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Resumo 

Existem muitas evidências de que o cobre possui um papel crucial na regulação do metabolismo 

fitoplanctônico. Contudo, apesar de ser requerido em quantidades traço, há um hiato na literatura acerca da 

fisiologia de microalgas expostas a concentrações ambientalmente relevantes de cobre, sendo que grande 

parte dos resultados reportados utilizam 10 a 100 vezes mais cobre do que é detectado em ecossistemas 

naturais. Este estudo foi dividido em 2 capítulos, no primeiro investigamos as respostas fisiológicas de 

Kirchneriella obesa em culturas unialgais exposta a concentrações de cobre que incluíram concentrações 

ambientalmente relevantes (3x10-9 até 4x10-5 mol L-1 Cu2+ livre). No segundo capítulo investigamos as 

respostas fisiológicas de K. obesa em co-cultivo com Chlorella sorokiniana frente ao metal cobre em três 

concentrações (6x10-9, 2x10-7 e 1,5x10-6 mol L-1 Cu2+ livre). Para ambos os capítulos, monitorou-se 

diariamente a densidade celular, clorofila a e rendimento fotossintético máximo, biovolume, curvas rápidas 

de saturação de luz, rendimento fotossintético efetivo, decaimentos de fluorescência (fotoquímica e não-

fotoquímica). Somente no capítulo 1 foram determinados o conteúdo de cobre intracelular e na cápsula 

mucilaginosa e carboidratos e proteínas totais na biomassa. Os resultados de cobre intracelular e na 

mucilagem mostraram que o mecanismo fisiológico que regula a captação de cobre foi afetado em 2x10-7 

mol L-1 Cu2+, quando o cobre intracelular aumenta conforme o metal aumenta na cápsula mucilaginosa. 

Houve aumento do biovolume com o acréscimo de cobre tanto em culturas unialgais quanto em co-cultivos. 

A concentração efetiva que ocasionou 50% na redução da taxa de crescimento (EC50) calculada para K. 

obesa em cultura unialgal foi de 1,25x10-7 mol L-1 Cu2+. O rendimento efetivo manteve-se constante até 10-

7 mol L-1 Cu+2, decrescendo em concentrações de cobre maiores. O decaimento não-fotoquímico (NPQ) se 

comportou de maneira oposta, confirmando a ocorrência de estresse induzido pelo cobre em células 

expostas a mais que 4x10-7 mol L-1 Cu2+. Carboidratos e proteínas apresentaram comportamento similar, 

aumentando acima de 10-7 mol L-1 Cu2+, sendo que carboidratos aumentaram mais intensamente. C. 

sorokiniana e K. obesa apresentaram taxas de crescimento maiores nos co-cultivos expostos a 2x10-7 mol 

L-1 Cu2+ do que nas condições unialgais sob a mesma concentração de cobre. Esta pesquisa mostra que 

concentrações de cobre detectadas atualmente em ambientes naturais podem afetar a fisiologia de K. obesa 

e que o crescimento desta espécie em conjunto com células de C. sorokiniana pode interferir nos efeitos do 

cobre, observações relevantes para a compreensão do equilíbrio de ecossistemas aquáticos naturais.        

   

Palavras-chave: Chlorophyta; metal; microalga; mucilagem; fotossíntese   
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Abstract 

There is enough evidence that copper plays a crucial role in regulating phytoplankton metabolism. 

However, despite its requirement in trace amounts, there is a literature gap on the physiology of microalgae 

exposed to environmentally relevant copper concentrations; most literature report results using ~10 to 100 

times higher copper than what can be detected in most natural ecosystems. This study aimed at investigating 

some physiological responses of Kirchneriella obesa exposed to copper, including environmental relevant 

concentrations in an ample range (3x10-9 to 4x10-5 mol L-1 free Cu2+ ions)(chapter 1) and the effects of three 

different copper concentrations on the co-cultivation of K. obesa and Chlorella sorokiniana (chapter 2). K. 

obesa’s EC50 was 1,25x10-7 mol L-1 Cu2+. Physiological analyses were performed at 72 h (exponentially 

growing cells) for both experiments and cultures were kept under controlled conditions. They were 

monitored daily for cell density, chlorophyll a and maximum photosynthetic quantum yield; biovolume and 

effective photosynthetic quantum yield, fluorescence quenchings (photochemical and non-photochemical) 

and rapid light saturation curves were also determined. In addition to these parmeters, for chapter 1, the 

intracellular and mucilaginous capsule copper content and total carbohydrates and proteins were 

determined; whereas at the end of the co-cultivation, all previously listed photosynthetic parameters were 

measured for each species. Intracellular and mucilaginous copper showed that the physiological 

mechanisms that regulate copper uptake were disrupted at 2x10-7 mol L-1 free Cu2+ ions, when intracellular 

copper increased linearly with copper increase in the mucilage capsule. The results showed an increase in 

biovolume with the increment of copper on both unialgal and co-cultures. Effective quantum yield was kept 

constant up to 10-7 mol L-1 Cu2+ ions but decreased thereafter. The non-photochemical quenching (NPQ) 

behaved the opposite way as the effective quantum yield, confirming copper induced stress in cells exposed 

to concentrations higher than 4x10-7 mol L-1 Cu2+ ions. Proteins and carbohydrates presented similar 

behaviour, increasing noticeably above 10-7 mol L-1, with higher intensity for carbohydrates. C. sorokiniana 

and K. obesa presented higher growth rates in the co-cultivation than in unialgal cultures when exposed to 

2x10-7 mol L-1 Cu2+. This research demonstrated that environmental copper concentrations detected 

nowadays might affect the physiology of K. obesa and that an effect on copper toxicity may occur during 

the joint growth of K. obesa with C. sorokiniana. Our results are a contribution towards the understanding 

of the equilibrium of natural aquatic ecosystems.  

 

Keywords: Chlorophyta; metal; microalgae; mucilage; photosynthesis. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Efeitos do cobre na fisiologia de microalgas 

Cobre é um metal de transição com alto uso industrial, tendo aplicações nas áreas de informática, 

construção civil e insumos agrícolas. Em consequência do uso excessivo, as atividades antropogênicas estão 

resultando em um aumento gradual e consistente das concentrações ambientais de cobre (NRIAGU, 1996), 

expondo a comunidade fitoplanctônica a concentrações que, embora não sejam letais, podem causar 

alterações fisiológicas (LANGSTON, 2017). Isto pode consequentemente ameaçar o equilíbrio nos 

ecossistemas aquáticos, uma vez que os organismos que compõem o fitoplâncton formam a porção 

majoritária dos produtores primários nesses ecossistemas (REYNOLDS, 2006) e fatores que possam afetar 

a sua biodiversidade devem ser estudados e compreendidos. Assim, monitorar as respostas fisiológicas do 

fitoplâncton em baixas concentrações de cobre, simulando uma contaminação crônica, é de grande 

importância ecológica, somando-se que tais organismos também estão relacionados com a regulação de 

gases atmosféricos como o O2 e o CO2, influenciando assim não somente as formas de vida aquáticas, mas 

também em toda a biosfera (SCHOO et al., 2013). As concentrações de cobre no meio ambiente estão 

relacionadas com vários aspectos biológicos e físico-químicos que alteram sua especiação e, portanto, sua 

biodisponibilidade (TONIETTO et al., 2015). De acordo com a literatura, o cobre total encontrado em 

reservatórios de água doce varia de ~ 10-9 mol L-1 a ~ 10-7,5 mol L-1 (ASARE et al., 2018; ASHRAF et al., 

1991; MCKNIGHT, 1981; VAN HULLEBUSCH et al., 2003), concentrações que podem ser capazes de 

causar modificações na fisiologia de algumas espécies de microalgas (ECHEVESTE et al. 2017; 

LOMBARDI; MALDONADO, 2011). 

O funcionamento correto de importantes processos fisiológicos e metabólicos em microalgas 

depende do fornecimento adequado de metais traço como o cobre e de sua concentração intracelular 

(SUNDA; HUNTSMANN, 1998), com efeitos prejudiciais sendo observados tanto em sua escassez quanto 

em seu excesso (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). A fotossíntese é um destes importantes processos 

fisiológicos afetados pelos íons de cobre. Por exemplo, a atividade da plastocianina, uma proteína móvel 

transportadora de elétrons que atua no complexo Citocromo b6-f no fotossistema II (PSII) até o PSI, é cobre 

dependente (KNAUERT; KNAUER, 2008; SAKSAHUG et al., 1997); a superóxido dismutase (SOD), uma 

importante enzima antioxidante que age nos tilacóides e no estroma dos cloroplastos, possui íons Cu em 

seu centro ativo (JIANG et al., 2016); o cobre também é essencial no transporte de elétrons da respiração 

mitocondrial (STRYER, 1988); a absorção de ferro através da ferrioxamina em Thalassiosira sp, uma 

diatomácea marinha, é dependente da disponibilidade de cobre (MALDONADO et al., 2006); a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) aumenta com o acréscimo da concentração de cobre (PINTO et al., 



 

11 

 

2003); e também já foi relatado na literatura um decréscimo na síntese de clorofila a em algumas espécies 

de microalgas causado pelo aumento do cobre (AFKAR et al., 2010; PERALES-VELA et al., 2007). 

As microalgas são organismos fisiologicamente versáteis cuja tolerância aos íons de cobre pode ser 

relacionada com suas histórias evolutivas e de exposições prévias a este metal, sendo esta tolerância 

espécie-especifica (JOHNSON et al., 2007; LEVY et al., 2008). Estes micro-organismos prontamente 

respondem aos íons livres deste elemento (LOMBARDI et al., 2002) e observou-se o crescimento de 

espécies tolerantes sem grandes efeitos negativos em concentrações totais de cobre em torno de 10-6,5 mol 

L-1 (FRANKLIN et al., 2002; LEVY et al., 2007), enquanto que espécies sensíveis se mostraram afetadas 

em concentrações inferiores a 10-7,5 mol L-1 Cu nominal (LEVY et al., 2007; YAN;PAN, 2002). Algumas 

das estratégias reportadas na literatura que permitem às microalgas lidarem com íons metálicos no meio 

ambiente incluem a produção de agentes quelantes (MOFFETT; BRAND, 1996), a internalização de cobre 

em vacúolos (LOBBAN et al., 1994), a presença de exopolissacarídeos aderidos na parede celular que 

complexam metais (XUE; SIGG, 1990), a produção de cápsula mucilaginosa (LOMBARDI et al., 2002), 

assim como a ativação de respostas antioxidantes (MALLICK, 2004). 

As curvas rápidas de saturação de luz ou somente curvas rápidas de luz (RLC) são consideradas 

ferramentas poderosas que permitem avaliar a atividade fotossintética de microalgas foto autotróficas e 

descrever a condição de aclimatação do aparato fotossintético em uma vasta gama de intensidades 

luminosas ambientais (RALPH; GADEMANN, 2005; YENTSCH; LEE, 1966). De acordo com estes 

autores, isto se deve ao fato de que apenas alguns segundos de exposição à luz actínica são usados em cada 

passo luminoso, sem alcançar condições de estado estacionário. Efeitos específicos do cobre na RLC 

incluem a redução da taxa de transporte de elétrons, decréscimos na eficiência de captação de luz e na 

irradiância de saturação mínima, causando fotossensibilidade em diversas espécies de microalgas 

(PERALES-VELA et al., 2007; CHEN et al., 2016). Tais efeitos podem se relacionar com o fato de que os 

íons de cobre podem afetar, dependendo da concentração em que se encontram, tanto os centros de reação 

das clorofilas do PSII quanto os dois sítios de ligação específicos (QA e QB) da molécula plastoquinona, 

uma quinona isoprenóide presente no PSII e responsável pelo carreamento de elétrons através da membrana 

dos tilacóides (MOHANTY et al., 1989; TIKHONOV, 2014). Nas reações dependentes de luz da 

fotossíntese a plastoquinona é reduzida, carreando dois elétrons e dois cátions H+. O complexo Citocromo 

b6-f catalisa então a transferência de elétrons para a plastocianina, que dará continuidade ao processo 

fotossintético, enquanto transfere os cátions H+ para o lúmen dos tilacóides, formando assim o gradiente 

eletroquímico que é usado pela ATPsintase para formar o ATP. Entretanto, quando há uma grande 

quantidade de íons cobre no interior do cloroplasto, QA e QB são diretamente afetadas, causando um 
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decréscimo drástico no transporte de elétrons entre o PSII e o PSI, o que reduz a produção de ATP e a 

eficiência fotossintética (FALKOWSKI; RAVEN, 2007; MALLICK; MOHN, 2003).        

A versatilidade fisiológica das microalgas está intimamente relacionada a síntese de biomoléculas 

que auxiliam a célula a lidar com os metais de acordo com suas concentrações. O acúmulo de carboidratos 

e proteínas em microalgas estimulado pela presença de cobre excedente tem sido relatado na literatura 

(CHIA et al., 2015; PISTOCCHI et al., 1997; SILVA et al., 2018; TRIPATHI; GAUR, 2006). Enquanto o 

aumento em carboidratos tem sido mais comumente relacionado com o metabolismo energético (CHIA et 

al., 2015; SILVA et al., 2018), o acúmulo de proteínas tem ligação com a produção de enzimas antioxidantes 

e agentes quelantes (AFKAR et al., 2010; CHIA et al., 2014; SABATINI et al., 2009) e ambos acarretam 

majoritariamente um prejuízo no crescimento das microalgas, reforçando a ideia de que as células expostas 

ao estresse causado por íons metálicos são capazes de sobreviver através de alterações fisiológicas 

específicas.  

Kirchneriella obesa, a microalga usada no presente trabalho, é uma clorofícea de água doce 

cosmopolita e produtora de mucilagem que se adere ao redor de suas células (Fig. 1). Um dos poucos 

estudos que investigaram os efeitos da interação da mucilagem com o cobre em microalgas foi realizado 

por Lombardi et al. (2002). Os autores mostraram que a mucilagem de K. aperta possui propriedades de 

retenção para íons cobre, propondo que isto poderia fornecer às células um mecanismo capaz de postergar 

os efeitos tóxicos do cobre. A fim de entender as alterações induzidas por cobre expressas nas respostas 

fisiológicas (dinâmica populacional, fotossíntese e produção de biomoléculas) de K. obesa e as interações 

entre o metal e a mucilagem, suas células foram expostas a uma grande amplitude de concentrações de 

cobre (3x10-9 até 4x10-5 mol L-1 Cu2+ livre) em vinte diferentes concentrações, a fim de que fosse possível 

delinear tendências. Adicionalmente, foram quantificados o cobre intracelular e o cobre presente na 

mucilagem. Os resultados mostraram que até mesmo as concentrações ambientais de cobre utilizadas 

afetaram o crescimento de K. obesa. Algumas estratégias para lidar com o cobre exibidas por K. obesa neste 

estudo são discutidas, demonstrando a importância em monitorar a concentração de cobre livre em 

ecossistemas aquáticos, uma vez que este metal pode afetar espécies sensíveis mesmo quando presente em 

concentrações consideradas ambientalmente relevantes. 

 



 

13 

 

  

Figura 1. Fotomicrografia de Kirchneriella obesa corada com nanquim, mostrando a cápsula 

mucilaginosa ao redor da célula. Foto tirada em microscópio ótico sob aumento de 100x. 

 

1.2. Co-cultivos de microalgas 

O co-cultivo de micro-organismos envolve o crescimento conjunto de espécies diferentes, em um 

mesmo recipiente, comumente envolvendo culturas conjugadas de bactérias, leveduras, cianobactérias ou 

microalgas. O estudo de culturas mistas é conhecido na literatura principalmente para fins biotecnológicos, 

envolvendo a produção de produtos com valor agregado (como biocombustíveis) ou a prestação de serviços 

de biorremediação (MAGDOULI et al., 2016). A ideia central deste tipo de cultivo é que estes organismos 

coexistem em ecossistemas naturais, apresentando relações mutualísticas ou antagonistas, de acordo com 

as relações específicas de cada espécie. Além disso, substratos de difícil degradação podem ser utilizados 

quando o repertório enzimático de micro-organismos trabalha de forma conjunta (ARUMUGAM et al., 

2014; LIU et al., 2018a). O atual foco de trabalhos com co-cultivo tem sido aumentar o rendimento da 

produção lipídica sem que haja prejuízo em biomassa total ou nas taxas de crescimento (LIU et al., 2018b; 

YEN et al., 2015; ZHAO et al., 2014). Estudos voltados para fins ecológicos majoritariamente exploram o 

efeito de inibição de crescimento, também chamado de alelopatia, que um organismo pode exercer sobre o 

outro (CHIANG et al., 2004; DUNKER et al., 2013; FERGOLA et al., 2007; NAN et al., 2004). Há também 

estudos que avaliam o co-cultivo de micro-organismos quando expostos a condições de estresse no meio, 

seja envolvendo alteração na intensidade luminosa, presença de contaminantes ou ausência de nutrientes 

(ANTUNES et al., 2012; BARREIRO; HAIRSTON, 2013; GRANÉLI; JOHANSSON, 2003, ONCEL et 
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al., 2011). Algo comum dentre a maior parte dos estudos com crescimento conjunto de micro-organismos 

é a busca por expressar de maneira mais realista a sucessão fitoplanctônica que acontece nos ambientes 

naturais, uma vez que os experimentos unialgais ou de mono cultivo não incluem a simulação de relações 

interespecíficas que ocorrem no meio ambiente.  

Os efeitos alelopáticos ou de inibição de crescimento são comumente observados em estudos que 

realizam co-cultivo de diferentes espécies de macro e microalgas, cianobactérias e outros micro-

organismos. Pratt e Fong (1940) foram os primeiros a descrever a produção de uma substância inibidora de 

crescimento por Chlorella vulgaris, referida como “chlorelina”. Somente anos depois é que seria 

desvendado que tal efeito é decorrente da ação de uma mistura de ácidos graxos livres e não de uma simples 

molécula como imaginado anteriormente (SPOEHR; MILNER, 1949). Desde então, observou-se que tais 

misturas, liberadas por diversas espécies de organismos, podem conter os ácidos palmítico, linolênico e α-

linoleico, causando danos a membranas plasmáticas e afetando a deposição de amido nos cloroplastos 

(KLAUSNER et al., 1980; PINTO et al., 1995). A alelopatia pode ocorrer com a presença da célula 

produtora de ácidos graxos livres ou através da exposição ao extrato no qual a célula produtora cresceu, 

como o meio de cultura filtrado sem células, uma vez que estas biomoléculas são externalizadas. Outras 

espécies descritas como produtoras de substâncias alelopáticas são Botryococcus braunii (CHIANG et al., 

2004), Chlamydomonas reinhardtii (MCCRACKEN et al., 1980), Ulva pertusa (NAN et al., 2004), 

Cylindrospermopsis raciborskii (ANTUNES et al., 2012), Prymnesium parvum (GRANÉLI; 

JOHANSSON, 2003) e Microcystis aeruginosa (DUNKER et al., 2013). Efeitos de inibição de crescimento 

em co-cultivos dependem da sensibilidade e da capacidade de tolerância de cada organismo de acordo com 

sua atividade metabólica, sendo que algumas espécies são resistentes e podem até mesmo ser estimuladas 

pela presença de outras no mesmo meio de cultura (CHIANG et al., 2004; MAGDOULI et al., 2016). 

O efeito do crescimento em co-cultivo depende da relação interespecífica entre os organismos 

testados. Em estudos envolvendo microalgas e leveduras, nota-se uma tendência de aumento de 

produtividade lipídica por parte das microalgas. Isto foi observado em co-cultivos de Chlorella vulgaris ou 

Scenedesmus obliquus com Rhodotorula glutinis, uma levedura (LIU et al., 2018b; YEN et al., 2015; 

ZHANG et al., 2014). Contudo, no cultivo conjunto de espécies de microalgas Chlorophyta a inibição de 

crescimento por competição ou efeitos alelopáticos é mais comumente observada (DELLAGRECA et al., 

2010; FERGOLA et al., 2007; ZHAO et al., 2014). A relação entre cianobactérias e microalgas varia 

consideravelmente dependendo das espécies testadas, porém sabe-se que espécies como Microcystis 

aeruginosa (produtora de microcistina) e Cylindrospermopsis raciborskii (produtora de 

cylindrospermopsina) podem ter efeitos negativos sobre diversas espécies de microalgas (ANTUNES et al., 

2012; DUNKER et al., 2013). 
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Alguns trabalhos na literatura investigaram o efeito de agentes estressantes sobre co-cultivos, a fim 

de observar respostas fisiológicas que possam resultar na sobrevivência de uma ou de ambas as populações 

testadas. De modo geral, estresse envolvendo aumento da intensidade luminosa somado a presença de outro 

micro-organismo crescendo no meio de cultivo causa efeitos inibitórios a uma variedade de componentes 

do fitoplanctôn aquático (BARREIRO; HAIRSTON, 2013). A ausência de nutrientes essenciais como o 

fósforo também pode agravar possíveis efeitos alelopáticos (ANTUNES et al., 2012), enquanto que o efeito 

combinado do aumento de intensidade luminosa e uma maior concentração de nitrogênio e fósforo podem 

favorecer a produção de biomassa de espécies que ocupem diferentes porções da coluna d’água (SILVA-

BENAVIDES;TORZILLO, 2011). A adição de uma fonte de carbono, como a glicose, também parece 

reduzir os efeitos de competição entre as espécies em co-cultivo, induzindo crescimento positivo de ambas 

as populações (ONCEL et al., 2011). Há na literatura uma escassez de trabalhos que envolvam o efeito 

combinado de metais e co-cultivos. Explora-se consideravelmente a contribuição da presença de bactérias 

na ausência de ferro em cultivos de microalgas (KEAN et al., 2015; KESHTACHER-LIEBSO et al., 1995; 

RAJAPITAMAHUNI et al., 2018); entretanto, não há trabalhos que explorem as relações entre espécies de 

microalgas expostas a cobre, por exemplo. Deste modo, este estudo procurou investigar os efeitos de 

diferentes concentrações de cobre sobre o co-cultivo de K. obesa e Chlorella sorokiniana (Fig. 2), 

analisando as dinâmicas populacionais de ambas as espécies, a fim de observar respostas que sejam mais 

próximas ao que realmente ocorre nos ecossistemas aquáticos.  

 

Figura 2. Fotomicrografia do cultivo conjunto de Chlorella sorokiniana (células esféricas) e 

Kirchneriella obesa (células alongadas, formato de meia lua). Foto tirada em microscópio ótico sob 

aumento de 20x. 
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2. OBJETIVOS  

 

O objetivo principal deste trabalho foi investigar e avaliar os efeitos dos íons de cobre sobre o 

crescimento da espécie de microalga de água doce Kirchneriella obesa, realizado em condição unialgal e 

em um co-cultivo com Chlorella sorokiniana. 

 

2.1. Objetivos específicos  

a) Examinar os efeitos de uma grande amplitude de concentrações de cobre, incluindo níveis 

ambientalmente relevantes, na microalga Kirchneriella obesa em cultivos unialgais; 

b) Quantificar o conteúdo de cobre intracelular e na mucilagem de células de K. obesa em cultivos 

unialgais, bem como determinar a concentração de cobre livre no meio de cultura nas diferentes 

concentrações testadas;    

c) Avaliar as respostas fisiológicas através da densidade populacional, concentração de clorofila a, 

taxa específica de crescimento e biovolume em monoculturas de K. obesa em função das 

concentrações de cobre testadas; 

d) Determinar as respostas fotossintéticas dos cultivos unialgais de K. obesa expostos a um amplo 

espectro de concentrações de cobre; 

e) Analisar o conteúdo de carboidratos e proteínas em monoculturas de K. obesa expostas à um 

amplo gradiente de concentrações de cobre; 

f) Examinar as dinâmicas populacionais de K. obesa e Chlorella sorokiniana cultivadas juntas em 

três distintas concentrações de cobre livre; 

g) Avaliar similaridades e diferenças nos efeitos do cobre sobre as respostas fotossintéticas exibidas 

por K. obesa e Chlorella sorokiniana em três concentrações de cobre. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. Condições Experimentais 

Kirchneriella obesa (Chlorophyta) é uma microalga unicelular de água doce que contém uma 

cápsula mucilaginosa abundante. Ela foi obtida da Coleção de Culturas Microalgais (CCMA/ cepa 345) do 

Laboratório de Ficologia, Departamento de Botânica, Universidade Federal de São Carlos (Brasil). Esta 

coleção é registrada no World Data Centre for Microorganims (WCDM) sob o número 835. A Chlorella 

sorokiniana (Chlorophyta) foi obtida no Banco de Microalgas do Laboratório de Biotecnologia de Algas 

(cepa 004), Departamento de Botânica, Universidade Federal de São Carlos (Brasil). Esta microalga foi 

selecionada por apresentar um crescimento rápido e robusto, bem explorado na literatura (WILDE et al., 

2006; ZHAO et al., 2014) por apresentar formato e tamanho celulares distintos aos da K. obesa, permitindo 

sua identificação nos co-cultivos. Ambas foram cultivadas no Laboratório de Biotecnologia de Algas em 

meio BG 11 (RIPPKA et al.,1979) esterilizado (autoclavado, 20 min). O pH inicial do meio foi ajustado 

para 7,0 e as culturas foram iluminadas com LED (2700 ~ 3000 K) fornecendo 180 μmol photons m-2 s-1 de 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR) na superfície da cultura em um ciclo claro-escuro 12:12 h em 

temperatura controlada de 24 ± 1 ºC. Para os experimentos, o meio foi preparado sem cobre, que foi 

posteriormente adicionado através de um padrão comercial mono-elementar para AAS/ICP (1000 mg L-1) 

(Sigma-Aldrich, Alemanha). 

Antes de serem inoculadas, as culturas de K. obesa e C. sorokiniana em fase exponencial de 

crescimento tiveram sua eficiência fotossintética máxima (Φm) determinada a fim de garantir células 

saudáveis (Φm = 0.7 ou acima, JUNEAU; HARRISON, 2005; LOMBARDI; MALDONADO, 2011) no 

inóculo. As culturas experimentais foram realizadas em garrafas de policarbonato de 1,0 L contendo 400 

mL de meio BG 11 com densidade celular inicial de 5x104 células mL-1 em fase de crescimento exponencial. 

Concentrações adicionadas de cobre no experimento de cultivo unialgal (Capítulo 1) variaram de 8x10-7  a  

2,5x10-4  mol L-1, totalizando 20 concentrações diferentes (sem réplicas) durante 96 h (Fig. 3). No 

experimento de co-cultivo, utilizou-se inóculos similares para cada uma das duas espécies em ambas as 

condições unialgais e de cultivo conjunto (~5x104 células mL-1, razão 1:1 no co-cultivo) e 3 concentrações 

de cobre nominais foram utilizadas: 1,3x10-6 (controle), 6,5x10-6 (5 vezes mais cobre) e 6,5x10-5 mol L-1 

(50 vezes mais cobre). O experimento de co-cultivo, reportado no capítulo 2, foi realizado com três 

tratamentos (co-cultivo, crescimento unialgal de K. obesa e crescimento unialgal de C. sorokiniana), em 

tréplicas. Cada tratamento foi exposto às três concentrações de cobre descritas acima durante 6 dias (Fig. 

3). Todas as garrafas de policarbonato usadas foram previamente lavadas em HNO3 1,0 mol L-1  (7 dias) 

para a remoção de metais, ainda que estivessem presentes em concentrações traço; além disso, elas foram 
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enxaguadas com água milli-Q e autoclavadas com meio de cultura. Somente materiais de plástico ou 

Teflon® foram utilizados, sendo todos previamente lavados em 1,0 mol L-1 HCl (24h) e enxaguados com 

água Milli-Q antes de serem usados. 

 

Figura 3. Fluxogramas resumindo os dois experimentos realizados, esquematizando os tratamentos 

experimentais de cada um e descrevendo o propósito de cada amostra coletada. 

 

3.2. Determinações de cobre 

Os íons de cobre livre presentes no meio de cultura foram determinados antes da inoculação das 

microalgas utilizando o eletrodo íon-seletivo de cobre (Orion, modelo 94-29) e um eletrodo de referência 

de dupla junção. A temperatura foi mantida constante durante todas as leituras (22 ± 2 ºC) e tampões 

metálicos foram usados para a calibração segundo a metodologia descrita por Lombardi et al. (2007). O 

tampão metálico estendeu a amplitude linear da curva de calibração até 10-10 mol L-1 Cu2+, como 

representado na Figura 4. Todas as soluções metálicas utilizadas foram mantidas em materiais de plástico 

ou Teflon®. Todos esses materiais foram lavados com 1,0 mol L-1 HNO3 (Synth, Brasil) por 48 h e 

enxaguados com água ultrapura (MilliQ®, Millipore).  
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Figura 4. Curvas de calibração do eletrodo de cobre livre. Potencial (mV) registrado em função 

do log [Cu2+] (mol L-1). Os dois primeiros pontos em ambas as curvas representam o limite de detecção 

usando tampões metálicos. (A) Calibração para o experimento unialgal com 20 concentrações de cobre 

(●), equação da reta: y = 29,504x + 244,65, R2 = 0,9992. (B) Calibração para o experimento de co-cultivo 

(○), equação da reta: y = 30,149x + 248,52, R2 = 0,9988. 

Todos os resultados deste trabalho são apresentados com base nas determinações de cobre livre e 

não cobre adicionado. O cobre livre ou iônica hidratada que esta dissolvido no meio, diz respeito ao à 

disponibilidade tanto para ser absorvido pelas células como para ser complexado por alguma molécula. O 

cobre adicionado ao meio de cultura diz respeito ao cobre total presente no meio de cultura. Assim, o cobre 

livre é uma fração deste cobre total adicionado. É importante diferenciarmos as determinações de cobre na 

mucilagem e o intracelular. O cobre na mucilagem representa a fração do metal aderida a célula, que é 

removida através de lavagem com uma solução de ligante. Já o cobre intracelular é obtido através da 

subtração do valor do cobre celular total pelo conteúdo de metal na mucilagem. Este cobre celular total diz 

respeito ao valor obtido após a digestão da biomassa com HNO3 e H2O2, representando tanto o cobre aderido 

na mucilagem quanto o cobre presente em seu interior. 

As determinações de cobre livre inicial nas amostras foram feitas em 50 mL obtidos de cada 

tratamento e tiveram sua força iônica ajustada para 0,02 mol L-1 com NaNO3 ultrapuro (Sigma-Aldrich, 

Alemanha). As amostras seguiram imediatamente para a determinação do cobre e quando necessário foram 

mantidas no escuro a 4 ºC. As determinações do cobre livre foram feitas em uma sala limpa com pressão 

positiva dada por fluxo horizontal de ar filtrado. As concentrações de cobre livre determinadas para o 

cultivo unialgal estão representadas na Tabela 1. Para o co-cultivo, as concentrações de cobre livre usadas 

foram 6,02x10-9 ± 0,05 (controle), 2,11x10-7 ± 0,04 e 1,5x10-6 ± 0,01 mol L-1 íons Cu2+. 
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Tabela 1. Concentrações (mol L-1) de cobre adicionado e de cobre livre  

determinadas para cada tratamento 

[Cu] adicionado  [Cu2+] livre             [Cu] adicionado [Cu2+] livre 

8x10-7 3x10-9                   2,5x10-5 5x10-7 

1,3x10-6 6x10-9                   3,2x10-5 6x10-7 

2x10-6 1x10-8                   4,2x10-5 6,5x10-7 

3,4x10-6 3x10-8                   5,3x10-5 9x10-7 

4,2x10-6 6,5x10-8                   6,7x10-5 1x10-6 

5,4x10-6 9x10-8                   8,5x10-5 1,5x10-6 

6,7x10-6 2x10-7                     1x10-4 2x10-6 

8,5x10-6 2,5x10-7                    1,25x10-4 4,5x10-6 

1,25x10-5 4x10-7                   1,6x10-4 6x10-6 

1,8x10-5 4,5x10-7                   2,5x10-4 4x10-5 

 

K. obesa é composta por uma célula contornada por sua cápsula mucilaginosa (Figura 1). O cobre 

total foi determinado tanto nas células quanto na mucilagem do entorno em amostras com 72 h de cultivo 

no experimento unialgal. Para a determinação na cápsula mucilaginosa utilizou-se a metodologia descrita 

por Lombardi et al. (2002) que é uma modificação da metodologia descrita em Price e Morel (1990). O 

cobre presente na cápsula mucilaginosa foi removido através da lavagem das células e suas cápsulas com 

uma solução ligante (10-3 mol L-1 do ácido 8-hidroxiquinolina-5-sulfônico, um ligante metálico usado em 

pH 7,0). As amostras de 95 mL foram brevemente centrifugadas (15 min, 1800 rpm/655 g, 21 ºC, Thermo 

Scientific, Sorvall Legend XTR, Alemanha), o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado uma vez com 

10 mL do ligante, sendo posteriormente congelado a -18 ºC até a determinação do cobre. Como branco do 

procedimento, foi utilizado apenas ácido 8-hidroxiquinolina-5-sulfônico e seu valor foi subtraído das 

amostras. Para a determinação do cobre celular, 10 mL de cultura foram filtrados em membranas de acetato 

de celulose com poros de 0,45 μm (Sartorius, Alemanha), previamente lavadas com 1,0 mol L-1 HCl por 24 

h e enxaguadas com 20 mL de água ultrapura antes do uso (LOMBARDI et al., 2002). Após a filtragem, as 

membranas foram secas por 24 h a 65 ºC e então congeladas a -18 ºC até serem digeridas usando água 

ultrapura, HNO3 (70%) e H2O2 (30%) em uma proporção de 3:1:1, como descrito em Afkar et al. (2010). 

O branco deste procedimento constou de uma membrana pré-lavada. Cobre celular e na mucilagem foram 

determinados por ICP-MS (modelo 7800, Agilent Technologies, California, EUA), que possui um limite 

de detecção de 0,00001 μg L-1 (~1,57x10-13 mol L-1), entretanto, os quatro tratamentos com maior 

concentração de cobre tiveram o metal determinado utilizando-se um ICP-OES (iCAP 7000 series, Thermo 
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Scientific, ICP Spectrometer, Alemanha), que possui um limite de detecção de 5,0 μg L-1 (~7,8x10-8 mol L-

1). Foi realizada uma curva de calibração de cobre para cada uma das técnicas antes da determinação das 

amostras. O cobre intracelular foi obtido através da subtração do valor total de cobre celular pelo conteúdo 

de cobre na mucilagem. 

 

3.3. Dinâmica Populacional  

Amostras foram coletadas uma vez por dia para contagem de células, realizada por contagem 

automática no citômetro MUSE (Millipore, Alemanha) para o experimento unialgal e contagem manual 

sob microscópio ótico (Nikon Eclipse E200, Japão) para o experimento de co-cultivo. Também foram 

coletadas amostras diárias para a determinação de fluorescência da clorofila a (mg L-1) in vivo utilizando-

se um fluorímetro (Turner Designs AU-10 Fluorômetro, Trilogy, EUA). Uma curva de calibração foi feita 

considerando-se a clorofila a extraída de uma cultura em crescimento exponencial de Chlorella sorokiniana 

em várias concentrações versus a fluorescência in vivo da clorofila a desta mesma cultura. A extração do 

pigmento seguiu o procedimento descrito em Jeffrey e Humphrey (1975). A curva foi ajustada na sua porção 

linear e a equação da reta foi usada para o cálculo da concentração de clorofila a (mg L-1) a partir da 

fluorescência de cada amostra. 

As taxas de crescimento específico (μ, d-1) foram obtidas como sendo a inclinação de uma regressão 

linear da fase de crescimento exponencial, traçadas como o logaritmo natural da densidade celular (células 

mL-1) versus o tempo experimental (dias) (SILVA et al., 2018). A EC50 foi calculada utilizando a 

interpolação linear das taxas de crescimento (Igor Pro, ver 6.0.5, WaveMetrics Inc, Oregon, EUA). O 

biovolume celular (μm3) foi calculado para cinco concentrações de cobre no experimento unialgal (6x10-9, 

9x10-8, 4,5x10-7, 1x10-6 e 4x10-5 mol L-1 Cu+2 livre) em 72h de crescimento e para ambas as algas em todas 

as condições testadas no experimento de co-cultivo, durante o crescimento exponencial, medindo ao menos 

50 células sob o microscópio ótico (Nikon Eclipse E200, Japão) usando uma câmara de contagem Fuchs-

Rosenthal. As equações utilizadas para determinar o volume específico de cada espécie foram propostas 

por Hillebrand et al. (1999). 

 

3.4. Medidas Fotossintéticas 

A eficiência fotossintética máxima do PSII (Φm) foi obtida diariamente em ambos os experimentos 

utilizando um fluorômetro com pulso de luz de amplitude modulada (Phyto-PAM, Heinz Walz GmbH, 

Alemanha), que aplica um pulso de luz saturante em uma alíquota de 3 mL de células previamente adaptadas 
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ao escuro (20 min). Com 72 h de cultivo, as células em crescimento exponencial foram expostas a pulsos 

de luz actínica de 20 s com a mesma intensidade luminosa utilizada no cultivo, a fim de medir a eficiência 

fotossintética operacional ou efetiva do PSII, Φ’m e as dissipações (quenchings) fotoquímica (qP) e não-

fotoquímica (NPQ), obtidas como descrito por Juneau et al (2002) utilizando as equações 1 e 2 descritas a 

seguir. O co-cultivo de K. obesa e C. sorokiniana teve apenas a Φm determinada. 

(1)          qP = 1 – (Fm’ – Fo’) / (Fm – Fo) 

(2)          NPQ = (Fm – Fm’) / Fm’ 

Os valores Fo e Fm estão relacionados às reações que ocorrem após a aclimatação da alga ao escuro 

enquanto que Fo’e Fm’ relacionam-se com às reações que acontecem após o estimulo luminoso. 

As curvas rápidas de saturação de luz foram obtidas após 72 h de cultivo, submetendo amostras 

adaptadas 20 min no escuro a uma série crescente de valores de PAR (de 0 a 1800 μmol fótons m-2 s-1). O 

intervalo de tempo entre cada pulso luminoso foi de 20 s. Os valores de Φ’m medidos neste protocolo foram 

multiplicados por cada PAR correspondente a fim de se obter a taxa relativa de transporte de elétrons (rETR, 

μmol elétrons m-2 s-1) de acordo com Ralph et al. (2002). Estes resultados foram ajustados como descrito 

em Platt et al. (1980), para que a taxa relativa máxima de transporte de elétrons (rETRmax, μmol elétrons m-

2 s-1) e a eficiência de captura de luz (α, μmol elétrons m-2 s-1/ μmol fótons m-2 s-1) fossem estimadas, com 

as quais foi possível calcular a irradiância de saturação mínima (Ek, μmol fótons m-2 s-1), descritas na 

equação 3. No experimento de co-cultivo, estes parâmetros foram medidos somente nos cultivos unialgais 

de K. obesa e C. sorokiniana. 

(3)              Ek = rETRmax / α        

 

3.5. Determinações de Biomoléculas 

Proteínas e carboidratos totais foram determinados nas células após 72 h de cultivo. Coletou-se de 

cada tratamento do experimento unialgal alíquotas de 50 mL para proteínas totais e de 30 mL para 

carboidratos totais, centrifugando-as em 4400 rpm (3920 g) por 15 min em uma centrifuga refrigerada 

(Thermo Scientific, Sorvall Legend XTR, Alemanha). Em ambas as análises o sobrenadante foi descartado 

e os pellets foram usados nas determinações. Para proteínas, utilizou-se a metodologia descrita por Bradford 

(1976) e a ruptura das células foi realizada de acordo com Rausch (1981). Os carboidratos foram 

determinados de acordo com Albalasmeh et al. (2013). Medidas de absorbância foram realizadas em 315 

nm para carboidratos e em 595 nm para proteínas usando um espectrofotômetro (Macherey-Magel, 

Alemanha). Um padrão de albumina bovina (Sigma Aldrich, EUA) foi usado para produzir a curva de 



 

23 

 

calibração de proteínas e para determinar o conteúdo de carboidratos totais utilizou-se uma curva de 

calibração confeccionada com glicose (Synth, Brasil) como padrão.  

 

3.6. Análise dos resultados 

O experimento unialgal foi realizado sem réplicas, a fim de que todo o esforço amostral pudesse 

ser direcionado para a obtenção de resultados em uma grande amplitude de concentrações. Deste modo, os 

dados obtidos foram analisados através de regressões lineares e não-lineares com intervalos de confiança 

de 95%, inferindo assim a localização da linha de ajuste através dos resultados obtidos o longo do espectro 

de concentrações de cobre para avaliar comportamentos expressos pelos dados (ALPER; GELB, 1990). É 

importante ressaltar que serão apresentados nos resultados apenas os intervalos de confiança e não os 

intervalos de previsão (Fig. 5), que demonstram que 95% das medições estão dentro de sua amplitude. Os 

modelos produzidos usando as regressões não-lineares são muito flexíveis, fornecendo uma inferência 

coesa sobre as tendências observáveis par as variáveis testadas (DENISON et al., 2004). Depois disso, 

gráficos de dispersão de resíduos foram obtidos e os modelos usados para os ajustes de cada regressão 

foram testados para correlação e independência (MACKINNON, 2008; WHITE, 1992). Todos os modelos 

apresentados neste trabalho tiveram análise de resíduos significativa, suportando os ajustes usados.  

 

Figura 5. Exemplo hipotético de regressão contendo os pontos amostrais e seu ajuste estimado. A linha 

tracejada representa o intervalo de confiança e a linha pontilhada mostra o intervalo de previsão. 
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A análise estatística dos resultados de biovolume foi feita através de um teste-t usando o software 

de Assistência Estatística (ver 7.7) para Windows e todos os gráficos foram produzidos no IgorPro 6.0.5 

(WaveMetrics, EUA) ou no software R (R Development Core Team, Áustria). 

No experimento de co-cultivo, realizado com tréplicas, as análises dos resultados foram realizadas 

através do teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e analisados com os testes Tukey e ANOVA com intervalo 

de confiança de 95% para detectar diferenças entre os tratamentos e seus respectivos controles, usando o 

software de Assistência Estatística (ver 7.7) para Windows. Todos os gráficos foram produzidos no IgorPro 

6.0.5 (WaveMetrics, EUA).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Esta secção foi subdividida em duas partes referentes aos dois experimentos realizados. O capítulo 

1 refere-se ao primeiro experimento deste trabalho, no qual K. obesa foi cultivada de modo unialgal em 20 

diferentes concentrações de cobre livre variando de 3x10-9 a 4x10-5 mol L-1. Foram avaliados conteúdo de 

cobre intracelular e na mucilagem, densidade celular, taxas de crescimento, biovolume, parâmetros 

fotossintéticos e carboidratos e proteínas totais.  O capítulo 2 refere-se ao segundo experimento deste 

estudo, no qual foi realizado um cultivo inoculado com K. obesa e C. sorokiniana, ao qual chamamos de 

co-cultivo, além dos cultivos unialgais de ambas as espécies em três diferentes concentrações de cobre 

livre: o controle (6x10-9), 2x10-7 e 1,5x10-6 mol L-1 Cu2+. Em todos os tratamentos foram analisados 

densidade celular, concentração de clorofila a, taxas de crescimento, biovolume e a eficiência quântica 

máxima. Além disso, avaliou-se os parâmetros fotossintéticos relacionados às curvas rápidas de saturação 

de luz das duas culturas unialgais a fim de observar diferenças nos efeitos do cobre sobre as espécies 

testadas. 

 

4.1. CAPÍTULO 1 – Respostas fisiológicas de Kirchneriella obesa exposta a um amplo espectro 

de concentrações de cobre  

 

4.1.1. RESULTADOS 

Cobre intracelular e na capsula mucilaginosa 

Os conteúdos de cobre na mucilagem e no interior da célula variaram com o aumento de Cu2+ livre 

no meio, como mostram as Figuras 4A e 4B. Observa-se um aumento linear de cobre na cápsula 

mucilaginosa até 2x10-6 mol L-1 Cu2+ no meio (Fig. 6A), sendo que após esta concentração um limite de 

saturação da mucilagem parece ser atingido. Diferentemente do que acontece na mucilagem, o cobre 

intracelular mante-se em valores basais e quase constantes até 10-8 mol L-1 Cu2+ livre (Fig. 6B), 

concentrações consideradas ambientalmente relevantes. Acima disso, o aumento de cobre no meio de 

cultura causou um aumento no cobre intracelular até um estágio em que não foi detectado mais incremento. 

Aproximadamente 17 vezes mais cobre no interior das células foi detectado no platô das mais altas 

concentrações de cobre, isto é, acima de 6x10-7 mol L-1 Cu2+ quando comparadas com as células expostas 

aos níveis mais baixos de cobre. A Figura 6C mostra o cobre intracelular em função do cobre na mucilagem. 

Nesta curva, o ponto de inflexão em que o cobre intracelular começa a aumentar coincide com o valor da 

EC50 estimada, correspondendo a ~ 10-7 mol L-1 Cu2+ livre no meio (Fig. 6B). Antes desta inflexão, o cobre 
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é mantido em valores ~ 10-13 a 10-12 mol célula-1 independente da concentração de cobre no meio ou na 

mucilagem (Fig. 6A). 

 

Figura 6. (A) Log do conteúdo de cobre (mol célula-1) na mucilagem (○) e (B) log do cobre (mol célula-1) 

intracelular (●) em função do log [Cu2+] (mol L-1) com intervalos de confiança de 95%; (C) cobre 

intracelular (mol L-1, □) em função do log de cobre na mucilagem (mol L-1) com intervalo de confiança de 

95% (linhas tracejadas). EC50 = 1,25x10-7 mol L-1 (Log -6,903). 



 

27 

 

Efeitos do cobre na dinâmica populacional 

A densidade populacional (células mL-1) e concentração de clorofila a em culturas de K. obesa após 

72 h de crescimento em função da concentração de Cu2+ livre foi determinada. Houve uma tendência de 

decréscimo da densidade populacional com o incremento de cobre no meio de cultura (Fig. 7A). A mesma 

tendência foi observada para clorofila a (μg mL-1), por isso este resultado não foi representado. Como 

consequência dos efeitos do cobre na dinâmica populacional, as taxas de crescimento decaem com o 

aumento das concentrações de cobre (Fig. 7B). Esta tendência de queda nas taxas de crescimento ocorre até 

a concentração de 6x10-6 mol L-1 Cu2+ no meio. Desconsiderando concentrações de Cu menores que 3x10-8 

mol L-1, todos os tratamentos tiveram taxas de crescimento inferiores a 0,3 d-1; a maior concentração de 

cobre registrou a menor taxa de crescimento (~0,04 d-1). Baseado nos valores das taxas de crescimento 

ajustados através de uma regressão linear, foi possível calcular o valor da EC50 (1,25x10-7 mol L-1 Cu2+) 

para Kirchneriella obesa. O biovolume (Fig. 7C) aumentou significativamente (p < 0,05) somente na maior 

concentração de Cu2+ testada (4x10-5 mol L-1), resultando em um volume celular médio quase duas vezes 

maior que os tratamentos expostos a menos de 10-6 mol L-1 íons Cu2+. Fotomicrografias comparando o 

aumento do volume das células de K. obesa em duas concentrções de cobre distintas podem ser vistas na 

Figura 8. 
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Figura 7. (A) Densidade populacional (● Ln células mL-1) e (B) taxas de crescimento (■ d-1) nas 

células de K. obesa após 72 h de crescimento em função do log [Cu2+] (mol L-1) com intervalos 

de confiança de 95% (linhas tracejadas); (C) Biovolume ( ), medido após 72 h de crescimento 

em função do log [Cu2+] (mol L-1). Barras de erro são o desvio padrão da média (n=50). O 

símbolo (*) indica diferença estatística significativa, p < 0,05. Equação linear da taxa de 

crescimento: y = -0,0966x – 0,4599, R2 = 0,9831. EC50 = 1,25x10-7 mol L-1 (Log -6,903). 
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Figura 8. Fotomicrografia de células de Kirchneriella obesa dos tratamentos com (A) 4x10-7 mol L-1 Cu2+ 

e (B) 4x10-5 mol L-1 Cu2+, evidenciando a diferença em volume celular. Fotos tiradas em microscópio 

ótico sob aumento de 40x. 

 

Efeitos do cobre na fotossíntese 

A eficiência fotossintética máxima de todos os tratamentos registrou valores acima de 0,7, ainda 

assim, uma tendência de redução ao longo de toda a amplitude de cobre testada pode ser observada (Fig. 

9A). Este parâmetro foi menos sensível que a eficiência fotossintética efetiva, que foi alta nas concentrações 

de cobre ambientalmente relevantes (até 9x10-8 mol L-1 Cu2+), decaindo abruptamente nos tratamentos com 

cobre livre acima de 10-7 mol L-1 (valores acima da EC50 estimada). Entretanto, foram observadas 

eficiências fotossintéticas efetivas por volta de 0,3 nas concentrações ≥ 10-6 mol L-1 Cu2+ (Fig. 9B). Os 

valores de qP mostram uma tendência de decréscimo linear com o aumento de cobre livre no meio de 

cultura até ~ 6x10-7 mol L-1 Cu2+, depois do qual houve uma estabilização em ~ 0,4 (Fig. 9C), por volta de 

60% inferior ao valor registrado na menor concentração de cobre testada. O NPQ (Fig. 9D) formou dois 

grupos distintos de respostas, sendo opostos ao comportamento observado para as eficiências fotossintéticas 

efetivas. Em concentrações de até 2x10-7 mol L-1 Cu2+, um baixo NPQ foi observado (~ 0,2), mas o segundo 

grupo de tendências de NPQ apresentou valores ≥ 0,9 expostos a 4x10-7 mol L-1 íons Cu2+ e acima.  



 

30 

 

 

Figura 9. (A) Eficiência fotossintética máxima (● Φm), (B) eficiência fotossintética efetiva (○ Φ’m), (C) 

dissipação fotoquímica (■ qP) e (D) dissipação não-fotoquímica (□ NPQ) após 72 h de crescimento de K. 

obesa em função do log [Cu2+] (mol L-1) com intervalos de confiança de 95% (linhas tracejadas). EC50 = 

1,25x10-7 mol L-1 (Log -6,903). 

 

As curvas de saturação de luz e seus parâmetros estão representados na Figura 10. Nota-se que, 

baseado na rETRmax, houve a formação de dois comportamentos (Fig. 10B), o primeiro representado pelas 

cinco menores concentrações de cobre (3x10-9 até 6,5x10-8 mol L-1 Cu2+) e o segundo com menores rETRmax 

começando a partir do tratamento 9x10-8 mol L-1 Cu2+ em diante. Uma tendência similar foi obtida para os 

valores de Ek, sendo maiores nos cinco tratamentos com baixa concentração de cobre e menores nos demais 

tratamentos (Fig. 10C). Opostamente, α (Fig. 10D) aumentou nos tratamentos com concentrações 

intermediárias de cobre em comparação com os extremos do espectro de concentrações testado. 
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Figura 10. (A) Curvas de saturação de luz reportadas como taxa relativa de transporte de elétrons em 

função dos valores de PAR (radiação fotossinteticamente ativa) após 72 h de crescimento de K. obesa 

para todos os tratamentos experimentais. Símbolos aplicados para cada concentração de cobre livre em 

mol L-1: ○ 3x10-9, ● 6x10-9, □ 1x10-8, ■ 3x10-8, ∆ 6,5x10-8, ▲ 9x10-8,  2x10-7, ▼ 2,5x10-7,  4x10-7,◄ 

4,5x10-7,  5x10-7, ► 6x10-7,◊ 6,5x10-7,♦ 9x10-7,+ 1x10-6,  1,5x10-6,  2x10-6,  4x10-6,  6x10-6,           

 4x10-5. (B) Taxa relativa máxima de transporte de elétrons (♦ rETRmax), (C) irradiância saturante 

mínima (□ Ek) e (D) eficiência de captura de luz (● α) em função do log [Cu2+] (mol L-1) com intervalos 

de confiança de 95% (linhas tracejadas). EC50 = 1,25x10-7 mol L-1 (Log -6,903). 

 

Efeitos do cobre nas biomoléculas 

A Figura 11 mostra os resultados obtidos para biomoléculas. Tendências distintas foram observadas 

para carboidratos (Fig. 11A) e proteínas (Fig. 11B). Enquanto os carboidratos totais permaneceram 

praticamente constantes até a concentração de 4x10-7 mol L-1 Cu2+ livre, proteínas totais aumentaram 

gradativamente ao longo da amplitude testada. 
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Figura 11. (A) Conteúdo de carboidratos totais (● pg cel-1) e (B) proteínas totais (○ pg cel-1) medidos 

após 72 h de crescimento de K. obesa em função do log [Cu2+] (mol L-1) com intervalos de confiança de 

95% (linhas tracejadas). EC50 = 1,25x10-7 mol L-1 (Log -6,903). 

 

4.1.2. DISCUSSÃO 

Cobre intracelular e na mucilagem 

O maior conteúdo de cobre na mucilagem em comparação ao nível intracelular com o aumento de 

íons Cu2+ no meio de cultura (em média 7 vezes maior) mostra a importância da cápsula mucilaginosa como 

uma barreira e um reservatório deste metal. A capacidade de exopolissacarídeos de microalgas 

complexarem metais como o cobre já foi previamente estudada. Lombardi e Vieira (2000) e Lombardi et 

al. (2005) mostraram que os exopolissacarídeos de microalgas podem agir como agentes complexantes de 

cobre, em intensidades baixa ou alta variando de acordo com a fase de crescimento em culturas em batelada 

e também com a espécie testada. Lombardi et al. (2002) detectou 5 vezes mais cobre na mucilagem de 

Kirchneriella aperta do que no interior das células expostas a 10-6 mol L-1 cobre livre. De modo similar à 
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K. aperta (Lombardi et al., 2002), K. obesa foi capaz de manter o cobre intracelular em níveis basais até a 

concentração de 2,5x10-7 mol L-1, possivelmente utilizando-se de características fisiológicas, contudo, em 

concentrações de Cu2+ acima desta, a célula perdeu sua habilidade de expulsar os íons de cobre e o metal 

entrou na célula de maneira proporcional ao seu aumento no meio externo. Tien (2002) analisou a 

capacidade de remoção de metais de quatro espécies de microalgas de água doce com diferentes 

características de superfícies celulares. O autor utilizou uma amplitude de cobre nominal que variou de 

6x10-6 até 6x10-3 mol L-1 (ressaltando que havia a presença de ligantes sintéticos no meio de cultura) e 

observou que Oscillatoria limnetica possuía a maior habilidade de se ligar ao cobre, o que ocorria devido 

a composição de sua mucilagem, apresentando afinidade pelos íons Cu2+. De maneira similar, porém 

utilizando concentrações inferiores de metal, Knauer et al. (1997) investigou a adsorção de cobre na 

superfície de Scenedesmus subspicatus e notou que a ligação do metal com a parede celular preveniu sua 

internalização. Nos resultados apresentados a mucilagem reteve os íons de cobre até a saturação de seus 

sítios de ligação, após o qual a internalização do cobre ocorreu aparentemente sem controle, causando 

efeitos tóxicos e danos ao maquinário celular. Reynolds (2007) discute possíveis vantagens da cobertura de 

mucilagem em microalgas e cianobactérias, listando a flutuação, sequestro de nutrientes e defesa contra 

metais e processos oxidativos como principais. De acordo com o autor, a mucilagem cria um microambiente 

com um gradiente de difusão que contribui para a sobrevivência da célula seja em ambientes com alto índice 

de O2 ou com altas concentrações de metais.  

 

Efeitos do cobre na dinâmica populacional 

O decréscimo linear das taxas de crescimento em função dos íons de cobre livre presentes no meio 

de cultivo está de acordo com o relatado na literatura e fortalece o entendimento de que a divisão celular é 

afetada pelo cobre. Angel et al. (2017) observou uma inibição linear nas taxas de crescimento de 

Pseudokirchneriella subcapitata ao longo de um espectro restrito de concentrações de cobre nominais, 

variando de 1,57x10-7 até 6,29x10-7 mol L-1 em um meio de cultura sem ligantes sintéticos. Similar ao nosso 

estudo, porém em uma pequena amplitude de cobre livre (6,3x10-7 até 3,1x10-6 mol L-1 Cu2+) com seis 

diferentes concentrações incluindo o controle, Perales-Vela et al. (2007) mostraram que todos os parâmetros 

relacionados a dinâmica populacional em culturas de Scenedesmus incrassatulus decaem com o aumento 

do cobre. De modo parecido, Afkar et al. (2010) obteve um decréscimo nas taxas de crescimento quando 

investigou Chlorella vulgaris exposta a íons de cobre em níveis de até 10-6 mol L-1 em um meio contendo 

EDTA. Jiang et al. (2001) observou que o cobre possui a capacidade de afetar a morfologia dos 

cromossomos e o ciclo de divisão celular. Adicionalmente, Pinto et al. (2003) mostrou que este metal causa 

danos oxidativos nas células, aumentando a produção de ROS (espécies reativas de oxigênio). De modo 
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geral, estes efeitos múltiplos induzidos pelo cobre podem causar falhas de vários aspectos do metabolismo, 

reduzindo a divisão celular e a concentração de clorofila a, levando a um decréscimo das taxas de 

crescimento. Assim como em Perales-Vela et al. (2007), foi observado neste estudo que a dinâmica de 

crescimento populacional é sensível o suficiente para exibir prontamente os efeitos negativos do cobre em 

K. obesa. 

O valor de EC50 obtido para K. obesa é cerca de 100 vezes maior que o estimado para K. aperta 

reportado em Lombardi et al. (2002). Os autores estimaram um valor ~ 10-9 mol L-1 Cu2+ livre, enquanto 

que para K. obesa a EC50 foi de 1,25x10-7 mol L-1 Cu2+. Isto mostra que a sensibilidade ao cobre varia 

mesmo entre espécies com um íntimo grau de parentesco. Na literatura, outras espécies consideradas 

sensíveis tiveram uma EC50 na casa de 10-9 mol L-1 cobre nominal (Minutocellus polymorphus em meio 

F/2 com EDTA; LEVY et al., 2007). Scenedesmus obliquus, Closterium lumula e Chlorella pyrenoidosa 

foram descritas como espécies resistentes, com EC50 baseada em cobre total estimada em torno de 10-6 mol 

L-1 em meio de cultura sem EDTA (YAN; PAN, 2002). 

 

Efeito do cobre no volume celular 

A alteração em biovolume observada pode ser decorrente da incapacidade da célula em se dividir, 

causada pelo cobre, porém ainda se manter metabolicamente ativa. Este efeito já foi observado tanto com 

cobre quanto com outros metais de transição em diversas espécies microalgais (FRANKLIN et al., 2002; 

WILDE et al., 2006). Machado e Soares (2014) analisaram os efeitos de Cu, Cd, Cr e Zn na progressão do 

ciclo celular de Pseudokirchneriella subcapitata, observando um aumento no volume celular. Echeveste et 

al. (2017) mostraram aumento no volume das células de Chlorolobium braunii expostas à íons de cobre e 

discutem que tal alteração pode ter sido causada pela diminuição da taxa de divisão celular. Isto ocasiona 

um efeito vantajoso de redução na absorção de metais devido a uma baixa razão superfície-volume em 

comparação com células menores, como aquelas crescendo em menores concentrações de cobre, o que 

diminuiria a captação de metal pelas células com maior biovolume, possivelmente reduzindo a toxicidade 

deste metal. Confirmando esta hipótese, a figura 6B mostra que o cobre intracelular na maior concentração 

de cobre testada é similar àquela dos tratamentos com menos cobre, o que pode ser interpretado como uma 

possível diminuição da captação mediada pela redução da razão superfície-volume.  A mesma observação 

foi feita por Silva et al. (2018), investigando a fisiologia da microalga de água doce Scenedesmus 

quadricauda exposta a íons de cobre livre entre 6x10-8 mol L-1 e 2,5x10-4 mol L-1, reportando um aumento 

no volume celular com o incremento da concentração de cobre no meio. Nossos resultados e a literatura 

sugerem que este aumento em biovolume observado em células estressadas por cobre pode ocorrer devido 
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a uma redução das taxas de divisão celular, o que altera a morfologia e, como comentado por Echeveste et 

al (2017), reduz a razão superfície-volume.  

Efeito do cobre na fotossíntese 

    A aparente falta de efeitos perceptíveis no rendimento fotossintético máximo aliado ao decréscimo 

no rendimento efetivo que ocorreu em torno do valor da EC50 (1,25x10-7 mol L-1 Cu2+ livre) e acima, 

demonstra que o parâmetro do rendimento máximo não é tao sensível ao cobre quanto os efeitos observados 

na dinâmica de crescimento populacional, como visto através da taxa de crescimento. Baumann et al. (2009) 

reportou diferenças na sensibilidade ao cobre de sete espécies de macroalgas marinhas expostas a quatro 

concentrações de cobre (0, 1x10-7, 1x10-6 e 1x10-5 mol L-1 Cu2+ íons). A eficiência fotossintética máxima 

só foi significativamente reduzida em duas espécies e no tratamento com maior teor de cobre, indicando 

que este parâmetro não é sensível como a eficiência fotossintética efetiva ou operacional, como também 

observado no presente estudo. Jiang et al. (2016) mostrou uma diminuição na eficiência operacional de 

Chlamydomonas reinhardtii exposta a 2,5x10-4 mol L-1 cobre nominal em um meio de cultura com ligantes. 

A Φ’m menor que 0,2 encontrada pelos autores é similar aos baixos valores encontrados neste estudo para 

K. obesa quando exposta a teores de 10-6 mol L-1 cobre livre ou mais.  

Foi observado uma redução linear nos valores de qP para K. obesa conforme a concentração de 

cobre aumentava no meio de cultivo até por volta de 10-6 mol L-1 de cobre livre. Contudo, acima desta 

concentração, qP se manteve em torno de ~ 0,3, um valor considerado baixo. De modo similar, Chen et al. 

(2016), Jiang et al. (2016) e Mallick e Mohn (2003) reportaram comportamentos semelhantes em Chlorella 

culgaris, Chlamydomonas reinhardtii e em Scenedesmus obliquus expostas ao cobre. Estes autores 

atribuem o decréscimo na dissipação fotoquímica a uma maior proporção de centros de reação inativos 

devido ao stress causado pelo cobre, alterando a eficiência na transferência de energia entre o complexo 

antena e os centros de reação do PSII. Também é discutido na literatura os efeitos específicos dos íons de 

cobre sobre a molécula de plastoquinona, reduzindo a transferência de elétrons entre o PSII e o PSI 

(FALKOWISK; RAVEN, 2007; MALLICK; MOHN, 2003). A energia luminosa que não foi utilizada na 

fotossíntese foi dissipada em outras formas, especialmente calor, medida pelo NPQ (LOMBARDI; 

MALDONADO, 2011). Comparando qP e NPQ, observamos que enquanto qP sofre uma queda linear até 

um determinado valor, NPQ não aumentou simultaneamente. Ao invés disso, a dissipação não-fotoquímica 

permaneceu constante e baixa (~0,2) mesmo com o aumento do qP. É provável que o ciclo da xantofila 

começou a funcionar quando o qP ficou menor que 0,5, causando o aumento repentino de NPQ que, após 

isto, permaneceu elevado e constante (~1,0). Assim como observado para K. obesa, muitas outras espécies 

de microalgas de água doce apresentam um aumento de NPQ quando expostas à íons de cobre entre as 

concentrações de 1x10-7 e 1x10-4 mol L-1, sofrendo uma concomitante redução do qP, uma situação na qual 
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o NPQ funciona como um mecanismo de autoproteção contra a fotoinibição (DEWEZ et al., 2005; 

ECHEVESTE et al., 2017; JIANG et al., 2016; PERALES-VELA et al., 2007). Acreditamos que, para K. 

obesa, o NPQ não funcionou diretamente como um mecanismo de prevenção da fotoinibição, uma vez que 

qP e o rendimento quântico efetivo estavam praticamente irresponsíveis após os efeitos tóxicos mediados 

pelo cobre nas reações de luz. Ao invés disso, NPQ possivelmente auxiliou às células debilitadas das 

maiores concentrações de cobre testadas a apenas sobreviver, sendo incapaz de reverter os danos causados 

pelo metal aos aparatos fotossintéticos.   

Os efeitos do cobre sobre a fisiologia de K. obesa foram mais profundamente rastreados através 

das curvas rápidas de luz (RLC’s), as quais os parâmetros concordaram com os rendimentos quânticos e os 

decaimentos (qP e NPQ). A diminuição da rETRmax e do Ek e seus menores valores coincidem com a queda 

do qP e o aumento do NPQ. A redução destes parâmetros pode indicar que este metal estava afetando as 

reações escuras da fotossíntese mais do que as reações da fase de luz, como proposto por Yentsch e Lee 

(1966) na interpretação deles das curvas de luz. Entretanto, a flutuação na capacidade de captação de luz 

() com os seus maiores valores sendo registrados entre 10-7 e 10-6 mol L-1 Cu2+, sugere que as reações de 

luz foram enfraquecidas e afetadas tanto por concentrações muito baixas quanto por concentrações muito 

elevadas de cobre.  

Wu et al. (2007) mostrou que a RLC de Microcystis aeruginosa expostas a 3,9x10-6 mol L-1 cobre 

nominal (meio BG-11 com ligantes sintéticos) resultou em rETR mais baixas e fotoinibição com o aumento 

dos valores de PAR. Os autores argumentaram que os efeitos do cobre observados nas curvas rápidas de 

luz se relacionam a danos causados por espécies reativas de oxigênio (ROS) agindo no PSII. É comum na 

literatura a correlação entre concentrações de cobre e produção de ROS, que causam danos celulares severos 

(JAMERS et al., 2013; PINTO et al., 2003). Contudo, o cobre também causa impactos negativos diretos na 

performance geral do aparato fotossintético, afetando moléculas importantes como a proteína plastocianina 

(KNAUERT; KNAUER, 2008; MOHANTY et al., 1989; SAKSUANG et al., 1997). Deste modo, o cobre 

causa um decréscimo na rETRmax e nos valores de Ek, sendo tal efeito observado neste estudo com K. obesa 

e também em outras microalgas como a C. vulgaris e S. incrassatulus (CHEN et al., 2016; PERALES-

VELA et al., 2007).  

 

Efeitos do cobre nas biomoléculas 

O aumento observado tanto em carboidratos quanto em proteínas é um indicativo de que o cobre 

afeta a fisiologia de K. obesa. Carboidratos são uma forma de material de reserva que pode ser estocada em 

situações especificas, tais quais a carência de nitrogênio ou fósforo, aumento das intensidades luminosas 
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ou induzido por metais, sendo posteriormente utilizados pelas células para produzir energia ou sendo 

excretados ao meio (MARKOU et al., 2012). De acordo com Tripathi e Gaur (2006), que obtiveram um 

aumento na produção de carboidratos em Scenedesmus sp. exposta a duas concentrações de cobre nominal 

(2,5x10-6 e 1x10-5 mol L-1) em meio de cultivo BG-11 com EDTA, esta biomolécula é o principal substrato 

respiratório das microalgas, sendo prontamente acumulada em condições de stress. Resultados similares 

foram obtidos por Pistocchi et al. (1997) e Wu e Lorenzen (1984) em outras espécies de algas expostas ao 

cobre. Pistocchi et al. (1997) observou que Gymnodinium sp. produz mais carboidratos totais quando 

exposta a 10-6 mol L-1 íons Cu2+ em comparação com o controle. De fato, como mostrado na figura 6, a 

cápsula mucilaginosa de K. obesa complexou mais cobre em elevadas concentrações de cobre (acima de 

10-7 mol L-1), nas quais também foram registrados os maiores conteúdos de carboidratos totais (Fig. 11). Os 

autores daquele trabalho concluíram que a excreção de carboidratos para o meio extracelular resultou em 

uma redução na biodisponibilidade de cobre, e consequentemente uma menor toxicidade foi observada. Wu 

e Lorenzen (1984) reportaram um acumulo de carboidratos em células de Chlorella fusca expostas a 10-4 

mol L-1 de cobre total em meio Kuhl com EDTA, quando comparada com o respectivo controle. Os autores 

atribuíram este aumento em carboidratos a um distúrbio generalizado do metabolismo celular causado pelo 

cobre, aliado a inibição da evolução de O2 ao longo do ciclo claro/escuro, causando efeitos prejudiciais no 

consumo celular normal de carboidratos. Mais recentemente, Silva et al. (2018) investigou o acumulo de 

biomoléculas (lipídeos, carboidratos e proteínas totais em S. quadricauda exposta ao cobre e obteve o maior 

acumulo de carboidratos (~3,5x10-10 g célula-1) em 10-6 mol L-1 cobre livre. Em comum, a literatura sugere 

que o acumulo de carboidratos em células estressadas por metais pode ocorrer devido a formação de 

reservas energéticas intracelulares ou como moléculas ligantes de cobre extracelulares sendo que, em 

ambos os casos, os carboidratos agem na mitigação dos efeitos danosos causados pela concentração 

excessiva de íons Cu2+.   

O acumulo de proteínas obtido para K. obesa ao longo do gradiente de aumento de cobre pode ser 

relacionado com proteínas de desintoxicação de metais, uma vez que este aumento ocorreu de maneira 

oposta às taxas de crescimento. Logicamente, se tal acúmulo protéico se relacionasse majoritariamente a 

proteínas estruturais, a tendência seria um decréscimo no conteúdo de proteínas totais com o aumento do 

cobre, acompanhando a taxa de crescimento, mas foi observado o oposto. Tripathi et al. (2006) detectou 

um aumento no conteúdo proteico relacionado a defesas antioxidantes em Scenedesmus sp. exposta a 

2,5x10-6 e 10-5 mol L-1 cobre nominal em meio BG-11 com EDTA. Exposições de longa duração (7 dias) 

na maior concentração de cobre testada por eles resultou em um aumento de 3 vezes na concentração de 

superóxido desmutase (SOD). As metalotioneínas, proteínas especificas ligantes de metais que ocorrem em 

vertebrados, plantas e algas, podem ter sua síntese estimulada por altas concentrações de Cd, Zn, Cu, Hg e 

Ag, agindo na desintoxicação celular (COBBETT; GOLDSBROUGH, 2002). Morris et al. (1999) foi o 
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primeiro a descrever uma metalotioneína sendo produzido por uma alga em resposta ao cobre, sendo esta a 

macroalga marinha Fucus vesiculosus. Similar ao observado neste estudo, Sabatini et al. (2009) observou 

que Scenedesmus vacuolatus produziu quase quatro vezes mais proteínas quando exposta a 10-4 mol L-1 

cobre total, uma concentração de cobre muito elevada, porém o meio de cultura utilizado pelos autores 

continha ligantes. Eles atribuíram o aumento em proteínas a um mecanismo de proteção que induziu a 

síntese de enzimas de desintoxicação e moléculas complexantes de metais. Silva et al. (2018) obteve um 

aumento no teor de proteínas de S. quadricauda exposta ao cobre, com o maior conteúdo de proteínas sendo 

registrado em células cultivadas em 10-6 mol L-1 cobre livre. O acúmulo de proteínas em células de K. obesa 

expostas a concentrações de cobre livre acima dos níveis ambientais (>10-7 mol L-1) pode ser relacionado 

com um mecanismo de proteção e listado como uma das respostas exibidas por esta espécie de microalga 

para reduzir o efeito da toxicidade do cobre. 

 

4.1.3. CONCLUSÃO 

Kirchneriella obesa foi afetada pelo cobre em cultivos unialgais mesmo em concentrações 

encontradas em ambientes naturais, exibindo um decréscimo no número de células e nas taxas de 

crescimento, o que reforça a preocupação com os efeitos causados pelo aumento contínuo dos níveis de 

cobre nos ecossistemas aquáticos. Adicionalmente, foi verificado que a cápsula mucilaginosa de K. obesa 

desempenha um papel fundamental na proteção contra a toxicidade do cobre, agindo como um agente 

complexante de metais que previne a internalização do cobre. O biovolume não foi alterado em 

concentrações ambientais, mais aumentou significativamente na maior concentração testada. Em níveis 

não-ambientais (~10-7 mol L-1 Cu2+ e superior), acima da EC50 estimada para esta microalga, os parâmetros 

fotossintéticos, bem como a produção de biomoléculas, mostrou sinais de alterações, com a redução da 

eficiência fotossintética operacional, da dissipação fotoquímica, da rETRmax e do Ek, contrastando com um 

aumento na dissipação não-fotoquímica e com o acúmulo de proteínas e carboidratos. Estas modificações 

são as respostas induzidas por cobre apresentadas por K. obesa exposta a um amplo espectro de 

concentrações, mostrando que mesmo níveis considerados ambientalmente relevantes podem afetar 

produtores primários e representar riscos ecológicos para a composição e diversidade do fitoplâncton. 
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4.2. CAPÍTULO 2 – Efeitos do cobre em co-cultivo de Chlorella sorokiniana e Kirchneriella 

obesa  

 

4.2.1. RESULTADOS 

Efeitos do cobre na dinâmica populacional de C. sorokiniana e K. obesa em co-cultivo 

A densidade populacional (células mL-1) de C. sorokiniana e K. obesa no co-cultivo e em seus 

respectivos cultivos unialgais em função dos seis dias de crescimento (Fig. 12) mostrou que C. sorokiniana 

atingiu maior densidade populacional na cultura unialgal controle (6x10-9 mol L-1 Cu2+). Nos outros dois 

tratamentos de cobre, as maiores densidades celulares desta microalga também foram observadas nos 

cultivos unialgais. O oposto foi observado para K. obesa, que atingiu a maior densidade populacional no 

co-cultivo controle. Em 2x10-7 e 1,5x10-6 mol L-1 de cobre livre foi observado mais células de K. obesa nos 

co-cultivos, em comparação com as culturas unialgais expostas à estas mesmas concentrações de cobre. De 

modo geral, para ambas as espécies, o incremento de cobre reduziu o número de células, seja no co-cultivo 

ou nos crescimentos isolados.   
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Figura 12. Densidade populacional (Ln células mL-1) de (A) C. sorokiniana (em cultivo unialgal, linhas 

contínuas: ○ controle, ◊ 2x10-7 e  1,5x10-6; em co-cultivo, linhas tracejadas: ● controle, ♦ 2x10-7 e  

1,5x10-6) e de (B) K. obesa (em cultivo unialgal, linhas contínuas: □ controle, ∆ 2x10-7,  1,5x10-6; em 

co-cultivo, linhas tracejadas: ■ controle,▲ 2x10-7 e ▼ 1,5x10-6) em função dos dias de experimento com 

desvios padrão representados nas barras. 

 

A Figura 13 mostra a concentração média de cobre livre por célula em cada tratamento. Nota-se 

que o co-cultivo, por conter mais células, possuía menor exposição potencial ao cobre por célula. Tanto o 

tratamento de 2x10-7 quanto o 1,5x10-6 mol L-1 de Cu2+ tiveram diferenças significativas em relação ao 

controle. 
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Figura 13. Concentração de cobre livre por células de C. sorokiniana (colunas pretas), de K. obesa 

(colunas brancas) e do co-cultivo (colunas cinzas) em função das três concentrações de cobre testadas. 

Barras de erro representam o desvio padrão da média (n=3). O símbolo (*) indica diferença estatística 

significativa (p < 0,05) em relação ao controle. 

 

Observa-se na Figura 14 uma tendência de decréscimo da concentração de clorofila a (μg mL-1) 

com o incremento de cobre no meio de cultura. O maior teor de clorofila a foi obtido no cultivo unialgal de 

C. sorokiniana controle, enquanto que todos os tratamentos (tanto unialgais quanto em co-cultivo) expostos 

a 1,5x10-6 mol L-1 Cu2+ obtiveram concentrações de clorofila a menores que 0,1 μg mL-1. 
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Figura 14. Clorofila a (μg mL-1) em culturas unialgais de (A) C. sorokiniana (○ controle, ◊ 2x10-7,  

1,5x10-6), de (B) K. obesa (□ controle, ∆ 2x10-7,  1,5x10-6) e do (C) co-cultivo (● controle, ♦ 2x10-7, e  

1,5x10-6) em função dos dias de experimento com desvios padrão. 

 

O cobre afetou as taxas de crescimento de ambas as populações de microalgas testadas, causando 

uma redução mais intensa nas taxas de crescimento dos cultivos unialgais (Fig. 15A). Enquanto que nos 

co-cultivos a concentração de 2x10-7 mol L-1 Cu2+ não provocou reduções significativas (p > 0,05), nas 

culturas unialgais houve redução de 55% e de 65% das taxas de crescimento de C. sorokiniana e K. obesa 
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em relação ao controle unialgal. Já na maior concentração de cobre testada (1,5x10-6 mol L-1 Cu2+) todos os 

tratamentos registraram decréscimos significativos nas taxas de crescimento: 95% e 90% de redução para 

C. sorokiniana em cultura unialgal e no co-cultivo e redução de 80% e ~60% para K. obesa. O biovolume 

(Fig. 15B) aumentou significativamente (p < 0,05) na maior concentração de Cu2+ testada tanto nos cultivos 

unialgais como nos co-cultivos (aumento de ~3 vezes em C. sorokiniana e de ~30% em K. obesa). Um 

aumento significativo do biovolume também foi detectado nas células de C. sorokiniana expostas a 2x10-7 

mol L-1 de cobre. 

 

Figura 15. (A) Taxas de crescimento (d-1) das células de C. sorokiniana (em cultivo unialgal: colunas 

pretas; em co-cultivo: colunas cinzas) e de K. obesa (em cultivo unialgal: colunas brancas; em co-cultivo: 

colunas hachuradas) para as concentrações de cobre testadas. (B) Biovolume (μm3) das células de C. 

sorokiniana (em cultivo unialgal ○; em co-cultivo: ●) e de K. obesa (em cultivo unialgal □; em co-

cultivo: ■), medido após 72 h de crescimento em função das três concentrações de cobre testadas com 

desvio padrão. Em ambos, o símbolo (*) indica diferença estatística significativa (p < 0,05) em relação ao 

controle e barras de erro representam o desvio padrão da média (n=3). 
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Efeitos do cobre no rendimento fotossintético máximo de C. sorokiniana e K. obesa em co-cultivo 

A eficiência fotossintética máxima de todos os tratamentos do cultivo unialgal de K. obesa 

registraram valores acima de 0,65 e somente no cultivo unialgal de C. sorokiniana exposto a 1,5x10-6 mol 

L-1 cobre livre houve diminuição significativa para valores menores que 0,6 (Fig. 16). Em relação aos co-

cultivos, o controle e a concentração de 2x10-7 mol L-1 Cu2+ apresentaram uma leve queda nos valores de 

eficiência fotossintética máxima ao longo do experimento, ainda assim mantendo-se acima de 0,6. A maior 

concentração de cobre testada causou redução significativa da Φm do co-cultivo, registrando valores 

similares aos encontrados no cultivo individual de C. sorokiniana (< 0,6). 
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Figura 16. Eficiência fotossintética máxima (Φm) de (A) C. sorokiniana (○ controle, ◊ 2x10-7,  1,5x10-

6), de (B) K. obesa (□ controle, ∆ 2x10-7,  1,5x10-6) e do (C) co-cultivo (● controle, ♦ 2x10-7, e  

1,5x10-6) em função do tempo experimental (dias). Barras de erro representam o desvio padrão da média 

(n=3). 
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Efeitos do cobre nos parâmetros fotossintéticos de C. sorokiniana e K. obesa 

A eficiências quânticas efetivas de ambas as microalgas registraram valores significativamente 

menores (p < 0,05) que 0,3 na concentração mais alta de cobre (1,5x10-6 mol L-1) (Fig. 17A). Os valores de 

decaimento fotoquímica (qP) sofreram reduções de ~ 40% em relação aos controles de ambas as microalgas 

na concentração 2x10-7 mol L-1 de cobre e reduzindo em 93% em C. sorokiniana e 71% em K. obesa 

expostas a 1,5x10-6 mol L-1 Cu2+ (Fig. 17B). O decaimento não fotoquímico (NPQ) aumentou 

significativamente em relação ao controle para todas as concentrações de cobre em C. sorokiniana (5x em 

2x10-7 mol L-1 e cerca de 14x em 1,5x10-6 mol L-1 Cu2+), mas para K. obesa somente houve aumento 

expressivo de NPQ na maior concentração de cobre.  

 

Figura 17. (A) Eficiência quântica efetiva (Φ’m) de C. sorokiniana (○) e K. obesa (□). (B) Dissipação 

fotoquímica (qP) e dissipação não-fotoquímica (NPQ) de C. sorokiniana (qP: colunas pretas; NPQ: 

colunas cinzas) e de K. obesa (qP: colunas brancas; NPQ: colunas hachuradas). Valores obtidos após 72 h 

de exposição ao cobre. Em ambos, o símbolo (*) indica diferença estatística significativa (p < 0,05) em 

relação ao controle. Barras de erro representam o desvio padrão da média (n=3). 
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 As curvas rápidas de saturação de luz (RLC) representadas na Figura 18A mostram que houve 

variação nas respostas das células conforme o tratamento, tendo-se respostas diferentes para as diferentes 

espécies. Para a espécie C. sorokiniana, houve redução expressiva da rETRmax (Fig. 18B) na maior 

concentração de cobre testada, tendência que também se observa no parâmetro Ek (Fig. 18C). Entretanto, 

para K. obesa houve redução significativa de rETRmax e Ek (p < 0,05) em todos os tratamentos sem variação 

nos valores de α (Fig. 18D), que mantiveram-se em ~ 0,7 em todas as concentrações de cobre. Esta mesma 

tendência foi obtida para C. sorokiniana no controle e na concentração de 2x10-7 mol L-1 (α > 0,5), porém 

uma queda significativa no valor de α (0,3) foi obtido na maior concentração de cobre (1,5x10-6 mol L-1). 

 

Figura 18. (A) Curvas rápidas de saturação de luz reportadas como taxa relativa de transporte de elétrons 

em função dos valores de radiação fotossinteticamente ativa (PAR) após 72 h de crescimento de C. 

sorokiniana (linhas contínuas: ○ controle, ◊ 2x10-7,  1,5x10-6) e de K. obesa (linhas tracejadas: □ 

controle, ∆ 2x10-7,  1,5x10-6). Parâmetros da curva de luz: (B) Taxa relativa máxima de transporte de 

elétrons (rETRmax) para C. sorokiniana (barras pretas) e K. obesa (barras brancas), (C) irradiância 

saturante mínima (Ek) para C. sorokiniana (barras pretas) e K. obesa (barras brancas) e (D) eficiência de 

captura de luz (α) para C. sorokiniana (barras pretas) e K. obesa (barras brancas) nas concentrações de 

cobre. Barras de erro representam o desvio padrão da média (n=3). Em todos, o símbolo (*) indica 

diferença estatística significativa (p < 0,05) em relação ao controle.  
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4.2.2. DISCUSSÃO 

Efeitos do cobre nas dinâmicas populacionais de C. sorokiniana e K. obesa em co-cultivo 

Nas condições de crescimento controle, com baixa concentração de cobre (6x10-9 mol L-1 Cu2+) as 

espécies de microalgas testadas apresentaram comportamentos de crescimento distintos. Enquanto 

Chlorella sorokininana se beneficiou da condição unialgal, apresentando mais células, mais clorofila a e 

registrando a sua maior taxa de crescimento, Kirchneriella obesa foi estimulada pelo co-cultivo, produzindo 

mais células com uma taxa de crescimento um pouco maior que aquela observada em seu crescimento 

unialgal. É mais comum observar a limitação de crescimento em co-cultivos, uma vez que se acredita que 

haja a competição por nutrientes e luz entre as diferentes espécies (FERGOLA et al., 2007; NAN et al., 

2004). Como o meio de cultura utilizado, o BG-11, é considerado um meio rico em nutrientes, espera-se 

que não tenha ocorrido limitação nutricional no curto período experimental testado. Um outro fator 

discutido na literatura é a produção de agentes alelopáticos que inibem o crescimento de algumas espécies 

de micro-organismos, de acordo com sensibilidades especificas (CHIANG et al., 2004; ZHAO et al., 2014). 

O gênero Chlorella é conhecido pela produção de clorelina, particularmente a espécie C. vulgaris (PRATT 

et al., 1944; DELLAGRECA et al., 2010). No entanto, a espécie C. sorokiniana ainda não foi descrita como 

produtora de clorelina. Caso ela tenha produzido e liberado os ácidos graxos responsáveis pelos efeitos 

alelopáticos descritos na literatura, estes não afetaram K. obesa. Isto pode estar ligado a diversos fatores: 

diferenças em atividades metabólicas, tamanho celular distinto, presença de cápsula mucilaginosa em K. 

obesa e grande disparidade nas taxas de crescimento destas espécies. Esta tendência de estimulo de uma 

espécie em co-cultivos foi observada por DellaGreca et al. (2010). Os autores observaram que tanto 

Pseudokirchneriella subcapitata quanto C. vulgaris são estimuladas por baixas concentrações de clorelina 

e de ácidos graxos livres (< 3,2 mg L-1) obtidas através da filtração de meio de cultura do co-cultivo destas 

espécies. Contudo, em altas concentrações de clorelina (> 26 mg L-1), ambas as espécies são afetadas, sendo 

P. subcapitata extremamente sensível. Microalgas em co-cultivos são capazes de alterar o metabolismo e 

a síntese de biomoléculas uma das outras através de substâncias liberadas no meio extracelular ao longo do 

tempo, causando tanto efeitos inibitórios quanto de estimulo, dependendo da concentração de biocompostos 

liberados no meio e da sensibilidade espécie-especifica (DUNKER et al., 2013; MAGDOULI et al., 2016; 

ONCEL et al., 2011). 

Com a adição de um fator de estresse, o aumento do cobre no meio de cultivo, as relações 

interespecíficas de C. sorokiniana e K. obesa foram refletidas em seus parâmetros de crescimento.  Em 

2x10-7 mol L-1 de cobre livre ambas as espécies em co-cultivo não registraram queda nas taxas de 

crescimento em relação ao controle, obtendo valores maiores que aqueles observados nos cultivos unialgais 

expostos a esta mesma concentração de cobre. Os biovolumes nesta concentração também não tiveram um 
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grande incremento. Muitos trabalhos discutem os efeitos da ausência de ferro em co-cultivos, mostrando 

que a presença de bactérias produtoras de sideróforos, compostos quelantes de ferro com alta afinidade, 

contribui para a sobrevivência e estimula o crescimento de microalgas (KEAN et al., 2015; 

KESHTACHER-LIEBSO et al., 1995; RAJAPITAMAHUNI et al., 2018). Ainda assim, existe uma 

escassez de trabalhos na literatura discutindo o efeito de outros metais em co-cultivos. Contudo, outros 

agentes estressores foram testados, como a limitação de luz e de nutrientes. Barreiro e Hairston (2013) 

observaram que um filtrado sem células do meio de cultivo de Chlamydomonas reinhardtii combinado com 

outros fatores de estresse (limitação de fósforo, nitrogênio e redução da intensidade luminosa) é capaz de 

inibir o crescimento de diversos micro-organismos, tais como Microcystis aeruginosa, Ochromonas danica 

e Cryptomonas ozolinii. Assim, os autores concluem que a limitação nutricional e de luz agrava os efeitos 

alelopáticos causados por C. reinhardtii. Resultados similares foram descritos por Antunes et al. (2012), ao 

testar o efeito de Cylindrospermopsis raciborskii (produtora de cylindrospermopsina) sob Ankistrodesmus 

falcatus. Os efeitos alelopáticos observados em A. falcatus, como redução do volume celular e da taxa de 

crescimento, estão ligados ao valor do inoculo inicial de C. raciborskii usado, devido a uma produção mais 

intensa de cylindrospermopsina. O efeito de redução de crescimento em A. falcatus é agravado pela 

combinação do co-cultivo com a redução das concentrações de ferro, aumento da intensidade luminosa e 

alcalinização do meio. Contrário a este efeito, observamos uma redução dos efeitos estressantes do cobre 

quando na condição de co-cultivo, em comparação às culturas unialgais. Isto pode estar associado a uma 

produção de distintos agentes extracelulares com função quelante, tais como polissacarídeos (PISTOCCHI 

et al., 1997) ou proteínas ligantes de metais (SABATINI et al., 2009), o que diminuiria a biodisponibilidade 

do cobre no meio. Na mais alta concentração de cobre testada, no entanto, todos os parâmetros de 

crescimento foram afetados, tanto em co-cultivo quanto em culturas unialgais. 

É importante, entretanto, ressaltar que a diferença de densidade celular inicial entre os cultivos 

unialgais e o co-cultivo pode ter afetado parte dos resultados observados. A maior quantidade de células no 

co-cultivo prevê que, potencialmente, estas células ficaram expostas a menos íons de cobre, como 

observado na Figura 13. Deste modo, um efeito de atenuação da toxicidade não pode ser descartado. Apesar 

desta diferença na densidade celular, e mesmo que tenhamos determinado a concentração de cobre livre 

inicial, sabe-se que outros fatores influenciam na especiação e biodisponibilidade de metais em meios de 

cultura, como por exemplo fatores físico-químicos (pH e temperatura), a afinidade química e polar com 

outras moléculas e também a presença de exsudados com função quelante, tais como exopolissacarídeos 

(PISTOCCHI et al., 1997; SABATINI et al., 2009). 

Os efeitos do cobre sobre a fisiologia de microalgas são bem conhecidos e discutidos na literatura 

para uma gama de espécies. A diminuição da densidade celular e a queda nas taxas de crescimento estão 
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associadas a efeitos diretos do cobre sobre o aparato fotossintético das microalgas e efeitos indiretos que 

contribuem para a produção de ROS, danificando a membrana plasmática e a ultraestrutura intracelular 

(ANGEL et al., 2017; JIANG et al., 2001; TRIPATHI et al., 2006). A redução de síntese de clorofila a 

observada para culturas separadas e conjuntas de C. sorokiniana e K. obesa provavelmente está relacionado 

a ação toxica do cobre sobre a síntese de pigmentos (PERALES-VELA et al., 2007; PINTO et al., 2003). 

O aumento em biovolume, que pode ser interpretado como uma estratégia de sobrevivência devido ao cobre 

(ECHEVESTE et al., 2017; MACHADO; SOARES, 2014), também expressa um comportamento mais 

relacionado a toxicidade causada pelo metal do que possíveis efeitos alelopáticos associados ao co-cultivo. 

Ainda assim, K. obesa teve seu crescimento favorecido no co-cultivo em detrimento do crescimento de C. 

sorokiniana. Isto pode estar relacionado ao tamanho celular e à presença da mucilagem, provendo uma 

proteção adicional para as células de K. obesa.  

      

Efeitos do cobre no rendimento fotossintético máximo de C. sorokiniana e K. obesa em co-cultivo 

De modo geral, discute-se que os efeitos positivos ou negativos causados por um co-cultivo de 

microalgas estão intrinsecamente relacionados às espécies utilizadas e possíveis relações que estas 

desenvolvem no ambiente natural (DUNKER et al., 2013; FERGOLA et al., 2007; ZHAO et al., 2014). 

Neste estudo, C. sorokiniana e K. obesa não demonstraram relações antagonistas em relação ao seu 

crescimento conjunto. Contudo, ao analisar o rendimento fotossintético máximo do aparato fotossintético 

do co-cultivo, nota-se que este foi inferior aos valores obtidos nos cultivos unialgais, especialmente no 

controle. Visto que neste tratamento o cobre não era um fator estressante, pode-se atribuir esta pequena 

redução nos valores de rendimento quântico máximo a um possível efeito de limitação da luz causado pelo 

sombreamento devido a presença de um número maior de células no meio (MAGDOULI et al., 2016). 

Como esperado, o cobre reduziu o rendimento fotossintético máximo de todos os tratamentos expostos a 

2x10-7 e 1,5x10-6 mol L-1 Cu2+, sendo o co-cultivo e a cultura unialgal de C. sorokiniana as condições com 

menores valores médios (abaixo de 0,7 após o terceiro dia de experimento). O Φm é um parâmetro que varia 

de acordo com a sensibilidade de cada espécie e, de modo geral, demostra a saúde celular para valores > 

0,7 (JUNEAU; HARRISON, 2005; LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Assim, o cobre afetou o aparato 

fotossintético destas microalgas, reduzindo seu rendimento fotossintético máximo, através de ações 

especificas em moléculas como a plastoquinona e a plastocianina, ambas essenciais no transporte de 

elétrons entre o PSII e o PSI e que já foram descritas como suscetíveis a danos mediados por cobre 

(KNAUERT; KNAUER, 2008; MALLICK; MOHN, 2003; MOHANTY et al., 1989). 

Efeitos do cobre nos parâmetros fotossintéticos de C. sorokiniana e K. obesa 
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Avaliando separadamente o efeito do cobre nos parâmetros fotossintéticos de C. sorokiniana e K. 

obesa observa-se que ambas as espécies somente registraram redução significativa no rendimento 

fotossintético efetivo na maior concentração de cobre testada (1,5x10-6 mol L-1 cobre livre). O valor abaixo 

de 0,3 registrado para ambas demonstra danos no aparato fotossintético advindos da toxicidade do cobre. 

Este efeito é confirmado pela redução das dissipações fotoquímicas (qP) observadas em ambas as 

microalgas nas duas concentrações de cobre testadas acima do controle. Outras espécies que também 

registraram redução do qP quando expostas ao cobre são Chlorolobion braunii (ECHEVESTE et al., 2017), 

Scenedesmus sp. (MALLICK; MOHN, 2003), Chlorella vulgaris (CHEN et al., 2016) e Chlamydomonas 

reinhardtii (JIANG et al., 2016). Discute-se que esta redução está associada tanto a diminuição do fluxo de 

transporte de elétrons nos fotossistemas como também a danos oxidativos causados pelas ROS, que tem 

sua produção induzida pelo aumento da concentração de cobre. Uma vez que o cobre afeta o aparato 

fotossintético, tornando-o menos eficiente e debilitado, a luz pode causar danos às células. Ainda assim, as 

microalgas possuem mecanismos para se proteger, através da dissipação de energia incidente não utilizada 

na fotossíntese na forma de calor. A dissipação não-fotoquímica (NPQ) aumentou significativamente em 

K. obesa e em C. sorokiniana, o que demonstra que estas espécies, quando expostas ao cobre, assim como 

Scenedesmus obliquus (DEWEZ et al., 2005) e Scenedesmus incrassatulus (PERALES-VELA, 2007), são 

capazes de utilizar esta estratégia para reduzir efeitos de danos associado a luz e sobreviver às altas 

concentrações de cobre no meio.   

Com relação às curvas de saturação rápida de luz, observou-se comportamentos ligeiramente 

distintos para cada uma das espécies testadas. Para C. sorokiniana, a fotoinibição nas curvas de luz e a 

redução de seus parâmetros só ocorreu significativamente na maior concentração de cobre testada, 

demonstrando que apesar da redução na síntese de clorofila a, diminuição da taxa de crescimento e na 

dissipação fotoquímica, esta espécie foi menos afetada que K. obesa, que apresentou fotoinibição e sofreu 

redução de rETRmax e Ek em ambas as concentrações de cobre acima do controle. Estas alterações na 

fotossíntese mediadas por cobre podem variar de acordo com a sensibilidade de cada espécie testada, como 

observado neste estudo e em outras microalgas expostas ao cobre (CHEN et al., 2016; SAKSUANG et al., 

1997; WU et al., 2007). A eficiência de captura de luz (α), apresentou comportamentos distintos para cada 

espécie quando expostas a 1,5x10-6 mol L-1 de cobre livre. Enquanto C. sorokiniana apresenta uma redução, 

K. obesa manteve um alto valor de α. Este comportamento distinto pode estar associado à presença da 

cápsula mucilaginosa em K. obesa e seu possível efeito atenuante sobre a luz incidente na célula. Este 

parâmetro é calculado nos pontos iniciais da curva de luz, ou seja, em baixa intensidade luminosa (até 64 

μmol photons m-2 s-1). Caso a mucilagem reduza ainda mais a intensidade da radiação incidente, as células 

de Kirchneriella obesa seriam capazes de manter uma alta eficiência de captura de luz, mesmo que seu 

aparato fotossintético estivesse avariado pelo cobre. Já para C. sorokiniana, em que as células não estão 
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envolvidas por mucilagem, a maior concentração de cobre testada foi capaz de danificar os fotossistemas 

ao ponto de haver redução da eficiência de captura de luz mesmo sob baixas intensidades luminosas. 

 

4.2.3. CONCLUSÃO 

Tanto Chorella sorokiniana quanto Kirchneriella obesa foram afetadas pelo cobre em ambas as 

condições de cultivo testadas (unialgais e em co-cultivo). O co-cultivo causou respostas distintas nestas 

espécies, favorecendo o crescimento de K. obesa e reduzindo os efeitos tóxicos do cobre na concentração 

intermediária testada (2x10-7 mol L-1), na qual os decréscimos em densidades celulares e das taxas de 

crescimento ocorreram menos intensamente quando comparados às culturas unialgais. O biovolume de 

ambas as espécies de microalgas foi alterado pelo cobre, sem aparente relação com os cultivos separados 

ou em conjunto. Adicionalmente, foi verificado que o cobre afeta a fotossíntese de microalgas de maneira 

específica, sendo algumas espécies mais sensíveis aos danos mediados pelo cobre do que outras. As 

modificações observadas neste estudo para os parâmetros de crescimento e fotossíntese são respostas 

induzidas por cobre em cultivos unialgais de C. sorokiniana e K. obesa e em seu co-cultivo, o qual não 

apresentou exclusão competitiva entre as espécies testadas.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A fisiologia de Kirchneriella obesa foi afetada mesmo em concentrações ambientalmente 

relevantes de cobre em cultivos unialgais. O indicador mais sensível da toxicidade do cobre foi a taxa de 

crescimento, mas no amplo espectro de cobre testado os parâmetros fotossintéticos e bioquímicos também 

foram afetados, particularmente nas concentrações acima de 10-7 mol L-1 Cu2+. 

O conteúdo de cobre intracelular e na mucilagem foi quantificado nos cultivos unialgais de K. 

obesa, mostrando que há um mecanismo fisiológico que regula a captação de cobre e que, em concentrações 

acima da EC50 (1,25x10-7 mol L-1 Cu2+), a mucilagem sofreu saturação e o cobre foi internalizado mais 

intensamente, causando efeitos nocivos. 

Observou-se redução dos parâmetros de crescimento associados ao aumento da concentração de 

cobre livre no meio, sendo que o aumento do biovolume registrado nas mais altas concentrações tanto nas 

monoculturas de K. obesa e C. sorokiniana quanto no co-cultivo evidenciam que o aumento do volume 

celular ocorre devido ao cobre e pode estar envolvido com uma estratégia de sobrevivência das microalgas. 

Estas, não podendo se dividir, aumentam em tamanho e acumulam biomoléculas, além da possível redução 

da internalização do metal através da alteração da razão superfície/volume (células maiores possuem menor 

razão superfície/volume).   

As respostas fotossintéticas de K. obesa e C. sorokiniana fortalecem a idéia de que o cobre danifica 

os aparatos fotossintéticos. Houve uma redução do rendimento fotossintético máximo do co-cultivo e ambas 

as culturas unialgais registraram diminuição do rendimento fotossintético efetivo, taxa de transporte de 

elétrons máxima e dissipação fotoquímica. As duas espécies testadas foram capazes de utilizar o mecanismo 

de dissipação não-fotoquímica associado ao calor (NPQ) em uma tentativa de mitigar danos aos 

fotossistemas.   

Os teores de carboidratos e proteínas totais da cultura unialgal de K. obesa apresentaram 

comportamento semelhante, sendo intensamente acumulados nas células expostas a 10-7 mol L-1 Cu2+ ou 

acima. O acumulo destas biomoléculas provavelmente está relacionado com o metabolismo energético da 

microalga, a produção de enzimas de detoxificação e de moléculas ligantes de metais com ação extracelular, 

como já demonstrado na literatura.  

Apesar de não observar exclusão competitiva entre as espécies testadas, notou-se que K. obesa foi 

favorecida pelo co-cultivo enquanto C. sorokiniana sofreu uma redução de densidade celular no co-cultivo 

quando comparada com seu cultivo unialgal. A presença de mucilagem e o tamanho celular  diferente 

podem ter sido fatores importantes relacionados ao comportamento observado no co-cultivo. 
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