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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 concentragdes
de cobre, e muito menos é conhecido quando concentracdes de cobre ambientalmente
relevantes na fisiologia das microalgas séo questionadas. Aqui, nos avaliamos a fisiologia
de Chlorolobion braunii exposta a concentrag@es de fons de cobre livre entre 5,7x10° a
5,0x10°% mol L, incluindo valores ambientalmente relevantes. O crescimento
populacional e os parametros fotossintéticos foram determinados em experimentos de
laboratdrio controlados por 96 horas. Células em crescimento exponencial (culturas de
48 h) foram analisadas quanto ao rendimento quantico efetivo e curvas rapidas de luz
(RLC), bem como lipidios totais, proteinas e carboidratos, clorofila a e concentragdes de
carotenoides. Os resultados mostraram que as taxas de crescimento e a densidade
populacional diminuiram gradualmente com o aumento do cobre nas culturas, com a
concentragéo de clorofila a sendo afetada de forma menos intensa do que os parametros
de crescimento. Até 4,0x10° mol L de cobre livre nenhum efeito foi obtido para
rendimentos quanticos maximo e efetivo e quenching fotoquimico (qP). No entanto, a
5,0x10° mol L™ eles foram drasticamente reduzidos e o quenching ndo fotoquimico
(NPQ) aumentou. Curvas rapidas de luz e seus parametros (Ek, o ¢ ETRmax) foram
inversamente correlacionados com as concentraces de cobre livre. O rendimento de
biomoléculas aumentou sob concentracdes de cobre ambientalmente relevantes, situacdo
em que os valores absolutos ndo foram afetados. Duas importantes aplicagdes podem ser
delineadas a partir da presente pesquisa, uma relacionada a ecologia e outra a
biotecnologia. Como a concentragdo de cobre no ambiente esta aumentando
gradualmente devido as atividades antropicas, as investigacdes que usam valores
ambientalmente relevantes sdo de interesse tanto para a ecologia quanto para a fisiologia

da microalga, e mais proximas da realidade do que as investigacdes toxicoldgicas agudas.

Palavras-chave: microalgas, biomoléculas, curvas rapidas de luz, PhytoPAM



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° to 5.0x10° mol L, 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° mol L™ free copper no effect was obtained for
maximum and effective quantum yields, and photochemical quenching (qP). However, at
5.0x10° mol L™ they were drastically reduced and non-photochemical quenching (NPQ)
increased. Rapid light curves and their parameters (Ek, a 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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Figura 1. Curva de calibragcdo para o sistema ISE de cobre, reportada como leituras
potenciais (mV) em funcdo do Log [Cu?*] (mol L™). Equagéo da reta y = 30x + 268, r? =
0.9997.

Figura 2. Parametros de crescimento obtidos durante 96 h para culturas de C. braunii.
Densidade populacional (Ln [células mL -!]) em funcdo do tempo experimental (a);
densidade populacional em 48 h (b); clorofila a (ug mL™) em 48 h (c); taxas de
crescimento (d%) (d) em func&o da concentragio de log Cu?* livre (mol L™). Os simbolos
aplicam-se a concentracdes de cobre livre (mol L™): circulo aberto 5.7x10°, ampulheta
fechada 2.5x10°8, diamante aberto 1.1x1077, diamante fechado 1.5x107, tridngulo aberto
4.7x107, tridangulo fechado 2.7 x10°®, quadrado aberto 4x107, quadrado fechado 5x10°.

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

Figura 3. Rendimento quantico méximo (®wm) do PSII relatado em unidades de
fluorescéncia relativa (R.U.) em funcéo do tempo experimental em culturas de C. braunii.
Os simbolos aplicam-se a concentragdes de cobre livre (mol LY): circulo aberto 5.7x10-
° ampulheta fechada 2.5x10°8, diamante aberto 1.1x107, diamante fechado 1.5x107,
triangulo aberto 4.7x107, triangulo fechado 2.7 x10°, quadrado aberto 4x10°®, quadrado

fechado 5x10°. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n = 3).

Figura 4. Parametros de fluorescéncia do PSII em 48 h em funcdo da concentracdo de
cobre livre. Rendimento quantico (a) e quenchings (b). Simbolos da barra: cinza,
rendimento quantico maximo; tracejada, rendimento quantico efetivol; branco, quenching
fotoquimico; preto, quenching ndo fotoquimico dissipado na forma de calor (NPQ).
Estatistica: letras iguais acima das barras ndo indica diferenca significativa (ANOVA p>
0,05).

Figura 5. Curvas rapidas de luz (RLC) em 48 h de exposicéo de cobre representada como
taxa relativa de transporte de elétrons (ETR, pmol elétrons m st) em funcéo da radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR, pmol fotons m? s?). Os simbolos aplicam-se a
concentragdes de cobre livre (mol L™): circulo aberto 5.7x10°, ampulheta fechada
2.5x108, diamante aberto 1.1x107, diamante fechado 1.5x107, tridngulo aberto 4.7x107,
triangulo fechado 2.7 x10°®, quadrado aberto 4x107, quadrado fechado 5x10®. As linhas



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

representam o desvio padrdo da média (n = 3).

Figura 6. Pardmetros relacionados com a fotossintese obtidos apds o ajuste de RLC de
acordo com Platt et al. (1980) relatado em func&o do log da concentragdo de Cu?* livre
(mol LY. Em 7a (), 7b (EK) e 7c (rETRmax). Barras de erro representam o desvio padrio
da média (n = 3).

Figura 7. Biomoléculas totais em 48h para culturas de C. braunii em funcdo das
concentracdes de cobre testadas representadas como proteinas (barras tracejadas),
carboidratos (barras brancas), lipidios (barras pretas). Em (a) valores absolutos de
biomoléculas (pg célula™; os valores de carboidratos foram multiplicados por 3 e lipidios
por 10), e em (b) rendimento de biomoléculas (pg célula® d1). Barras de erro representam

0 desvio padrdo da média (n = 3).

Figura 8. Pigmentos totais em C. braunii em culturas de 48 h para as concentragdes de
cobre testadas representadas como clorofila a (barras tracejadas) e carotendides (barras
pretas). Em (a) valores absolutos de biomoléculas (pg.cell’!) e em (b) rendimento de
biomoléculas (pg célula® d1). Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n =
3).
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o Eficiéncia fotossintética

M Taxa especifica de crescimento

% Porcentagem

~ Aproximadamente

°C Graus Celsius

Cd Cadmio

Chl a Clorofila a

CO2 Dioxido de carbono

Cu Cobre

Fe Ferro

Fm’ Fluorescéncia maxima em adaptacao a luz
FO’ Fluorescéncia minima em adaptacéo a luz

Fm Fluorescéncia maxima em adaptacédo ao escuro
Fo Fluorescéncia minima em adaptacéo ao escuro
Fs Fluorescéncia em estado estavel de transporte de elétrons
h Hora

L Litro

Log Logaritmo base 10

m Metro
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min Minuto
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mL Mililitro

NPQ Quenching ndo fotoquimico

PAR Radiacdo fotossinteticamente ativa
pg Picograma

PSI Fotossistema |

PSII Fotossistema 11

QA Plastoquinona A

gP Quenching fotoquimico

R.L.C. curva répida de saturacgdo de luz
R.U. Unidades relativas

R.F.U Unidades de fluorescéncia relativa
rETRmax Taxa de transporte de elétrons maxima
ROS Espécies reativas de oxigénio
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@y Rendimento quantico maximo
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INTRODUCAO

O cobre alcanca ambientes aquaticos por processos naturais ou artificiais, como o
desgaste do solo e descargas industriais (NRIAGU, 1990), bem como através do seu uso
como algicida (BISHOP et al., 2018; GIBSON, 1972). Como todos 0s outros metais, 0
cobre ndo é degradavel, portanto, tende a se acumular nos corpos de agua, resultando no
aumento gradual de suas concentracbes (ISMAIEL; SAID, 2018).

O cobre é um micronutriente essencial necessario para VArios processos
fisioldégicos em microalgas, e deve ser mantido dentro de uma faixa estreita com o risco
de toxicidade em niveis acima do necessario (DEWEZ et al., 2005; ECHEVESTE;
SILVA; LOMBARDI, 2017; LOMBARDI; MALDONADO, 2011; SUNDA,
HUNTSMAN, 1998). Segundo BOSSUYT e JANSSEN (2004), as microalgas
desenvolveram mecanismos para lidar com os efeitos duais do cobre. Estes podem
envolver ATPases do tipo P funcionando para bombear cobre para fora das células através
de membranas biolégicas; LOMBARDI et al (2000) e LOMBARDI, VIEIRA e
SARTORI (2002) mostraram que compostos extracelulares produzidos por microalgas
podem reduzir a biodisponibilidade do cobre no ambiente circundante; As chaperonas de
cobre intracelulares demonstraram estar ativas quando o excesso de cobre esta presente
(CID et al., 2010; JAMERS et al., 2006).

A essencialidade do cobre depende de suas multiplas funcdes, compreendendo
diversas vias metabo6licas, como no transporte de elétrons da cadeia fotossintética
respiratoria, onde esta associado a proteinas transportadoras (RAVEN; EVANS; KORB,
1999), em certos sistemas de transporte de Fe de alta afinidade (MALDONADO et al.,
2006; PEERS; PRICE, 2006), entre outros. A pesquisa até hoje estabeleceu que o
aumento do cobre no meio de cultura de microalgas leva ao desequilibrio desse metal
dentro das células, com deterioracdo geral do funcionamento metabolico (CID et al.,
2010; SUNDA; HUNTSMAN, 1998). Isto leva a diminuir o contetdo de pigmentos e
induzir a peroxidagdo lipidica (BOSSUYT; JANSSEN, 2004), culminando na diminuigao
da capacidade de divisdo das microalgas, resultando em menores taxas de crescimento e
declinio geral da populagdo em comparagdo com as concentracfes de cobre usadas, por
exemplo, as ambientalmente relevantes (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). O que

ainda n&o esta claro, entretanto, é se baixas concentracdes de cobre, por exemplo, ~ 10
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- 108 mol L, afetardo a fisiologia das microalgas de forma que elas possam se propagar
através das cadeias alimentares, mudando, por exemplo, a composic¢éo de biomoléculas.
A tese central desta dissertacdo € que o aumento gradual do cobre no ambiente pode levar

a mudancgas fisioldgicas importantes para 0 meio ambiente em microalgas.

Microalgas podem ser consideradas como protistas fotossintetizantes, vivendo
isoladas ou em colonias, unicelulares ou filamentosas (VAN DEN HOEK; MANN;
JAHNS, 1995). Elas podem ser usadas como indicadores de qualidade de corpos d’agua
e como organismos modelo em estudos de toxicidade (GEORGOPOULOS et al., 2001),
ja que se encontram presentes em quase todos 0s ambientes e habitats da Terra e por
responderem rapido a uma ampla gama de contaminantes. O entendimento dos efeitos de
metais-trago como o cobre em microalgas é importante pois elas servem como recurso
alimentar em niveis superiores da teia trofica em ecossistemas aquaticos, atuando no
balanco energético. Além disso, microalgas participam da ciclagem de carbono pelo
processo de fotossintese, onde pela assimilacdo de carbono inorganico, luz e agua,
produzem matéria organica que suporta 0s ecossistemas aquaticos e libera O:
(REYNOLDS, 2006).

Recentemente, pesquisadores examinaram os efeitos do cobre (em baixas
concentracdes de ions Cu?* livre) em microalgas e mostraram que estes, de fato, podem
causar algum efeito na fisiologia das algas. ECHEVESTE, SILVA e LOMBARDI (2017)
investigaram os efeitos do cobre em Chlorolobium braunii, a mesma espécie que usamos,
e obtiveram um comprometimento do crescimento populacional em 2,5x10° mol L de
cobre total (equivalente a ~ 1,1x10® mol L de Cu?* livre no meio de cultura usado);
SILVA, ECHEVESTE e LOMBARDI (2018) estudaram os efeitos do mesmo metal em
outra microalga de 4gua doce, Scenedesmus quadricauda, € mostraram que o crescimento
populacional e o teor de clorofila a diminuiram em 2,5x10° mol L de cobre total (~
5x10° mol L de Cu?* no meio de cultura usado), e o rendimento quantico fotossintético
declinou ~ 31% em células expostas a 2,5x10° mol L™ (~ 1,1x10® mol L* de Cu?* livre)
e acima. LOMBARDI e MALDONADO (2011) mostraram que em 3,1x10° mol L de
Cu?*, o crescimento e a fotossintese foram prejudicados em Phaeocystis cordata, uma
Haptophyta oceénica. Segundo RALPH et al., (2007), o dano ao aparato fotossintético
reduz o crescimento da populacdo de microalgas, e 0 estresse na fotossintese leva a uma

diminuicdo na responsividade das microalgas as adversidades.
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As microalgas apresentam plasticidade fisiologica e podem responder a situacoes
de estresse de metal através da alteragdo na composicdo de suas biomoléculas, como
pigmentos, proteinas, carboidratos e lipidios (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013;
CONTRERAS; MOENNE; CORREA, 2005; ECHEVESTE; SILVA; LOMBARDI,
2017; MIAZEK et al., 2015; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018). Além disso,
alguns autores (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013; ECHEVESTE; SILVA;
LOMBARDI, 2017; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018) propdem que essas
moléculas podem ajudar as células a lidar com o estresse induzido por metal. Sabe-se que
0 estresse oxidativo gerado por metais tragcos, como o cobre, pode promover mudangas
bioguimicas na biomassa de algas (GARBAYO et al., 2012). Assim, pode-se argumentar
gue uma situacdo capaz de desencadear a sintese e 0 acimulo de biomoléculas pode ser
usada como agente manipulador para a producdo de biomoléculas de microalgas de
interesse. Além disso, se esta situacao é tal que a taxa de crescimento ndo é grandemente
prejudicada, um ganho liquido em biomolécula pode ser alcancado aumentando assim o
rendimento da biomolécula. De fato, a estimulacdo de moléculas alvo em microalgas por
metais tem mostrado ser dependente da combinacdo do tipo de metal e suas
concentragcdes, bem como da espécie de microalga (CHIA; GALADIMA; JAPHET,
2015a; CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013; MIAZEK et al., 2015). Assim, a
composicdo de microalgas considerando lipidios (LOMBARDI; WANGERSKY, 1991,
QIAN etal., 2012), proteinas (CONTRERAS; MOENNE; CORREA, 2005; FABREGAS
et al., 1989; QIAN et al., 2012), carboidratos (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013) e
outros biomoléculas especificas (RODRIGUES et al., 2014) podem ser manipuladas para
alta ou baixa producdo. Existe atualmente um interesse na producdo de biomoléculas de
microalgas (SANKARAN et al., 2018), uma vez que estas podem ser cultivadas em locais

que ndo competem com a producéo de alimentos humanos.

Duas importantes aplicacbes podem ser previstas no presente estudo, uma
relacionada a ecologia e outra a fisiologia/biotecnologia. Investigacfes que utilizam
valores ambientalmente relevantes estdo mais proximas da realidade do que investigagdes
toxicologicas agudas, portanto mais relacionadas a ecossistemas naturais. Em relacéo a
fisiologia/biotecnologia, devido & plasticidade fisioldgica das microalgas, a exposicdo a
quantidades vestigiais de metais pode induzir a sintese de biomoléculas e se essas
concentracdes nao forem suficientes para diminuir a taxa de crescimento, um ganho no

rendimento das biomoléculas pode ser obtido.
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Este estudo examina algumas respostas fisiologicas de Chlorolobium braunii,
uma Chlorophyta cosmopolita de 4gua doce, exposta a uma ampla gama de ions de cobre
livre (5,7x10° a 5,0x10® mol L™). Seu crescimento, fotossintese e producio de
biomoléculas foram investigados. Nosso objetivo foi entender a fisiologia da microalga
a0 mesmo tempo em que procuramos por uma concentracdo de cobre que fosse capaz de

desencadear a producgdo de biomoléculas.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

Nosso objetivo foi investigar sobre os efeitos do ion de cobre em concentragdes
ambientalmente relevantes e acima dessas na fisiologia e composi¢do de biomoléculas da

microalga Chlorophyta de dgua-doce Chlorolobion braunii.

Objetivos especificos

Examinar respostas fisiolégicas como o crescimento, concentracao de clorofila a
e densidade populacional em culturas de C. braunii em funcdo das concentracfes
de cobre;

Examinar o efeito do cobre na resposta fotossintética da microalga usando a
fluorometria PAM.

Determinar a composi¢do de biomoléculas (lipidios, proteinas, carboidratos,
clorofila a e carotendides) de C. braunii nas varias concentracdes de Cu testadas;
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MATERIAL E METODOS

a) Culturas de microalgas

Os experimentos foram conduzidos com a microalga verde de agua doce
Chlorolobion braunii obtida da colecdo de microalgas de agua doce (registrado no World
Data Center for Microorganisms, numero 835) do Departamento de Boténica da
Universidade Federal de S&o Carlos. Culturas em lote em meio BG11 (RIPPKA et al.
1979) foram utilizadas e mantidas sob condi¢des ambientais controladas (temperatura
25 £ 2 °C, fotoperiodo 12 h claro: 12 h escuro e intensidade da luz incidente 130 pmol
fotons m2s™). O meio BG11 utilizado no experimento foi feito inicialmente sem a adicéo
do cobre na sua composicdo, esterilizado através de autoclave (20 min, 121°C, 1 bar; AV
Phoenix Luferco, Brasil) e 24 horas antes do inicio do experimento o cobre oriundo de
uma solugdo padrdo de cobre (AAS/ICP, 1000 mg L, 38996 Sigma-Aldrich, EUA) foi
adicionado. Cada tratamento foi realizado em frascos de tecido de poliestireno com
capacidade de 1 L com 800 mL de cultura constante, arranjado verticalmente e
borbulhado com ar filtrado (0,22 pum; Chromafil Xtra PUDF 20/25, Alemanha). Células
em crescimento exponencial foram inoculadas com densidade celular inicial 10* células
mL™ em sete concentragBes nominais de cobre que incluiam valores ambientalmente
relevantes (107, controle, 3.2x107, 5.0x107, 1.8x10°, 3.2x10%, 5.1x10°, 8.2x10°,
2.2x10° mol LY). O experimento durou 96 horas; as manipulagdes da cultura foram
realizadas em um gabinete de fluxo laminar (Veco, modelo VLFS 12, Brasil) garantindo

ambiente filtrado e livre de particulas.

Para assegurar condicOes estaveis de crescimento nas culturas em batelada, a
densidade celular maxima de C. braunii foi de 2x10° células mL*. Deve-se estar atento
aos experimentos realizados em culturas de lotes, uma vez que suas condicdes internas
podem ser altamente variaveis, e é dificil isolar o fator de interesse. LOMBARDI e
MALDONADO (2011) discutiram sobre a vulnerabilidade de sistemas em batelada em
estudos fisiologicos de microalgas e mostraram que culturas em bateladas de até 48 h (~
2x10° células mL* Phaeocystis cordata) se comparam com culturas semi-continuas,
sustentando as condigdes de crescimento. Por esse motivo, realizamos nossas medigdes

fisiolégicas em 48 horas.
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b) lons de cobre livre (Cu®")

fons de cobre (Cu?*) foram determinados no meio de cultura 24h ap6s sua adicao,
seguindo a metodologia descrita em Lombardi et al. (2007), imediatamente antes do inicio
do experimento. A metodologia é baseada em um eletrodo seletivo de ions de cobre (ISE-
Cu) com calibracdo de tampéo de ions metélicos. Usamos um eletrodo seletivo de cobre
(ISE-Cu) como eletrodo de trabalho (Thermo Scientific Orion 9429BN), um eletrodo de
referéncia de juncdo dupla (Thermo Scientific Orion 900200, fluxo seguro D / J) sob
temperatura controlada de 25 + 2 °C. O tampéo de ion metalico foi composto por borato
de sédio (Sigma-Aldrich, Alemanha), nitrato de sodio (Sigma-Aldrich, Alemanha),
padrdo de cobre (38996 Sigma-Aldrich, EUA) e &cido nitrilotriacético (Sigma-Aldrich,
Alemanha) que ficou em contato com o eletrodo por ~ 6 a 8 horas. Isso estendeu os limites
de deteccdo do sistema ISE-Cu para 10™° mol L. A curva de calibraco para o sistema
ISE-Cu realizada em ph 5 é mostrada na figura 1. Foi realizada a partir da dilui¢do parcial
de um padrdo comercial mono-elemento AAS / ICP de cobre (1000 mg L) (38996
Sigma-Aldrich, EUA).

150
100

50

E (mV)

0

= | T T T ]
-12 -10 -8 -6 -4

Log [Cu2+] adicionado

Figura 1. Curva de calibragcdo para o sistema ISE de cobre, reportada como leituras
potenciais (mV) em funcéo do Log [Cu?*] (mol LY). Equagdo da reta y = 30x + 268, r? =
0.9997.

Os tempos de equilibrio para a determinagdo de cobre livre variaram de acordo
com a resposta do eletrodo e a concentragio da solugio. Enquanto acima de 2.7x10° mol

L de cobre livre exigiu um tempo de estabilizacéo de ~ 1: 30 h, abaixo dele ~ 3 a 4 horas
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foram necessérios. As medicGes foram realizadas em sala limpa e a técnica de limpeza de
metal traco foi utilizada por toda a sala. A Tabela 1 mostra as concentragdes nominais de
cobre e seus respectivos ions livres de cobre determinados. O meio BG-11 contém o
agente complexante de metal sintético EDTA (acido etilenodiaminotetracético) que muito
contribuiu para a diferenca entre cobre nominal e o cobre livre. Como as microalgas
respondem ao cobre disponivel que estd intimamente relacionado aos ions livres de
Cu?*, nds baseamos nossos resultados e discussdes nas concentragdes de fons Cu?* e ndo

em valores totais ou nominais.

Tabela 1. Cobre adicionado ao meio de cultura BG11 24 horas
antes da inoculacgéo das células (cobre nominal) e concentracdes de

fons de cobre livre (mol L) determinadas por ISE-Cu.

Cobre nominal Cobre livre
1.0x1077 5.7.x10°
3.2x107 2.5x108
5.0x107 1.1x107
1.9x10°® 1.5x1077
3.2x10°® 4.7x10°7
5.1x10° 2.7x10°®
8.2x10° 4.0x10®
2.2x10° 5.0x10°

c) Parametros de crescimento
Para monitorar o crescimento populacional, a amostragem diaria da cultura para
contagem total de células foi realizada usando um citdmetro de fluxo (MUSE CELL
ANALYZER; Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) que é baseado na fluorescéncia
natural do pigmento de clorofila. Estes foram usados para plotar as curvas de crescimento

(em funcéo do tempo). A partir da curva de crescimento, taxas especificas de crescimento,
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(u d?1), foram calculadas. Isto foi feito pelo ajuste linear da fase de crescimento
exponencial da cultura que foi plotada como o logaritmo natural da densidade celular
(célula mL™*) em funcio do tempo (dias). O coeficiente angular da linha reta é uma
representacdo da taxa de crescimento especifica. A clorofila a in vivo foi obtida pelo
fluorimetro digital (Turner Designs, Trilogy, EUA) a partir de uma curva de calibracdo
padrdo (unidades de fluorescéncia relativa,RFU, vs concentracdo de clorofila a) realizada

com clorofila a extraida de Chlorella sorokiniana.

d) Parametros fotossintéticos

A fluorescéncia de amplitude modulada (Phytoplankton Analyzer, PHYTO-PAM,
Heinz Walz, Alemanha) foi usada para monitorar os parametros fotossintéticos. O
rendimento quéntico maximo (®wm) foi determinado diariamente em amostras adaptadas
ao escuro por 20 min para a oxidacdo completa de PSII. Rendimento quantico efetivo
(®'m) e os quenchings fotoquimicos (gP) e ndo fotoquimico (NPQ) foram determinadas
em culturas de 48 h. Esses valores foram obtidos de células adaptadas a luz (130 umol
fotons m2 s1) de acordo com as equacdes abaixo e descritas em Lombardi e Maldonado
(2011). De maneira breve, inicialmente determinou-se a fluorescéncia basal inicial
produzidas pelas células adaptadas ao escuro (Fo) que foi quantificada sob luz actinica de
baixa intensidade (1 umol fotons m s1) para que ndo houvesse a reducéo dos centros de
reacdo do PSII. Em seguida, aplicou-se um pulso de luz saturante (0.2 s; 2000 umol fotons
m2 s1) para a determinagéo da fluorescéncia maxima (Fwm). A luz saturante causou uma
total reducdo do pool aceptor de elétrons dos centros de reacdo do PSII e induziu um

aumento do sinal de Fo para o nivel méximo (Fm)

Ov=Fv—-Fo/Fm (@8]

Em seguida, um pulso de luz actinica de 130 pmol fotons m™ s foi aplicado a
cada 20 s durante 10 min, alterando a fluorescéncia em estado estavel (F’s) e permitiu a
medida de fluorescéncia das células adaptadas a luz (F’m) e consequentemente o
rendimento quantico efetivo (®"m). A fluorescéncia minima adaptada a luz (F’o) foi
calculada pela equacgéo apresentada em OXBOROUGH e BAKER (1997).
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Om=(Fm-Fs)/Fwm 2
QP=Fm-Fs/Fm-Fo (€))
NPQ = [Fm — F'm] IF'm 4)

Curvas rapidas de saturacdo de luz (RLC) foram feitas em 48h usando o
PhytoPAM. Para isto, pulsos crescentes de radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR)
foram aplicados as amostras em intervalos regulares. Os valores de taxa de transporte de
elétrons relativas (rETR) para cada intensidade de luz foram calculados a partir da
multiplicacdo de PAR (umol fotons m s) pelo rendimento quantico efetivo. As curvas
foram ajustadas de acordo com o modelo matematico proposto em Platt et al. (1980) e 0s
parametros de coeficiente angular no inicio do RLC (a), irradiancia de saturagdo (Ek) e
taxa maxima de transporte de elétrons relativa (rETRmax) foram obtidos a partir do

tratamento matematico da RLC.

e) Composicdo bioquimica

As biomoléculas intracelulares foram determinadas em culturas de 48 h. Para
carboidratos (30 mL) e proteinas (50 mL) de amostras foram centrifugadas (4400 rpm,
20°C por 20 min) em centrifuga refrigerada (Thermo Scientific/Sorvall, Legend XTR,
EUA) e os pellets obtidos foram mantidos congelados (-22 °C) até andlise. Para
determinar o total de carboidratos, o método colorimétrico baseado em &cido sulfarico-
UV descrito em ALBALASMEH et al (2013) foi utilizado. A curva de calibracao foi
realizada com glicose como padrdo. As proteinas totais foram quantificadas de acordo
com BRADFORD (1976) utilizando albumina de soro bovino como padrao e a extracdo
de proteinas seguiu 0 método em RAUSCH (1981). A determinacdo de lipidios totais em
100 mL de amostras de cultura foi realizada por cromatografia em camada com deteccao
por ionizagdo em chama (TLC-FID) em um latroscan (latron Laboratories Inc., Tokyo,
Japan), seguindo SILVA, ECHEVESTE e LOMBARDI (2018). Essa metodologia é
baseada na metodologia descrita em PARRISH (1989). Os carotendides totais foram
determinados de acordo com WELLBURN (1994) em 3 mL de cultura em crescimento
exponencial. O total de clorofila (48h) foi determinado pelo método de extracdo proposto
por SHOAF e LIUM (1976) com DMSO, e as concentragdes foram calculadas seguindo
a equacdo proposta por JEFFREY e HUMPHREY (1975) usando leituras de

espectrofotdmetro (664 e 647 nm).
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Os rendimentos de biomoléculas (pg célula? d?) foram calculados pela
multiplicagio dos valores absolutos da biomolécula (pg célula™l) pela taxa de crescimento

(d™).

f) Analise estatistica
Os resultados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
depois analisados por ANOVA e teste de Tukey com 95% de confianca para detectar

diferencas significativas entre os tratamentos usando o software MiniTab 17.
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RESULTADOQOS
Efeitos do cobre nos parametros de crescimento

A densidade populacional, a concentracédo de clorofila a e as taxas de crescimento
de Chlorolobion braunii expostas ao cobre em fungéo do tempo sdo apresentadas na
figura 2.

Ao final do experimento ndo houve diferengas significativas entre a densidade
populacional em 2,5x108, 1,1x10”" mol L* Cu?* e o controle (5,7x10° mol L), como
mostrado na fig. 2a. No entanto, a partir de 1,5x107 mol L* Cu?* houve decréscimo
significativo no crescimento populacional. A densidade populacional (fig. 2b) e a
concentracdo de clorofila a (fig. 2c) em 48 h diminuiram gradualmente a medida que o0s
fons de Cu?* livre aumentaram no meio de cultura. Da mesma forma, as taxas de
crescimento, que foram baseadas na densidade celular até 48 h, diminuiram com o
aumento do cobre e refletiram a sensibilidade de C. braunii a este metal (fig. 2d). A taxa
de crescimento no controle foi de 1,14 d!, mas diminuiu acentuadamente na concentragao
de 2,7x10°° mol L Cu?* livre e acima. A taxa de crescimento de C. braunii comegou a
diminuir em 2,5x10°® mol L Cu?*, quando foi 17% menor que o controle (ANOVA, p

<0,05) e reduzida a ~ 93% na maior concentracdo de cobre (5,0x10° mol L?).
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Figura 2. Parametros de crescimento obtidos durante 96 h para culturas de C. braunii.
Densidade populacional (Ln [células mL -!]) em funcdo do tempo experimental (a);
densidade populacional em 48 h (b); clorofila a (ug mL™) em 48 h (c); taxas de
crescimento (d%) (d) em func&o da concentracio de log Cu?* livre (mol L™). Os simbolos
aplicam-se a concentracdes de cobre livre (mol L™): circulo aberto 5.7x10°, ampulheta
fechada 2.5x10°8, diamante aberto 1.1x1077, diamante fechado 1.5x107, tridngulo aberto
4.7x107, tridangulo fechado 2.7 x10®, quadrado aberto 4x107, quadrado fechado 5x10°.

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

Efeitos do cobre nos parametros PAM

O rendimento fotossintético maximo (®m) obtido diariamente para culturas de C.
braunii em funcdo do tempo experimental € relatado na figura 3. Ele diminuiu na maior
concentragéo de cobre livre (5,0x10° mol L™* Cu?*) ap6s 48 horas de exposicdo e dai em
diante, mas para as outras concentracdes de cobre os valores foram ~ 0,75 sem variacdo

ao longo do tempo experimental.
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Figura 3. Rendimento quéntico méximo (®m) de PSII relatado em unidades de
fluorescéncia relativa (R.U.) em funcdo do tempo experimental em culturas de C. braunii.
Os simbolos aplicam-se a concentragdes de cobre livre (mol L™): circulo aberto 5.7x10°
® ampulheta fechada 2.5x10°8, diamante aberto 1.1x107, diamante fechado 1.5x107,
tridngulo aberto 4.7x107, tridngulo fechado 2.7 x10°®, quadrado aberto 4x10°®, quadrado

fechado 5x10°. Barras de erro representam o desvio padrio da média (n = 3).

A Figura 4 reporta rendimentos quanticos do PSII (fig. 4a) e quenchings de
fluorescéncia (fig. 4b) em 48 h de exposicdo ao cobre para todos os tratamentos.
Concentragdes de cobre ambientalmente relevantes ndo afetaram significativamente esses
pardmetros de fluorescéncia (Om, ®'m) até 4,0x10° mol L de Cu?®" livre. Da mesma
forma, a extingdo da fluorescéncia gP foi menor em 5,0x10° mol L Cu** (ANOVA, p
<0,05), a maior concentracao testada. O quenching ndo fotoquimico (NPQ) aumentou
cerca de 43% em compara¢do com o controle de 1,5x107 a 2,7x10° mol L* Cu?
(ANOVA, p <0,05). Observamos que foi apenas na concentragdo livre de Cu?* de
5,0x10° mol L Cu?*, quando o NPQ foi 81% maior que o controle, que os parametros
fotossintéticos qP, ®m, @'m diminuiram (ANOVA, p <0,05).
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Figura 4. Parametros de fluorescéncia do PSII em 48 h em fungédo da concentracdo de
cobre livre. Rendimento quantico (a) e quenchings (b). Simbolos da barra: cinza,
rendimento quantico méaximo; tracejada, rendimento quantico operacional; branco,
quenching fotoquimico; preto, quenching ndo fotoquimico dissipado na forma de calor
(NPQ). Estatistica: letras iguais acima das barras ndo indica diferenca significativa
(ANOVA p> 0,05).

Efeitos do cobre no RLC

As curvas rapidas de saturacdo de luz para todos os tratamentos sdo apresentadas
na figura 5, onde os efeitos negativos do cobre na ETR podem ser vistos. Das
concentragdes mais baixas de cobre (5,7x10° mol L) até as concentragGes de cobre livre
mais elevadas (5,0x10°® mol L), a ETR diminuiu de ~ 200 para 50 (ANOVA, p <0,05).

28



370

371
372
373
374
375
376
377
378

379

380
381
382
383

384

250+

200
x 1504
[
W 100+
50
0 T T T ]
0 500 1000 1500 2000
PAR

Figura 5. Curvas rapidas de luz (RLC) em 48 h de exposi¢do de cobre representada como
taxa relativa de transporte de elétrons (ETR, pmol elétrons m? s) em funcéo da radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR, pmol fotons m? s?). Os simbolos aplicam-se a
concentraces de cobre livre (mol L™): circulo aberto 5.7x10° ampulheta fechada
2.5x108, diamante aberto 1.1x107, diamante fechado 1.5x107, tridngulo aberto 4.7x107,
triangulo fechado 2.7 x10°%, quadrado aberto 4x107, quadrado fechado 5x107®. As linhas
representam o melhor ajuste dos dados de acordo com Platt et al. (1980). Barras de erro

representam o desvio padrdo da média (n = 3).

Os resultados relacionados aos parametros obtidos ap6s o tratamento matematico
do RLC, Ek (fig. 6b) e rETRm (fig. 6¢) confirmaram que a 1,5x10" mol L e acima, o
cobre afetou o aparato fotossintético das microalgas. Aqui, 0s parametros mais sensiveis

foram Ek e rETRm, seguidos por o (6a) a 4,7x10” mol L de ions Cu?* livres.
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Figura 6. Parametros relacionados com a fotossintese obtidos apos o ajuste de RLC de
acordo com Platt et al. (1980) relatado em func&o do log da concentragdo de Cu?* livre
(mol LY). Em 7a (), 7b (Ek) e 7c (rETRmax). Barras de erro representam o desvio padréo

da média (n = 3).

Efeitos do cobre nas biomoléculas

A produgdo de biomoléculas é mostrada na figura 7. Enquanto o contetdo
absoluto relatado como concentragdo (pg célula™) de carboidratos, lipidios ou proteinas
aumentou na concentracdo de cobre mais alta (7a), os rendimentos de biomoléculas (pg
célula® d') se comportou de maneira diferente. C. braunii exposta a concentragdes de
Cu?* de 4,7x107" a 4,0x10® mol L™ apresentou rendimento maximo de proteinas (~ 80 pg

célula® db). O valor mais alto para producéo de lipidios totais foi de aproximadamente
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Figura 7. Biomoléculas totais em 48h para culturas de C. braunii em funcdo das
concentracfes de cobre testadas representadas como proteinas (barras tracejadas),
carboidratos (barras brancas), lipidios (barras pretas). Em (a) valores absolutos de
biomoléculas (pg célula?; os valores de carboidratos foram multiplicados por 3 e lipidios
por 10), e em (b) rendimento de biomoléculas (pg célula® dt). Barras de erro representam

0 desvio padrdo da média (n = 3).

Os pigmentos clorofila a e carotenoides em funcdo dos ions de cobre livres sdo
mostrados na figura 8. Considerando-se as concentragdes absolutas eles aumentaram na
maior concentracdo de cobre testada, mas no caso dos pigmentos, seu rendimento

diminuiu gradualmente com o aumento de cobre.

31



413

414
415
416
417
418

419

420

421

422

423

424

425

426

(a)

g o 7

g o

o

m 2] - I
O_I@'iii@ % 4
3.0 (b)

,8 2.5

& 2.0- )

£

® 1.0 % :

= 7 % 7
AU Ly
0.0 - /] é é '

Toal oAl o falaa cal e Al 24
-8.2-76-7.0-6.8-6.3-5.6-54-5.3

Log [Cu*] mol.L”

Figura 8. Pigmentos totais em C. braunii em culturas de 48 h para as concentragGes de
cobre testadas representadas como clorofila a (barras tracejadas) e carotendides (barras
pretas). Em (a) valores absolutos de biomoléculas (pg.cell?) e em (b) rendimento de
biomoléculas (pg célula® d1). Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n =
3).
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DISCUSSAO

Efeitos do cobre nos parametros de crescimento

Em geral, os efeitos do cobre sobre C. braunii mostraram padrbes diferentes
quando se trata de diferentes aspectos do metabolismo. As taxas de crescimento e
clorofila a foram os aspectos que primeiro diminuiram apds a exposicao a concentragdo
de cobre livre de 2,5x10® mol L?, uma concentragéo sub-letal, sem efeito nos pardmetros
fotossintéticos. Embora ndo haja consenso se a divisdo celular ou a fotossintese séo
afetadas primeiro em situacfes de exposicdo ao cobre, a maioria dos resultados até o
momento mostra que, em microalgas, € provavel que os parametros de crescimento sejam
afetados em concentragfes mais baixas. Em concordancia com nossos resultados,
LOMBARDI e MALDONADO (2011) mostraram que a taxa de crescimento foi o
parametro mais sensivel ao cobre em Phaeocystis cordata, uma Haptophyta oceénica. Da
mesma forma, investigando os efeitos do cobre em Scenedesmus incrassatulus,
(PERALES-VELA et al. (2007) relataram que a producdo de biomassa foi o parametro
mais sensivel ao cobre, diminuindo significativamente em comparagdo com o controle a
6x107 mol L* de cobre total em um meio de cultura contendo EDTA, um ligante sintético
de metal. KNAUER, BEHRA e SIGG (1997) estudaram os efeitos do cobre e do zinco
no crescimento de 5 espécies de microalgas com valores nominais de cobre variando de
10 a 107 mol Lt em meio de cultura contendo EDTA. Eles observaram que para
Chlorella fusca em concentragdes maiores que 10° mol L de cobre nominal as taxas de
crescimento diminuiam. Eles mostraram que Chlamydomonas reinhardtii era mais
sensivel ao cobre e que concentracdes de 10° mol L™ de cobre era prejudicial & divisdo
celular, diminuindo sua taxa de crescimento. Mais recentemente, ECHEVESTE, SILVA
e LOMBARDI (2017) mostraram redugdo da taxa de crescimento em C. braunii a
aproximadamente 10® mol L de ions livres de cobre, mas o rendimento maximo
fotossintético necessitou de concentracdes maiores de cobre para que qualquer efeito
fosse detectado. Da mesma forma, SILVA, ECHEVESTE e LOMBARDI (2018)
mostraram que Scenedesmus quadricauda exposta ao cobre teve sua taxa de crescimento
diminuida em concentragdes de cobre livre tdo baixas quanto 5x10° mol L e que este
parametro foi mais sensivel ao cobre que o rendimento maximo fotossintético. No
entanto, MIAO, WANG e JUNEAU (2005) objetivando uma comparagdo entre

parametros de crescimento e fluorometria de PAM, expds 4 espécies de fitoplancton
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marinho (Dunaliella tertiolecta, Prorocentrum minimum, Synechococcus sp. e
Thalassiosira weissflogii) a concentrages de Cu livre ambientalmente relevantes (101!
a 107 mol L) entre outros metais. Os autores mostraram sensibilidade similar tanto
para os parametros fotossintéticos quanto para as taxas de crescimento espécie-
especificas. Foi proposto que, em situacdes de estresse por metal, as plantas podem usar
a energia originalmente designada para o crescimento para outros processos celulares
necessarios para controlar e manter a homeostase celular (PRASAD e HAGEMEYER,
1999) e também proteger o aparato fotossintético (REYNOLDS, 2006), assim, as taxas

de crescimento seriam afetadas mais cedo do que os parametros fotossintéticos.

A concentragdo de clorofila a (ug mL™) comegou a diminuir nas concentracoes
de cobre ambientais (2,5x10® mol L) e continuou nas maiores concentragdes de cobre.
O decréscimo de 65% da clorofila em 5x10° mol L™t Cu?* mostra que C. braunii é mais
sensivel que Pavlova viridis que apresentou reducéo de ~ 27% a 4,7x10° mol L* Cu,
como relatado em LI et al., (2006), e KALINOWSKA e PAWLIK-SKOWRONSKA,
(2010) que obtiveram reducio de ~ 20% a 5x10° mol L de cobre total em meio com
EDTA para Stichococcus minor. AFKAR e FATHI, (2010) obtiveram reducéo de ~ 72%
no teor de clorofila a com o aumento da concentracio de cobre de 1078 para 10 mol L™
em estudos com Chlorella vulgaris. PERALES-VELA et al (2007) investigaram
Scenedesmus incrassatulus com concentragdes de cobre entre 6x107 e 3x10® mol L e
observaram decréscimo nas concentragdes de clorofila a e no crescimento, em 6x107 mol
L. Nosso resultado esta de acordo com a literatura e indica que mesmo em concentracdes
tdo baixas quanto as encontradas hoje no ambiente (ASARE et al., 2018; TONIETTO et
al., 2015; TONIETTO; GRASSI, 2012), as microalgas podem enfrentar dificuldades em
relagdo a exposicdo ao cobre. De acordo com BARON, ARELLANO e GORGE (1995),
SANDMANN e BOGER, (1980) e SABATINI et al., (2009) a diminuicdo no teor de
clorofila a pode ser devido a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em excesso
de cobre, 0 que, por sua vez, pode levar a peroxidagdo da membranas de cloroplastos
(CONTRERAS, MOENNE e CORREA, (2005).

Efeitos do cobre nos parametros PAM

Apesar da lesdo que o baixo teor de clorofila pode causar as microalgas
fotossintéticas, ndo foi obtida correlagdo entre os rendimentos fotossintéticos (®wm, Pm) €

gP, e os fons cobre, exceto a diminuicdo abrupta na maior concentragéo testada (5x10°
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mol L de cobre livre). A falta de variagdo ou menor sensibilidade dos pardmetros
fotossintéticos (Pm, P'm, qP) em C. braunii em comparacdo com 0s parametros de
crescimento sob exposicao ao cobre sugere que o aparato fotossintético ndo é o primeiro
alvo para a toxicidade do cobre, mas sim a divisdo celular. Nossos resultados concordam
com os de ECHEVESTE, SILVA e LOMBARDI (2017) que observaram decréscimo do
dm na mesma espécie C. braunii com o0 aumento na concentracdo de cobre de 2,5x10°
para 3,7x10® mol L Cu?*.

Em relacdo ao rendimento quantico maximo, PERALES-VELA et al. (2007)
mostraram que Scenedesmus incrassatulus teve reducao de 13% na concentracdo total de
cobre de 2,5x10° mol L™ em relagdo ao controle. Ressaltamos aqui que, como o meio de
cultura continha EDTA, nédo sabemos a concentracdo de cobre livre, o que dificulta a
comparagao com nossos dados. Os autores sugerem que 0 cobre promove uma reducao
dos centros de reacdo ativa do PSIlI e da separacdo de carga primaria, levando a
diminuicdo do rendimento quéantico do PSII e da taxa de transporte de elétrons. DEWEZ
et al., (2005) atribuiram a diminui¢do do rendimento de fluorescéncia em Scenedesmus
obliquus exposto ao cobre a inibicdo do transporte de elétrons do PSII via Qa, Qg € pool

de plastoquinona.

Entre os parametros fotossintéticos que foram mais sensiveis as concentracoes de
cobre estdo NPQ, Ek e rETRmax obtidos apds o tratamento matemético do RLC. O
aumento do NPQ em concentragdo de Cu?* de 1,5x10" mol L™, dissipado por C. braunii,
esta de acordo com a maioria da literatura que investiga os efeitos de ions metalicos no
aparato fotossintético de microalgas. Os rendimentos ®v, ®'m e gP foram mais
conservados e valores inferiores ao controle foram detectados apenas nas concentracdes
de cobre livre de 5x10° mol L™, sem tendéncia de diminuigdo gradual. Relacionar a
observacdo de REYNOLDS (2006) e a funcdo do NPQ, isto é, dissipacdo de calor que
atua como um sistema de protecdo para o aparelho fotossintético, € razoavel ja que o NPQ
aumentou nas concentracdes de metais que afetaram a taxa de crescimento, 1,5x10” mol
L1 de Cu?" livre. A dissipagdo de energia NPQ é uma forma de dissipacéo fotoprotetora
do excesso de energia luminosa, a fim de evitar danos ao aparato fotossintético MULLER,
(2001) pela ativacdo do ciclo da xantofila (FIGUEROA, JEREZ e KORBEE, 2013;
KROMKAMP et al., 2008). O aumento do NPQ em 5,0x10® mol L™ de cobre indica que
0s mecanismos de fotoprotecdo em C. braunii foram preservados mesmo em

concentragdes tdo altas quanto 5,0x10° mol L™, mas como apresentado em JUNEAU,
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BERDEY e POPOVIC (2002), a taxa de transporte de elétrons poderia ter sido inibida.
ECHEVESTE, SILVA e LOMBARDI (2017) também mostraram aumento de NPQ ao
investigar os efeitos do cobre nos parametros fotossintéticos de C. braunii. O aumento no
NPQ que obtivemos sugere que o complexo antena poderia estar com problemas,
prejudicando a absorcdo de luz em alta intensidade. Como demonstramos no presente
estudo, se concentragdes tdo baixas quanto 1,5x107 mol L de ions livres de Cu?*
causaram a ativacdo do sistema de fotoprotecdo NPQ, é uma indicacdo de que em

situacBes ambientais C. braunii pode enfrentar problemas semelhantes.

Uma grande parte da literatura recente (CHEN et al., 2016; WANG;
SATHASIVAM; KIl, 2017; YONG et al., 2018) relatam os efeitos do cobre no
fitoplancton baseado em concentracGes totais ou hominais de cobre, que é conhecido por
ter baixa correlacdo com a biodisponibilidade e € dependente da composic¢do do meio. Os
pesquisadores devem estar cientes de que especificar a concentracao total de cobre ou
outro metal necessario para causar um efeito € inatil quando o organismo é microalga.
Isso ocorre porque 0s ions devem passar atraveés da membrana celular para efetivamente
causar um efeito metabolico (LOMBARDI; VIEIRA; SARTORI, 2002) e as
concentracdes totais estdo sujeitas a grande variacdo em consequéncia da composicao do
meio de cultura, que geralmente contém EDTA que é necessario para a disponibilidade

correta de metais tracos, particularmente ferro.

A diminuicdo no gP (menor energia direcionada a fotoquimica) obtida para C.
braunii exposta ao cobre pode estar relacionada com centros abertos de reagcdo como
discutido em MAXWELL e JOHNSON (2000) ou com uma diminuicdo no estado
oxidado da quinona A (Qa). (TRISSIL e LAVERGNE, 1994). Segundo BELSHE,
DURAKO e BLUM (2007), em situacdes estressantes, as microalgas podem responder
diminuindo a absorcéo de energia luminosa para reduzir os danos que o excesso de luz
pode causar, 0 que consequentemente resulta em menores rendimentos quanticos (e

menor gP).
Efeito do cobre no RLC

As curvas rapidas de saturagdo de luz permitem avaliar ajustes no funcionamento
do aparelho fotossintético a medida que a intensidade da luz aumenta, envolvendo
mecanismos de fotoprotecdo e ocorréncia de fotoinibicdo (SCHREIBER et al., 1997).

Vale a pena notar que, embora nenhum efeito foi detectado sobre os rendimentos
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quanticos de fluorescéncia e gP em baixos e intermediarios niveis de cobre, RLC mostrou
diferencas entre essas concentracdes de cobre. Comparando os trés parametros (a, Ek e
rETRmax) que foram calculados a partir do RLC, Ek e rETRmax decresceram a partir de
1,5x107 mol L e foram mais sensiveis ao cobre, enquanto o respondeu mais tarde. A
diminuigéo gradual desses parametros quando o cobre aumentou na cultura confirma seu
efeito sobre a capacidade das células de lidar com a luz incidente. I1sso mostra que, no
ambiente natural, onde hd um aumento na intensidade da luz desde o alvorecer até seu
pico maximo e subsequente decaimento ao anoitecer, as microalgas expostas ao cobre em

concentragdes proximas a 1,5x10" mol L podem enfrentar limitacdes da fotossintese.

Ek reflete a aclimatacdo das células a luz (SAKSHAUG et al., 1997) e se a luz
estiver mudando constantemente, Ek também mudard. Em nossos experimentos, Ek
diminuiu com 0 aumento do cobre; este comportamento pode estar relacionado aos efeitos
do cobre diretamente no aparato fotossintético ou indiretamente através do estresse
oxidativo (KUPPER et al., 2002). Ambos podem aumentar a fotossensibilidade das algas.
YONG et al. (2018) observaram redugdo nos valores de Ek e aumento de NPQ em S.
quadricauda expostos ao cobre (concentragéo total de metal relatada), indicando que o
metal danificou o aparato fotossintético da microalga S. quadricauda. Segundo o0s
autores, o efeito de inibicdo promovido pelo cobre na fotoquimica de PSII esta
relacionado a interferéncia da quebra de &gua durante o processo fotossintético, que
resulta em excesso de energia de excitacdo que é entdo dissipada como NPQ. Isso também
estd relacionado as outras respostas fotossintéticas, como o e rETRm. Segundo
SCHREIBER (2004) a ¢ definido como o aumento da curva na regiao limitante da luz e
proporcional a eficiéncia da captagdo de luz. Uma vez que a. e rETRm diminuiram com o
aumento de cobre, podemos racionalizar que tanto a separacdo de carga quanto o fluxo
de elétrons a jusante no PSII estavam sendo afetados mesmo em concentragdes tao baixas
quanto 4,7x107 e 1,5x107" mol L* de cobre livre, respectivamente. Ao todo, estes levam
a diminuicdo dos parametros de RLC com o aumento dos ions de cobre, inibindo a
atividade do PSII. QIAN et al., (2009) utilizaram PCR em tempo real e mostraram que C.
vulgaris exposta a concentracOes de cobre total 10 vezes maior do que aquela em que
detectamos os primeiros efeitos, a abundancia de transcritos génicos relacionados a
fotossintese (psbA e rbcL) diminuiu. Os autores demonstraram que Cu (e Cd) inibiram

de forma independente a atividade do PSII e a assimilacéo de CO..

Efeitos do cobre nas biomoléculas
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O aumento de 15 vezes do total de carboidratos por célula em relacdo ao controle
na maior concentracdo de cobre (5x10° mol L) esta de acordo com os resultados da
literatura. CHIA, LOMBARDI e MELAO (2013) expuseram C. vulgaris ao estresse por
Cd e mostraram um aumento de biomoléculas com o aumento do metal em meio de
cultura. Da mesma forma, SILVA et al. (2018) mostraram que Scenedesmus quadricauda
aumentou em 15 vezes o contetdo de carboidratos em comparagdo com o controle quando
exposta a 10 mol L de jons cobre. Se considerarmos que em 5x10° mol L de cobre
livre C. braunii (neste estudo) estava enfrentando dificuldades fotossintéticas, esse
aumento de carboidratos poderia ser resultado da diminui¢do dos processos catabdlicos e
ndo da sua producdo através da fixacdo de carbono.

O aumento de lipidios totais em 8 vezes, em comparagdo com o controle, a custa
da taxa de crescimento em nossa maior concentracio de cobre (5,0x10® mol L) esta de
acordo com a maioria dos resultados da literatura sobre o aumento de lipidios em
condicdes de estresse. Em comparacdo com o respectivo controle, SILVA et al. (2018)
obtiveram um aumento de 5 vezes no total de lipidios em S. quadricauda exposta a
5x10° mol L e 1.1x10°® mol L ions de cobre livre. ZHU (2015) aponta que 0s metais
traco podem ser uma estratégia promissora para 0 aumento da producdo de lipidios nas
microalgas. O acumulo de lipidios nas microalgas em detrimento da taxa de crescimento
é comum (células que ndo se dividem, tendem a acumular biomoléculas desde que sejam
metabolicamente ativas) e a literatura mostra que quanto pior a condi¢do de estresse,
maior o acumulo de lipidios (CHIA; GALADIMA; JAPHET, 2015b; HU et al., 2008;
LOMBARDI; WANGERSKY, 1991). CHIA et al. (2013) mostraram que o acumulo de
lipidios em C. vulgaris depletadas de nitrogénio ou fésforo pode ser amplificado se essas
células depletadas de nutrientes forem expostas ao cadmio. Os autores mostraram que 0
triacilglicerol pode abranger 62% da biomassa seca em comparacdo com 1% no controle,
mas novamente isso acontece em detrimento da taxa de crescimento. REN et al., (2014)
expuseram Scenedesmus sp a ~ 2,2x10° mol L de ferro (Fe**) e obtiveram ~ 4,5 vezes
maior concentracdo de lipidios e ~ 4,1 vezes maior producéo de lipidios em comparacéo
com o controle, mas em concentracdes de Fe®* ainda mais altas ndo ocorreu ganho

lipidico.

O aumento de proteinas totais (13 vezes) a 5,0x10® mol L™ de cobre livre em
relacdo ao controle obtido nesta pesquisa estd de acordo com a literatura (CHIA;
LOMBARDI; MELAO, 2013; ROCHA et al., 2016; SILVA; ECHEVESTE;
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LOMBARDI, 2018). Nossos resultados sugerem que as proteinas acumuladas podem nao
ser estruturais, mas sim proteinas de ligacdo a metais que reduzem a biodisponibilidade
do cobre, como as fitoquelatinas SUNDA e HUNTSMAN (1998). No entanto, esse
aumento elevado pode ter a contribuicdo de um declinio na degradacdo de proteinas,
como apontado por CHIA et al. (2015). SILVA et al. (2018) investigaram a fisiologia de
Scenedesmus quadricauda exposta ao cobre e obtiveram o maior teor de proteina, 6x
maior que o controle na concentracio de jons Cu?* livre de 8.2x10°° mol L™, onde a taxa
de crescimento foi estatisticamente semelhante ao controle. No entanto, DE ABREU et
al., (2014) observaram diminuicdo de proteinas em C. vulgaris expostas a uma
concentragéo total de cobre de ~ 1,6x10° mol L.

A maior parte do aumento relatado de biomoléculas de microalgas, sejam lipidios,
carboidratos ou proteinas, € obtido a custa das taxas de crescimento. Isto é devido a
condicdo altamente estressante imposta pelo aumento de metal residual que é necessario
para acionar o acimulo de biomoléculas. No entanto, como ja discutido em ZHU (2015)
concentragOes baixas ou intermediarias de cobre, onde pouco comprometimento da taxa
de crescimento é obtido, um aumento significativo no rendimento de biomoléculas (célula
pgt d1) pode ser obtido. Sob os olhos da biotecnologia, isso pode ser considerado uma
técnica de biomanipulacdo. Este foi o caso do rendimento de proteinas 33% maior que
obtivemos expondo C. braunii & faixa de cobre livre de 4,7x107 a 4,0x10° mol L. Vale
ressaltar que aproximadamente 15 vezes menor concentracio de cobre livre (2,5x108 mol
L) foi necessaria para aumentar o rendimento lipidico em comparagdo com o rendimento
de proteinas em C. braunii. No entanto, deve-se estar ciente de que, ao usar a técnica de
biomanipulacdo, a qualidade dos lipidios acumulados ou de outras biomoléculas pode ser
diferente em comparagdo com a produzida em condicOes saudaveis. CHIA et al. (2013)
mostraram 3,5 vezes mais lipidios em Chlorella vulgaris expostas a 2x10® mol L™ de Cd
livre, mas &cidos graxos saturados (SAFA) aumentaram em detrimento de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA). Portanto, se alguém pretende manipular a biomassa de algas
para o aumento de lipidios, a aplicacdo da biomassa deve ser considerada, uma vez que
usa-la como matéria-prima na aquicultura pode levar ao aumento da SAFA nos animais

aquaticos.

Em relagdo aos pigmentos (clorofila a e carotendides totais), a quantidade absoluta
se comportou de forma semelhante as outras biomoléculas (valores altos na maior

concentragéo de cobre - pg célula?), mas ndo reconhecemos um ponto-gatilho ou uma
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faixa de concentragéo de cobre livre que resultou no aumento do rendimento do pigmento
(pg célula d1). ECHEVESTE et al. (2017), no final do periodo de 96 h, observaram um
aumento no contetdo absoluto de clorofila por célula de 57% a ~ 10 e de 82% em
3,7x10°® mol L de Cu livre. Similarmente, JIANG et al., (2016) obtiveram aumento
gradual do teor absoluto de clorofila a (pg cel?) em microalgas expostas a 1,5x10* mol
L de cobre total. No entanto, concentrages mais elevadas de cobre causaram a reducéo
do contetdo absoluto deste pigmento; os autores sugerem que o aumento foi devido a
uma reducdo da divisdo celular, causando um acumulo intracelular de clorofila a.
BOSSUYT e JANSSEN (2004) investigaram Pseudokirchneriella subcapitata exposta a
concentragdes de cobre total que variaram entre 7x107° e 1,5x10° mol L em meio de
cultura com ligantes metélicos e observaram um aumento no teor de clorofila a e
carotenoides por célula, com aumento da concentracdo de cobre no meio. Para a clorofila
a 0s autores obtiveram duas vezes mais pigmento a 7x10° mol L, mas 20x mais nas
células expostas a 1,5x10° mol L't em comparagéo ao controle. Para os carotendides, os
autores mostraram um aumento de 2x e 7x, respectivamente, nas duas concentracdes de
cobre mencionadas. Os carotendides estdo relacionados a protecdo do PSII ao excesso de
fétons que podem ser causados por danos oxidativos, promovendo a dissipagdo de energia
na forma de calor (NPQ) (REYNOLDS 2006). O aumento do teor de carotendides na
maior concentracdo de cobre pode ser o resultado do estresse oxidativo causado pelo
metal, mas ndo houve ganho na quantidade deste pigmento ao considerar a taxa de
crescimento. Este aumento é um mecanismo de fotoprotecdo através do ciclo da xantofila
(FIGUEROA; JEREZ; KORBEE, 2013).

QIAN et al., (2009) mostraram que Chlorella vulgaris expostas a concentragdes
de cobre de 5x107 e 1.5x10® mol L apresentaram taxa de crescimento e teor de clorofila
menores que o controle, mas maior ROS do que o controle. Segundo os autores, 0
aumento das ROS leva a ruptura dos mecanismos de sintese da clorofila a. 1sso pode ter
contribuido para a falta de aumento no rendimento de pigmentos obtidos na presente
pesquisa. Nossos resultados estdo de acordo com ABALDE et al., (1995) que mostraram
diminuicdo nos carotendides em Dunaliella tertiolecta exposta a ~ 2,5x10 mol L™ de
cobre total. Observamos que, embora a concentracdo usada em ABALDE et al (1995)
seja cerca de 100 vezes maior do que a nossa, tanto 0 seu quanto o nosso meio de cultura
possuiam EDTA, mas enquanto os autores se referem ao cobre total, relatamos nossas

concentrages como ions livres de cobre. Se considerarmos a producéo de clorofila a e
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689 de carotendides, a reducdo gradual observada tera a contribuicdo da diminuigdo gradual
690 das taxas de crescimento a medida que o cobre aumenta. Assim, a producdo de
691  biomoléculas da biomassa de algas pode ser manipulada, como lipidios, proteinas,
692  carboidratos, clorofilas e talvez carotendides, mas isso depende da concentracdo do metal
693 utilizado.
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CONCLUSAO

O metabolismo de Chlorolobion braunii foi afetado por concentragGes de cobre
livre tdo baixas quanto 2,5x10® mol L. O primeiro parametro a ser afetado
negativamente foi o crescimento, seguido pela concentracdo de clorofila a e a densidade
populacional. A fotossintese, avaliada pelo rendimento quantico maximo e efetivo e por
gP, foi afetada apenas na concentragdo de cobre livre de 5,0x10° mol L, a mais alta que
testamos. No entanto, 0 NPQ aumentou em 1.5x10”" mol L™ de cobre livre, confirmando
que o PSII foi afetado e os mecanismos de dissipacdo de luz comecaram a operar. Ek e
rETRmax diminuiram gradualmente comegando em 1,5x107 mol L? enquanto o em
4,7x107" mol L de cobre livre, confirmando que mesmo que o rendimento quantico
méaximo, efetivo e gP ndo respondessem ao cobre, a microalga foi afetada pelas baixas

concentragdes de cobre, proximas das ambientalmente relevantes.

O conteudo intracelular absoluto de biomoléculas em C. braunii foi afetado em
4x10° mol L e acima, quando proteinas totais, carboidratos, lipidios, clorofila a e
carotendides (pg célulal) aumentaram as custas das taxas de crescimento (d?). O
rendimento total de proteinas e lipidios (pg celular? d) aumentou em baixas
concentracdes de cobre livre, 4,7x107 mol L para proteinas e 2,5x10® mol L* para
lipidios. No entanto, os pigmentos de clorofila a e os carotendides ndo aumentaram com

cobre extra.

Mostramos que, se fornecidos na quantidade correta, metais tracos essenciais
podem estimular a produtividade de certas biomoléculas, mas ndo outras, como 0s
pigmentos. Assim, a manipulacdo bioquimica de microalgas usando cobre para
desencadear a sintese de biomoléculas pode ser uma ferramenta promissora para aumentar
o rendimento de biomoléculas de valor agregado. Além disso, os efeitos observados na
composicdo bioquimica de C. braunii, mesmo em concentracbes ambientais, podem
interferir no balancgo energético dos ecossistemas aquaticos, uma vez que as microalgas

fazem parte da base das redes alimentares nesses ambientes.
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