesmus quadricauda 594 

aumentou em 15 vezes o conteúdo de carboidratos em comparação com o controle quando 595 

exposta a 10-6 mol L-1 de íons cobre. Se considerarmos que em 5x10-6 mol L-1 de cobre 596 

livre C. braunii (neste estudo) estava enfrentando dificuldades fotossintéticas, esse 597 

aumento de carboidratos poderia ser resultado da diminuição dos processos catabólicos e 598 

não da sua produção através da fixação de carbono. 599 

O aumento de lipídios totais em 8 vezes, em comparação com o controle, à custa 600 

da taxa de crescimento em nossa maior concentração de cobre (5,0x10-6 mol L-1) está de 601 

acordo com a maioria dos resultados da literatura sobre o aumento de lipídios em 602 

condições de estresse. Em comparação com o respectivo controle, SILVA et al. (2018) 603 

obtiveram um aumento de 5 vezes no total de lipídios em S. quadricauda exposta a     604 

5x10-9 mol L-1 e 1.1x10-8 mol L-1 íons de cobre livre. ZHU (2015) aponta que os metais 605 

traço podem ser uma estratégia promissora para o aumento da produção de lipídios nas 606 

microalgas. O acúmulo de lipídios nas microalgas em detrimento da taxa de crescimento 607 

é comum (células que não se dividem, tendem a acumular biomoléculas desde que sejam 608 

metabolicamente ativas) e a literatura mostra que quanto pior a condição de estresse, 609 

maior o acúmulo de lipídios (CHIA; GALADIMA; JAPHET, 2015b; HU et al., 2008; 610 

LOMBARDI; WANGERSKY, 1991). CHIA et al. (2013) mostraram que o acúmulo de 611 

lipídios em C. vulgaris depletadas de nitrogênio ou fósforo pode ser amplificado se essas 612 

células depletadas de nutrientes forem expostas ao cádmio. Os autores mostraram que o 613 

triacilglicerol pode abranger 62% da biomassa seca em comparação com 1% no controle, 614 

mas novamente isso acontece em detrimento da taxa de crescimento. REN et al., (2014) 615 

expuseram Scenedesmus sp a ~ 2,2x10-5 mol L-1 de ferro (Fe3+) e obtiveram ~ 4,5 vezes 616 

maior concentração de lipídios e ~ 4,1 vezes maior produção de lipídios em comparação 617 

com o controle, mas em concentrações de Fe3+ ainda mais altas não ocorreu ganho 618 

lipídico. 619 

O aumento de proteínas totais (13 vezes) a 5,0x10-6 mol L-1 de cobre livre em 620 

relação ao controle obtido nesta pesquisa está de acordo com a literatura (CHIA; 621 

LOMBARDI; MELÃO, 2013; ROCHA et al., 2016; SILVA; ECHEVESTE; 622 
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LOMBARDI, 2018). Nossos resultados sugerem que as proteínas acumuladas podem não 623 

ser estruturais, mas sim proteínas de ligação a metais que reduzem a biodisponibilidade 624 

do cobre, como as fitoquelatinas SUNDA e HUNTSMAN (1998). No entanto, esse 625 

aumento elevado pode ter a contribuição de um declínio na degradação de proteínas, 626 

como apontado por CHIA et al. (2015). SILVA et al. (2018) investigaram a fisiologia de 627 

Scenedesmus quadricauda exposta ao cobre e obtiveram o maior teor de proteína, 6x 628 

maior que o controle na concentração de íons Cu2+ livre de 8.2x10-9 mol L-1, onde a taxa 629 

de crescimento foi estatisticamente semelhante ao controle. No entanto, DE ABREU et 630 

al., (2014) observaram diminuição de proteínas em C. vulgaris expostas a uma 631 

concentração total de cobre de ~ 1,6x10-5 mol L-1. 632 

A maior parte do aumento relatado de biomoléculas de microalgas, sejam lipídios, 633 

carboidratos ou proteínas, é obtido à custa das taxas de crescimento. Isto é devido à 634 

condição altamente estressante imposta pelo aumento de metal residual que é necessário 635 

para acionar o acúmulo de biomoléculas. No entanto, como já discutido em ZHU (2015) 636 

concentrações baixas ou intermediárias de cobre, onde pouco comprometimento da taxa 637 

de crescimento é obtido, um aumento significativo no rendimento de biomoléculas (célula 638 

pg-1 d-1) pode ser obtido. Sob os olhos da biotecnologia, isso pode ser considerado uma 639 

técnica de biomanipulação. Este foi o caso do rendimento de proteínas 33% maior que 640 

obtivemos expondo C. braunii à faixa de cobre livre de 4,7x10-7 a 4,0x10-6 mol L-1. Vale 641 

ressaltar que aproximadamente 15 vezes menor concentração de cobre livre (2,5x10-8 mol 642 

L-1) foi necessária para aumentar o rendimento lipídico em comparação com o rendimento 643 

de proteínas em C. braunii. No entanto, deve-se estar ciente de que, ao usar a técnica de 644 

biomanipulação, a qualidade dos lipídios acumulados ou de outras biomoléculas pode ser 645 

diferente em comparação com a produzida em condições saudáveis. CHIA et al. (2013) 646 

mostraram 3,5 vezes mais lipídios em Chlorella vulgaris expostas a 2x10-8 mol L-1 de Cd 647 

livre, mas ácidos graxos saturados (SAFA) aumentaram em detrimento de ácidos graxos 648 

poliinsaturados (PUFA). Portanto, se alguém pretende manipular a biomassa de algas 649 

para o aumento de lipídios, a aplicação da biomassa deve ser considerada, uma vez que 650 

usá-la como matéria-prima na aquicultura pode levar ao aumento da SAFA nos animais 651 

aquáticos. 652 

Em relação aos pigmentos (clorofila a e carotenóides totais), a quantidade absoluta 653 

se comportou de forma semelhante às outras biomoléculas (valores altos na maior 654 

concentração de cobre - pg célula-1), mas não reconhecemos um ponto-gatilho ou uma 655 
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faixa de concentração de cobre livre que resultou no aumento do rendimento do pigmento 656 

(pg célula-1 d-1). ECHEVESTE et al. (2017), no final do período de 96 h, observaram um 657 

aumento no conteúdo absoluto de clorofila por célula de 57% a ~ 10-8 e de 82% em 658 

3,7x10-8 mol L-1 de Cu livre. Similarmente, JIANG et al., (2016) obtiveram aumento 659 

gradual do teor absoluto de clorofila a (pg cel-1) em microalgas expostas a 1,5x10-4 mol 660 

L-1 de cobre total. No entanto, concentrações mais elevadas de cobre causaram a redução 661 

do conteúdo absoluto deste pigmento; os autores sugerem que o aumento foi devido a 662 

uma redução da divisão celular, causando um acúmulo intracelular de clorofila a. 663 

BOSSUYT e JANSSEN (2004) investigaram Pseudokirchneriella subcapitata exposta a 664 

concentrações de cobre total que variaram entre 7x10-9 e 1,5x10-6 mol L-1 em meio de 665 

cultura com ligantes metálicos e observaram um aumento no teor de clorofila a e 666 

carotenóides por célula , com aumento da concentração de cobre no meio. Para a clorofila 667 

a os autores obtiveram duas vezes mais pigmento a 7x10-9 mol L-1, mas 20x mais nas 668 

células expostas a 1,5x10-6 mol L-1 em comparação ao controle. Para os carotenóides, os 669 

autores mostraram um aumento de 2x e 7x, respectivamente, nas duas concentrações de 670 

cobre mencionadas. Os carotenóides estão relacionados à proteção do PSII ao excesso de 671 

fótons que podem ser causados por danos oxidativos, promovendo a dissipação de energia 672 

na forma de calor (NPQ) (REYNOLDS 2006). O aumento do teor de carotenóides na 673 

maior concentração de cobre pode ser o resultado do estresse oxidativo causado pelo 674 

metal, mas não houve ganho na quantidade deste pigmento ao considerar a taxa de 675 

crescimento. Este aumento é um mecanismo de fotoproteção através do ciclo da xantofila 676 

(FIGUEROA; JEREZ; KORBEE, 2013). 677 

QIAN et al., (2009) mostraram que Chlorella vulgaris expostas a concentrações 678 

de cobre de 5x10-7 e 1.5x10-6 mol L-1 apresentaram taxa de crescimento e teor de clorofila 679 

menores que o controle, mas maior ROS do que o controle. Segundo os autores, o 680 

aumento das ROS leva à ruptura dos mecanismos de síntese da clorofila a. Isso pode ter 681 

contribuído para a falta de aumento no rendimento de pigmentos obtidos na presente 682 

pesquisa. Nossos resultados estão de acordo com ABALDE et al., (1995) que mostraram 683 

diminuição nos carotenóides em Dunaliella tertiolecta exposta a ~ 2,5x10-4 mol L-1 de 684 

cobre total. Observamos que, embora a concentração usada em ABALDE et al (1995) 685 

seja cerca de 100 vezes maior do que a nossa, tanto o seu quanto o nosso meio de cultura 686 

possuíam EDTA, mas enquanto os autores se referem ao cobre total, relatamos nossas 687 

concentrações como íons livres de cobre. Se considerarmos a produção de clorofila a e 688 
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de carotenóides, a redução gradual observada terá a contribuição da diminuição gradual 689 

das taxas de crescimento à medida que o cobre aumenta. Assim, a produção de 690 

biomoléculas da biomassa de algas pode ser manipulada, como lipídios, proteínas, 691 

carboidratos, clorofilas e talvez carotenóides, mas isso depende da concentração do metal 692 

utilizado. 693 

 694 

 695 

  696 
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CONCLUSÃO 697 

 698 

O metabolismo de Chlorolobion braunii foi afetado por concentrações de cobre 699 

livre tão baixas quanto 2,5x10-8 mol L-1. O primeiro parâmetro a ser afetado 700 

negativamente foi o crescimento, seguido pela concentração de clorofila a e a densidade 701 

populacional. A fotossíntese, avaliada pelo rendimento quântico máximo e efetivo e por 702 

qP, foi afetada apenas na concentração de cobre livre de 5,0x10-6 mol L-1, a mais alta que 703 

testamos. No entanto, o NPQ aumentou em 1.5x10-7 mol L-1 de cobre livre, confirmando 704 

que o PSII foi afetado e os mecanismos de dissipação de luz começaram a operar. Ek e 705 

rETRmax diminuíram gradualmente começando em 1,5x10-7 mol L-1 enquanto α em 706 

4,7x10-7 mol L-1 de cobre livre, confirmando que mesmo que o rendimento quântico 707 

máximo, efetivo e qP não respondessem ao cobre, a microalga foi afetada pelas baixas 708 

concentrações de cobre, próximas das ambientalmente relevantes. 709 

O conteúdo intracelular absoluto de biomoléculas em C. braunii foi afetado em 710 

4x10-6 mol L-1 e acima, quando proteínas totais, carboidratos, lipídios, clorofila a e 711 

carotenóides (pg célula-1) aumentaram às custas das taxas de crescimento (d-1). O 712 

rendimento total de proteínas e lipídios (pg celular-1 d-1) aumentou em baixas 713 

concentrações de cobre livre, 4,7x10-7 mol L-1 para proteínas e 2,5x10-8 mol L-1 para 714 

lipídios. No entanto, os pigmentos de clorofila a e os carotenóides não aumentaram com 715 

cobre extra. 716 

Mostramos que, se fornecidos na quantidade correta, metais traços essenciais 717 

podem estimular a produtividade de certas biomoléculas, mas não outras, como os 718 

pigmentos. Assim, a manipulação bioquímica de microalgas usando cobre para 719 

desencadear a síntese de biomoléculas pode ser uma ferramenta promissora para aumentar 720 

o rendimento de biomoléculas de valor agregado. Além disso, os efeitos observados na 721 

composição bioquímica de C. braunii, mesmo em concentrações ambientais, podem 722 

interferir no balanço energético dos ecossistemas aquáticos, uma vez que as microalgas 723 

fazem parte da base das redes alimentares nesses ambientes. 724 

 725 

 726 

 727 
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