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 Resumo 

 As  microalgas  são  importantes  organismos  fotossintetizantes  e  desempenham  um  papel  fundamental 

 sendo  a  base  da  cadeia  alimentar.  Além  disso,  elas  também  são  umas  das  principais  formas  de  entrada 

 de  nutrientes  e  outras  substâncias,  como  metais  pesados,  aos  níveis  tróficos  superiores.  Atualmente,  o 

 interesse  pelas  microalgas  vem  aumentando  pelo  seu  potencial  biotecnológico,  produzindo  moléculas 

 valiosas  em  áreas  como  farmacologia,  alimentação,  aquicultura  e  agricultura.  Devido  à  sua 

 plasticidade  fisiológica,  as  microalgas  são  capazes  de  sintetizar  compostos  que  as  protegem  contra 

 alterações  ambientais.  Estudos  recentes  mostram  que  doses  baixas  de  cobre  podem  aumentar  a 

 produtividade  de  biomoléculas  em  algumas  espécies  de  microalgas.  Este  projeto,  teve  como  objetivo 

 determinar  as  concentrações  de  cobre  capazes  de  induzir  a  síntese  de  biomoléculas  na  espécie 

 Ankistrodesmus  fusiformis  .  Usando  ferramentas  da  ecotoxicologia,  calculamos  as  concentrações  EC10 

 -  EC50  com  base  na  densidade  populacional  e  viabilidade  celular,  bem  como  analisamos  a  taxa  de 

 crescimento,  concentração  intracelular  de  proteínas,  lipídios,  carboidratos  totais,  carotenóides  e 

 conteúdo  de  clorofila,  juntamente  com  o  potencial  antioxidante  (método  DPPH).  Observamos  um 

 efeito  estimulante  nas  concentrações  intermediárias  de  cobre,  porém  no  tratamento  com  a 

 concentração  mais  elevada  do  metal  um  efeito  tóxico  foi  observado.  Esse  estudo  contribui  para  uma 

 melhor  compreensão  dos  efeitos  do  cobre  na  fisiologia  das  microalgas,  além  de  oferecer  possíveis 

 estratégias  para  aumentar  a  produção  de  biomoléculas,  o  que  é  importante  para  as  áreas  de  biologia  e 

 biotecnologia. 

 Palavras-chave:  microalgas, ecofisiologia, biomoléculas,  toxicidade. 
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 1.  Introdução 

 Por  se  tratar  de  um  microrganismo  fotossintetizante  e  consequentemente  um  produtor 

 primário,  as  microalgas  são  uma  das  principais  maneiras  de  entrada  de  metais,  nutrientes  e  outras 

 substâncias  na  cadeia  alimentar.  Logo,  realizar  estudos  para  compreensão  de  como  essas  substâncias 

 podem  afetar  a  fisiologia  das  microalgas,  tanto  com  relação  ao  estímulo  na  síntese  de  biomoléculas, 

 quanto  aos  possíveis  impactos  ambientais  que  podem  causar,  são  importantes  (Yaakob  et  al.  2014; 

 Purbonegoro  et  al.  2018).  Sendo  sensíveis  a  alterações  no  ambiente  aquático,  as  microalgas  podem  ser 

 afetadas  por  mudanças  no  ambiente  em  que  se  encontram,  o  que  pode  ocasionar  um  grande  impacto 

 ambiental  (Levy  et  al.  2007).  No  entanto,  por  terem  uma  capacidade  de  adaptação  à  alterações  no 

 meio  e  diversas  aplicações  como  indicadores  de  poluição,  aditivos  alimentares,  tratamentos  de 

 efluentes,  produção  de  enzimas  com  potencial  biotecnológico  e  a  síntese  de  moléculas  com  alto  valor 

 agregado,  o  interesse  pelas  microalgas  vem  crescendo  (Camacho  et  al.  2019;  Monteiro  et  al.  2012; 

 Yaakob et al. 2014). 

 Para  o  seu  desenvolvimento,  as  microalgas  precisam  de  metais  nutrientes.  Contudo  quando 

 esses  metais  estão  em  concentrações  acima  das  normalmente  requeridas  eles  se  tornam  tóxicos  para  o 

 organismo  (Huntsman  1980;  Pistocchi  et  al.  1997).  Como  as  ações  antrópicas  são  uma  das  principais 

 fontes  de  metais  pesados  no  meio  em  que  as  populações  de  microalgas  vivem,  estudos  relacionados  às 

 alterações  metabólicas  desses  organismos,  ocasionados  por  esses  metais  são  de  extrema  importância. 

 Acredita-se  que  a  concentração  desses  metais  tende  a  aumentar  com  o  tempo  no  meio  ambiente,  uma 

 vez  que  elementos  metálicos  não  são  biodegradáveis  e  são  utilizados  em  diversas  atividades 

 industriais  (Monteiro  et  al.  2012).  A  captura  desses  metais  pelas  microalgas  gera  acúmulo  dessas 

 substâncias  nos  organismos,  nos  diferentes  níveis  tróficos  (Kondzior  e  Butarewicz  2018;  Masindi  e 

 Muedi 2018). Neste projeto, em particular, o cobre foi o metal traço estudado. 

 Existem  muitos  estudos  sobre  a  interação  entre  o  metal  cobre  e  as  microalgas,  com  o  objetivo 

 de  investigar  a  fisiologia,  os  impactos  e  outros  efeitos  desse  metal  nesses  organismos.  Um  desses 

 estudos  foi  realizado  em  um  rio  na  Argentina,  onde  se  observou  que  o  cobre  causou  efeitos 

 prejudiciais  nas  diferentes  espécies  de  microalgas,  incluindo  a  espécie  Ankistrodesmus  fusiformis  ,  a 

 qual  foi  objeto  de  estudo  deste  projeto  (Magdaleno  et  al.  2014).  Ainda  sobre  o  estudo  de  Magdaleno  et 

 al.  (2014),  foram  obtidos  dados  que  comprovaram  a  diminuição  da  população  das  microalgas  com  a 

 variação  da  concentração  do  cobre.  Já  as  pesquisas  realizadas  por  Kondzior  e  Butarewicz  (2018) 

 revelaram  alterações  na  concentração  das  biomoléculas  produzidas  pelas  microalgas  em  diferentes 

 concentrações  de  cobre.  Constatou-se  variação  de  carotenóides  e  clorofilas,  com  diminuição  dessas 

 biomoléculas  em  certas  concentrações  de  cobre.  Ademais,  foi  mostrado  pelos  autores  a  capacidade  das 

 microalgas em acumular certa quantidade do metal (Kondzior e Butarewicz 2018). 

 Sendo  organismos  de  fácil  cultivo  e  com  uma  grande  diversidade,  as  microalgas  estão  sendo 

 cada  vez  mais  valorizadas  pelas  indústrias,  como  as  alimentícias,  farmacêuticas  e  biotecnológicas.  Tal 
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 importância  deve-se  ao  potencial  dessas  microalgas  em  produzir  compostos  de  interesse  com  alto 

 valor  agregado  (Olaizola  2003).  Biomoléculas  como  carotenoides,  polissacarídeos,  ácidos  graxos 

 poliinsaturados,  além  de  proteínas,  dentre  outros  compostos  ativos  podem  ser  isolados  das  microalgas. 

 No  entanto,  uma  questão  a  ser  superada  relacionada  a  esse  organismo  é  o  alto  custo  para  seu  cultivo. 

 Assim,  compreender  como  produzir  uma  maior  quantidade  de  biomoléculas  a  partir  da  alteração  do 

 meio, como ajustes na concentração de elementos nutritivos, é de interesse para o mercado. 

 Considerando  que  mudanças  nas  condições  físico-químicas  afetam  a  fisiologia  das 

 microalgas,  e  consequentemente,  sua  produção  de  biomoléculas,  pode-se  concluir  que  o  controle  do 

 meio  é  uma  ferramenta  valiosa  para  manipular  a  quantidade  de  biomoléculas  de  interesse.  Embora  os 

 estudos  sobre  o  cobre  sejam  abundantes,  a  maioria  se  concentra  na  toxicidade  do  metal,  e  não  em  seu 

 efeito  na  produção  de  biomoléculas.  Este  projeto  é  inovador  ao  estudar  os  efeitos  do  cobre  em 

 ambientes  controlados  para  aumentar  a  produção  de  biomoléculas  de  potencial  biotecnológico  em  uma 

 população  específica  de  microalgas.  Essa  abordagem  é  essencial  para  reduzir  os  custos  de  produção 

 algal,  uma  vez  que  será  possível  produzir  uma  quantidade  maior  de  biomoléculas  por  unidade  de 

 massa algal. 

 A  partir  dos  resultados  de  diversos  estudos  citados  anteriormente,  pode-se  observar  variações 

 bioquímica  e  populacional  das  microalgas,  quando  expostas  a  determinadas  concentrações  de  metais 

 no  meio,  incluindo  o  cobre.  Com  isso,  o  objetivo  deste  projeto  foi  encontrar  uma  concentração  de 

 cobre  que  aumentasse  a  produção  de  biomoléculas  de  interesse,  sem  que  o  organismo  tivesse  a  sua 

 taxa de crescimento afetada. 

 2.  Objetivos 

 O  objetivo  do  projeto  foi  definir  e  analisar  em  quais  concentrações  de  cobre  haveria  acúmulo 

 de  biomoléculas  na  microalga  Ankistrodesmus  fusiformis  .  Estudamos  sua  fisiologia  sob  condições 

 controladas e, além de biomoléculas, analisamos o crescimento populacional e a fotossíntese. 

 2.1. Objetivos específicos  

 ●  Encontrar  pelo  menos  uma  concentração  de  cobre  capaz  de  levar  ao  aumento  de  biomoléculas, 

 dentre  os  lipídios,  carboidratos,  proteínas  e  carotenoides,  sem  redução  da  taxa  de 

 crescimento;  

 ●  Analisar  a  Ankistrodesmus  fusiformis  em  condições  de  estresse  fisiológico  causado  pelo  cobre, 

 observando a fotossíntese e o comportamento da cultura. 
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 3. Materiais e métodos 

 A figura 1, apresentada a seguir, mostra um fluxograma do projeto, com as etapas 

 laboratoriais e análises que foram realizadas. 

 3.1. Condições de cultivo  

 A  microalga  Ankistrodesmus  fusiformis  foi  cultivada  em  meio  BG11  com  pH  7.0  (Rippka  et 

 al.  1979)  esterilizado  em  autoclave  (20  min,  121  °C,  1  bar;  Phoenix  Luferco,  Brasil)  e  mantida  sob 

 condições controladas de temperatura (24 °C ± 1) e intensidade luminosa (200 µmol fótons m  -2  s  -1  ). 

 3.2. Manipulação bioquímica  

 Ankistrodesmus  fusiformis  foi  exposta  a  7  concentrações  de  cobre  (Tabela  1)  para  que  fosse 

 determinada  a  concentração  onde  ocorresse  aumento  da  biomassa  (possível  efeito  hormese)  e, 

 simultaneamente,  dos  bioprodutos  de  interesse.  Para  definir  essas  7  concentrações  realizamos  um 

 experimento  preliminar  com  cobre  para  termos  certeza  de  que  a  taxa  de  crescimento  populacional  não 

 seria  bruscamente  afetada.  Desse  experimento  preliminar,  definiu-se  a  concentração  nominal  de  cobre 

 de  6,86  x  10  -6  mol.L  -1  ,  que  ocasionou  15%  de  redução  no  crescimento  populacional  (EC15).  Tendo 

 este  valor  como  base,  escolhemos  as  demais  concentrações  nominais  para  o  experimento,  que  são 

 mostradas  na  tabela  1  e  prosseguiu-se  às  culturas.  Em  nosso  experimento  analisamos  se  o  crescimento 

 era  mantido  próximo  ou  superior  ao  do  controle  (1,32  x  10  -10  mol.L  -1  de  Cu  2+  )  e  com  uma  maior 

 quantidade de biomoléculas devido ao estímulo químico. 
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 Tabela 1. Concentrações de cobre às quais culturas de 
 Ankistrodesmus fusiformis foram expostas. Valores em mol.L  -1  . 

 Cobre nominal  Cobre livre 

 0,8 x 10  -7  1,3 x 10  -10 

 1,8 x 10  -7  5,8 x 10  -9 

 2,2 x 10  -7  6,9 x 10  -9 

 2,8 x 10  -7  7,4 x 10  -9 

 3,2 x 10  -7  1,0 x 10  -8 

 6,0 x 10  -7  1,9 x 10  -8 

 5,0 x 10  -6  7,8 x 10  -8 

 3.3. Determinação dos íons cobre livre (Cu  2+  )  

 Os  íons  de  cobre  livre  foram  determinados  a  partir  de  procedimentos  descritos  em  Lombardi 

 et  al.  (2007).  Tal  método  baseia-se  no  uso  de  eletrodo  seletivo  de  íons  cobre  (ISE-Cu),  o  qual  é 

 calibrado  com  o  uso  de  tampões  metálicos.  Um  eletrodo  seletivo  de  cobre  (ISE-Cu)  foi  utilizado  como 

 eletrodo  de  trabalho  (Thermo  Scientific  Orion  9429BN)  e  a  temperatura  mantida  em  23  ±  2  ºC.  Para 

 ampliar  o  limite  de  detecção  do  ISE-Cu,  utilizamos  um  tampão  metálico  de  cobre  com  borato  de  sódio 

 (Sigma-Aldrich,  Alemanha),  ácido  nitrilotriacético  (Sigma-Aldrich,  Alemanha),  nitrato  de  sódio 

 (Sigma-Aldrich,  Alemanha),  e  padrão  de  cobre  (38996  Sigma-Aldrich,  EUA)  na  composição.  Para 

 tanto, seguiu-se o protocolo descrito em Lombardi et al. (2007). 

 3.4. Monitoramento dos cultivos  

 Densidade  celular:  Para  determinação  da  biomassa  foram  coletados  5  mL  de  amostra  e  feito  o 

 monitoramento  da  cultura  diariamente  (contagem  de  células).  As  células  foram  contadas  em  um 

 citômetro de fluxo MUSE (Millipore, USA). 

 Taxa  de  Crescimento:  A  taxa  de  crescimento  foi  obtida  a  partir  de  uma  regressão  linear,  onde  o 

 logaritmo  natural  da  densidade  celular  foi  plotado  em  função  do  tempo  experimental  em  dias,  a  partir 

 da  qual  o  coeficiente  angular  é  considerado  uma  representação  da  taxa  de  crescimento  populacional 

 (Andersen 2005). 

 Biomassa  seca:  A  biomassa  seca  foi  determinada  gravimetricamente  após  72  h  de  cultivo,  quando  a 

 microalga  ainda  se  encontrava  em  fase  exponencial  de  crescimento. Para  isso,  amostras  de  5  mL  das 
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 culturas  foram  filtradas  em  membranas  de  acetato  de  celulose  previamente  secas  e  mantidas  em  estufa 

 a  40  °C.  Após  filtragem,  os  filtros  foram  secos  a  38  °C  por  24  h  e  sua  massa  aferida  na  balança 

 microanalítica (Mettler Toledo – capacidade 10  -6  g). 

 EC15  :  O  EC15  representa  a  concentração  de  uma  determinada  substância,  neste  caso  o  cobre,  que 

 leva  a  efeitos  adversos  em  15%  da  população  de  microalgas.  A  partir  de  um  pré-experimento  realizado 

 com  uma  microalga  do  gênero  Ankistrodemus  ,  determinamos  o  EC15  e  escolhemos  7  concentrações 

 de  cobre  menores  do  que  o  EC15  para  prosseguirmos  ao  experimento  de  manipulação  bioquímica  da 

 cepa.  

 3.5. Determinações bioquímicas  

 Após  72  h  de  cultivo  foram  determinados  carboidratos,  lipídios,  e  proteínas  totais.  Para  isso, 

 amostras  para  carboidratos  (10  mL),  lipídios  (100  mL),  e  proteínas  (50  mL)  foram  centrifugadas  por 

 15  min  (4400  rpm)  em  centrífuga  refrigerada  (Thermo  Scientific,  Sorvall  Legend  XTR,  EUA).  A 

 biomassa sedimentada foi  armazenada em -80°C para  posterior análise. 

 Carboidratos:  A  determinação  de  carboidratos  totais  foi  realizada  de  acordo  com  o  procedimento 

 descrito  em  Albalasmeh  et  al  (2013),  que  se  baseia  na  hidrólise  dos  carboidratos  da  amostra  usando 

 ácido  clorídrico,  seguido  por  ajuste  de  pH  e  adição  de  fenol  e  ácido  sulfúrico.  É  realizada  a  leitura  na 

 absorbância  de  490  nm  para  determinar  a  quantidade  de  carboidratos  na  amostra.  Para  esta  análise,  10 

 mL de amostra foi filtrada. 

 Proteínas:  A  concentração  de  proteínas  totais  intracelulares  foi  realizada  a  partir  do  método  de  Lowry 

 (1951),  o  qual  tem  como  princípio  o  uso  do  reagente  FolinCiocalteau.  Este  sofre  redução  na  presença 

 do  catalisador  Cu  2+  ,  e  foi  realizado  como  descrito  em  Slocombe  et  al.  (2013).  A  extração  de  proteínas 

 também foi feita de acordo com Slocombe et al. (2013). 

 Lipídios:  Para  a  determinação  da  concentração  de  lipídios  totais  foram  coletados  100  mL  de  amostra 

 após  72  h  e  filtradas  em  filtros  de  fibra  de  vidro.  Os  filtros  foram  armazenados  em  2  mL  de 

 clorofórmio  e  colocados  no  ultrafreezer  (-  80  o  C)  até  que  as  análises  fossem  realizadas  como  descrito 

 em Parrish (1999). 

 Clorofila  a  e  carotenoides:  As  concentrações  de  clorofila  a  e  carotenoides  em  5  mL  de  amostra  foram 

 determinadas  de  acordo  com  Wellburn  (1994).  Para  tanto  fez-se  extração  dos  pigmentos  com  DMSO  e 

 absorbância  nos  comprimentos  de  onda  665  nm  –  clorofila  a  ,  e  649  nm  –  carotenoides.  Para  o  cálculo 

 dos pigmentos, usamos a equação descrita em Wellburn (1994). 
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 3.6.  Parâmetros fotossintéticos 

 Foi  utilizado  o  fluorímetro  com  pulsos  de  luz  de  amplitude  modulada  (Phytoplankton 

 Analyzer,  PHYTO-PAM,  Heinz  Walz,  Alemanha),  para  a  determinação  dos  parâmetros  fotossintéticos. 

 As  amostras  das  culturas  eram  coletadas  diariamente,  aclimatizadas  por  20  minutos,  fazendo  com  que 

 o  fotossistema  II  ficasse  completamente  oxidado.  Então,  as  amostras  eram  submetidas  à  análises  e  a 

 partir  dos  valores  obtidos  com  o  PHYTO-PAM-I,  determinou-se  os  valores  do  rendimento  quântico 

 fotossintético  máximo  (Φ  M  ),  de  acordo  com  Lombardi  e  Maldonado  (2011).  Os  valores  do  rendimento 

 quântico  efetivo  (Φ’  M  ),  quenching  fotoquímico  (qP)  e  não  fotoquímico  (NPQ),  foram  determinados 

 segundo  as  equações  descritas  em  Juneau  et  al.  (2002).  A  seguir  apresenta-se  as  equações  que  foram 

 utilizadas para os cálculos. 

 Φ  M  = (F  M  - F  0  ) / F  M  (1) 

 Φ’  M  = F’  M  - F’  S  / F’  M  (2) 

 qP = (F’  M  - F’  S  ) / (F’  M  - F’  0  )  (3) 

 NPQ = [F  M  -F’  M  ] / F’  M  (4) 

 Os  valores  de  α  (coeficiente  de  absorção  de  luz),  ETRmax  (taxa  máxima  de  transporte  de 

 elétrons)  e  Ek  (ponto  de  saturação  luminosa),  foram  obtidos  a  partir  de  uma  curva  de  resposta  da 

 fotossíntese  em  função  da  intensidade  de  luz,  obtida  da  curva  rápida  de  luz  (RLC),  que  é  uma  técnica 

 utilizada  para  avaliar  a  eficiência  fotossintética.  Então,  a  partir  de  um  ajuste  a  RLC  segundo  Platt  et  al. 

 (1980), determinamos com o software Igor Pro os valores de α, ETRmax e Ek. 

 3.7. Resposta Antioxidante 

 DPPH:  Para  determinação  da  atividade  antioxidante,  após  72  horas  de  cultivo,  foram  retirados  300 

 mL  de  amostra.  Então,  foi  realizada  a  centrifugação,  retirada  do  sobrenadante  e  liofilização  da 

 amostra.  As  amostras  foram  pesadas  e  a  extração  foi  realizada  com  etanol  70%,  juntamente  com 

 pequenas  esferas  de  vidro  e  a  agitação  do  vortex  por  3  minutos.  Após  a  extração,  o  sobrenadante  foi 

 coletado  e  utilizado  para  quantificação  do  DPPH,  segundo  Pires  et  al.  (2017).  Por  fim,  as  amostras 

 foram  lidas  no  espectrofotômetro  (517  nm)  e  o  conteúdo  de  DPPH  foi  calculado  seguindo  a  curva  de 

 calibração com BHT (hidroxitolueno butilado). 

 3.8. Experimentos de exposição ao cobre  

 As  sete  concentrações  de  cobre  foram  escolhidas  com  base  em  experimento  preliminar  e  seus 

 valores  são  mostrados  na  Tabela  1.  O  metal  cobre  foi  adicionado  nos  frascos  de  cultura  de  poliestireno 

 e  deixado  24  h  para  equilíbrio  químico  do  metal.  Após  esse  período,  as  células  foram  inoculadas  em 

 concentração de ≈ 4,28 x 10  4  cél.mL  -1  . 
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 O  cultivo  foi  realizado  por  96  horas,  com  amostragem  diária  em  24  h,  48  h,  72  h  e  96  h. 

 Diariamente  foram  coletados  5  mL  de  amostra  de  cada  triplicata  para  análise,  sendo  elas:  contagem  de 

 células  realizadas  no  MUSE  (Millipore,  USA),  rendimento  máximo  (PhytoPAM  –  Walz,  Alemanha), 

 clorofilas  totais  (fluorímetro)  e  o  absorbância  em  espectrofotômetro  (684  e  750  nm).  Além  disso,  nas 

 primeiras  24  h  foram  retirados  20  mL  de  cada  meio  e  preparados  para  posterior  determinação  da 

 concentração  inicial  de  cobre  livre.  Após  48  horas,  foram  realizadas  as  determinações  de  rendimento 

 efetivo e curva rápida de luz. Todos os tratamentos foram realizados com 3 réplicas experimentais. 

 3.9. Análise dos dados 

 Os  resultados  foram  analisados  por  ANOVA  One-Way  e  são  apresentados  nas  figuras  como 

 média  e  desvio  padrão  de  3  réplicas  experimentais.  As  figuras  foram  feitas  no  software  estatístico  R  e 

 Igor Pro (curva de luz). 

 4. Resultados e discussão 

 4.1. Taxa de crescimento 

 As  curvas  de  crescimento,  a  partir  das  quais  foram  calculadas  as  taxas  de  crescimento  para  todos 

 os  tratamentos,  são  mostradas  no  anexo  2  .  A  taxa  de  crescimento  obtida  em  96  h  de  cultivo  da  microalga 

 Ankistrodesmus  fusiformis  (figura  2)  mostraram  uma  diferença  significativa  entre  as  concentrações  de 

 7,4  x  10  -9  ,  1,9  x  10  -8  e  7,8  x  10  -8  (mol.L  -1  )  de  cobre  livre  quando  comparadas  entre  si  (ANOVA 

 p<0,05).  Além  disso,  a  concentração  mais  alta  de  cobre  livre  7,8  x  10  -8  (mol.L  -1  )  diferenciou-se 

 significativamente  de  todos  os  tratamentos  (ANOVA  p<0,05),  ocorrendo  uma  redução  alta  na  taxa  de 

 crescimento  das  microalgas.  Ainda  que,  no  experimento  preliminar,  essa  concentração  não  tenha 

 afetado tão drasticamente a taxa de crescimento. 

 Desde  que  esteja  em  quantidades  adequadas,  por  se  tratar  de  um  micronutriente  essencial  para 

 a  microalga,  o  cobre  pode  estimular  o  crescimento  e  produção  de  determinadas  moléculas  nas 

 microalgas  (Lim  et  al.  2006),  como  é  possível  observar  na  concentração  de  7,4  x  10  -9  .  Contudo, 

 quando  essas  concentrações  estão  acima  das  requeridas,  esse  metal  nutriente  passa  a  ser  tóxico  e  até 

 mesmo  nocivo  para  as  algas  (Cid  et  al.  1995;  Lombardi  e  Maldonado  2011).  Os  resultados  que 

 obtivemos  em  relação  à  taxa  de  crescimento  sugere  que  o  meio  BG-11,  o  qual  corresponde  à 

 concentração  de  1,3  x  10  -10  mol.L  -1  de  cobre  livre,  tem  uma  quantidade  de  cobre  inferior  à  requerida 

 para  o  crescimento  ideal  da  microalga  Ankistrodesmus  fusiformis.  Isso  justifica  o  maior  crescimento 

 da microalga em concentrações do metal que estão ligeiramente acima do controle. 

 É  possível  notar  que  na  concentração  de  7,8  x  10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  ,  ocorreu  uma  queda  na  taxa  de 

 crescimento  da  microalga.  Esse  efeito  decorre  do  cobre  estar  presente  em  quantidade  acima  da 

 necessária,  passando  a  ser  tóxico  para  o  organismo.  Em  excesso  o  cobre  pode  levar  à  depleção  de  ATP 
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 pela  inibição  de  enzimas,  bem  como  outras  alterações  metabólicas  e  fisiológicas  nas  microalgas 

 (Guanzon et al.1994, Afkar et al. 2010). 

 4.2 Carboidratos totais 

 A  figura  3  mostra  a  concentração  de  carboidratos  em  células  de  A.  fusiformis  em  72  horas  de 

 cultivo quando expostas às  diferentes concentrações  de cobre. 
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 Os  resultados  mostraram  um  aumento  significativo  (ANOVA  p<0,05)  nos  tratamentos  com  6,9 

 x  10  -9  -  1,9  x  10  -8  mol.L  -1  de  Cu  2+  em  comparação  às  concentrações  mais  baixas  e  à  concentração  mais 

 elevada  do  metal.  Uma  das  razões  para  o  aumento  de  carboidratos  nas  concentrações  de  cobre  maiores 

 do  que  o  controle,  pode  ser  o  estresse  de  baixa  intensidade  induzido  pelo  metal,  que  pode  ter  levado  a 

 uma  maior  síntese  da  molécula.  O  acúmulo  de  carboidratos  em  microalgas  sob  situação  de  estresse  é 

 relatado  na  literatura  (Silva  et  al.  2015;  Baracho  et  al.  2019).  A  crescente  produção  de  carboidratos 

 quando  as  microalgas  se  encontram  em  situações  adversas,  como  por  exemplo  o  aumento  da 

 concentração  de  cobre  no  meio,  pode  ocorrer  dada  à  capacidade  dos  carboidratos  de  realizarem 

 ligações  com  o  metal,  diminuindo  sua  biodisponibilidade  e,  consequentemente  resultando  em  menos 

 danos  ao  organismo  (Afkar  et  al.  2010).  Ademais,  os  carboidratos  são  moléculas  energéticas,  podendo 

 se acumular nas microalgas quando em situações de estresse (Jaiswal et al. 2020) 

 4.3. Proteínas totais 

 A  figura  4  mostra  o  rendimento  de  proteínas.  Observamos  uma  diferença  significativa  entre  o 

 controle  e  os  tratamentos  com  6,9  x  10  -9  e  7,4  x  10  -9  mol.L  -1  de  cobre  livre  (ANOVA  p<0,05), 

 tratamentos  com  as  maiores  concentrações  de  proteínas.  Esse  aumento  pode  ser  atribuído  às  proteínas 

 ligadoras  de  metais  produzidas  pela  microalga  quando  exposta  ao  metal.  De  acordo  com  a  literatura, 

 essa  pode  ser  uma  estratégia  para  prevenir  danos  fisiológicos  causados  pelo  cobre,  que  por  sua  vez 

 podem  ser  ocasionados  por  aumento  de  espécies  reativas  de  oxigênio  (ROS)  (Sabatini  et  al. 

 2009). Pelo  fato  da  maior  concentração  de  proteínas  ter  ocorrido  em  concentrações  intermediárias  do 

 cobre,  sugerimos  que  tenha  sido  uma  ação  de  estímulo  e  não  de  estresse,  já  que  um  aumento  na  síntese 

 de  proteínas  ocasionado  por  estresse,  levaria  a  um  aumento  da  concentração  de  proteínas  nos 

 tratamentos com uma maior concentração de cobre, porém isso não aconteceu. 
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 4.4. Razão Proteínas/Carboidratos 

 A  figura  5  apresenta  os  resultados  da  razão  entre  Proteínas  e  Carboidratos,  sem  diferença 

 significativa  entre  os  tratamentos  (ANOVA  p>0,05).  A  razão  Proteínas/Carboidratos  é  uma  forma  de 

 determinar  o  estado  geral  das  células  da  cultura,  mostrando  as  condições  fisiológicas  em  que  se 

 encontra  o  cultivo  (Ganf  et  al.  1986;  Silva  2022).  Ao  avaliar  os  resultados,  é  evidente  que  a  variação 

 de  proteínas  e  carboidratos  não  ocorreu  de  maneira  proporcional,  ou  seja,  o  aumento  e/ou  diminuição 

 de  uma  das  duas  biomoléculas,  não  é  acompanhado  pelo  aumento  e/ou  diminuição  da  outra 

 biomolécula.  Isso  pode  ser  observado  quando  comparadas  as  figura  3  e  a  figura  4,  com  alta  produção 

 de  carboidratos  na  concentração  de  1,0x10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  livre,  enquanto  nessa  mesma  concentração  a 

 produção  de  proteínas  foi  menor  comparada  com  os  tratamentos  6,9x10  -9  e  7,4x10  -9  mol.L  -1  Cu  2+  livre. 

 Portanto,  a  variação  de  proteínas  e  carboidratos  não  é  proporcional  à  variação  das  concentrações  do 

 metal.  Além  disso,  mesmo  não  tendo  uma  diferença  significativa  na  razão  P/C,  ao  analisarmos  os 

 gráficos  de  cada  biomolécula  separadamente,  podemos  ver  que  houve  uma  maior  síntese  de  proteínas 

 e  carboidratos  em  algumas  das  concentrações  intermediárias,  com  destaque  para  as  concentrações  de 

 6,9x10  -9  e  7,4x10  -9  mol.L  -1  Cu  2+  livre.  Isso  levou  a  uma  razão  P/C  similar  aos  outros  tratamentos.  No 

 entanto,  esse  valor  está  associado  a  um  aumento  da  produção  de  carboidratos  e  na  síntese  de  proteínas 

 nessas  duas  concentrações,  enquanto  nos  outros  tratamentos,  o  motivo  da  razão  P/C  ter  se  mantido 

 próxima  às  demais  está  associada  a  uma  menor  concentração  de  carboidratos  e  de  proteínas  como 

 podemos observar nas concentrações de 1,3 x 10  -9  e  7,8 x 10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  livre. 
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 4.5. Lipídios 

 Na  figura  6,  é  apresentado  o  resultado  de  lipídios  totais  como  porcentagem  em  relação  à 

 biomassa  seca.  Ocorreu  uma  diferença  significativa  entre  a  concentração  de  1,3  x  10  -10  mol.L  -1  e  os 

 demais  tratamentos  (ANOVA  p<0,05),  com  exceção  do  tratamento  de  concentração  de  5,8  x  10  -10 

 mol.L  -1  Cu  2+  .  O  controle,  o  qual  apresenta  a  menor  concentração  de  metal,  teve  uma  maior  produção 

 de lipídios. 

 Algumas  espécies  de  microalgas  podem  ter  a  produção  de  lipídios  estimulada  quando  em 

 situações  de  estresse  por  metais  como  o  cobre  (Chia  et  al.,  2013).  No  entanto,  isso  não  ocorreu  neste 

 estudo.  Uma  explicação  para  a  queda  da  produção  de  lipídios  é  o  processo  denominado  peroxidação 

 lipídica,  o  qual  leva  à  degradação  oxidativa  dos  ácidos  graxos.  Li  et  al.  (2006)  mostrou  aumento  de 

 peroxidação  lipídica  em  concentrações  de  cobre  no  meio  acima  do  controle  e  causadora  de  estresse 

 para  a  microalga  Ankistrodesmus  fusiformis  ,  uma  vez  que  a  tolerância  ao  metal  varia  de  espécie  para 

 espécie.  Ademais,  essa  maior  porcentagem  de  lipídios  no  controle  pode  ter  sido  ocasionada  pelo 

 estresse  da  falta  de  cobre  do  meio  (Jaiswal  et  al.  2020).  Então,  como  forma  de  resposta  a  essa  situação 

 de estresse, a microalga pode ter armazenado lipídio como reserva energética emergencial. 
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 4.6. Biomassa seca, Clorofila α, Clorofilas totais e Carotenoides 

 A  tabela  2  apresenta  os  resultados  referentes  a  biomassa  seca,  concentrações  de  clorofila  a  , 

 clorofila  total,  carotenoides  totais  e  a  razão  clorofila  a  /carotenóides  totais.  Ocorreu  um  aumento  na 

 biomassa  seca,  principalmente  na  concentração  de  1,0  x  10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  ,  onde  houve  uma  diferença 

 significativa  entre  esse  tratamento  e  as  duas  menores  concentrações  de  cobre  (ANOVA,  p<0.05).  Este 

 aumento,  pode  ou  não  estar  atrelado  ao  aumento  na  taxa  de  crescimento  (Hulatt  et  al.  2011).  No  caso  da 

 Ankistrodesmus  fusiformis,  quando  comparamos  a  biomassa  seca  (tabela  2)  com  as  taxas  de  crescimento 

 (figura 2), podemos observar um aumento da biomassa, juntamente da taxa de crescimento. 

 Outro  ponto  de  destaque  nessa  tabela  é  a  significativa  redução  na  concentração  de  clorofila  a  na 

 maior  concentração  de  metal  (ANOVA,  p<0.05).  Com  relação  aos  carotenoides  totais,  a  única  diferença 

 significativa  obtida  foi  entre  a  concentração  de 1,0  x  10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  livre  e  a  concentração  mais  alta 

 testada  de  7,8  x  10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  .  Assim  como  encontrado  na  literatura  (Sabatini  et  al.  2009; 

 Purbonegoro  et  al.  2018),  os  resultados  obtidos  neste  estudo  mostraram  que  o  excesso  de  cobre  afetou 

 fisiologicamente  a  microalga,  alterando  sua  composição  bioquímica  e  reduzindo  de  modo  significativo  a 

 concentração  de  clorofilas.  Quando  o  íon  cobre  encontra-se  em  excesso,  mecanismos  essenciais  como  a 

 respiração  mitocondrial  e  a  atividade  da  proteína  plastocianina,  além  da  redução  de  pigmentos  podem 

 ser observados (Knauer and Knauer, 2008). 
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 Cobre livre 
 [Cu  +2  ](mol.L  -1  ) 

 Biomassa 
 seca (mg/mL) 

 Clorofila  a 
 (  μg/mL) 

 Clorofilas 
 totais 

 (  μg/mL) 

 Carotenoides 
 (  μg/mL) 

 Clorofila  a  / 
 Carotenoides 

 1,3 x 10  -10  0,038  bc  ± 0,005  0,45  ab  ± 0,08  0,74  abc  ± 0,12  0,06  ab  ± 0,005  7,65  b  ± 0,64 

 5,8 x 10  -9  0,040  c  ± 0,011  0,4  ab  ± 0,06  0,74  abc  ± 0,11  0,06  ab  ± 0,007  8,32  b  ± 0,29 

 6,9 x 10  -9  0,074  ab  ± 0,018  0,52  ab  ± 0,04  0,96  ab  ± 0,13  0,05  ab  ± 0,004  9,68  ab  ± 1,23 

 7,4 x 10  -9  0,074  ab  ± 0,005  0,51  ab  ± 0,02  0,99  ab  ± 0,04  0,05  ab  ± 0,011  10,62  a  ± 1,50 

 1,0 x 10  -8  0,079  a  ± 0,0125  0,60  a  ± 0,02  1,08  a  ± 0,09  0,08  a  ± 0,007  8,09  ab  ± 0,94 

 1,9 x 10  -8  0,071  abc  ± 0,001  0,41  ab  ± 0,05  0,74  abc  ± 0,10  0,05  ab  ± 0,007  8,57  ab  ± 0,49 

 7,8 x 10  -8  0,057  abc  ± 0,009  0,12  c  ± 0,04  0,29  c  ± 0,01  0,04  b  ± 0,016  3,36  c  ± 0,31 

 4.7. Razão Clorofila  a  /Carotenoides 

 A  menor  razão  clorofila  a  /carotenoides  foi  obtida  na  maior  concentração  de  cobre, 

 mostrando  que  o  cobre  afetou  a  síntese  de  pigmentos.  O  leve  aumento  que  ocorreu  na  produção 

 de  carotenoides,  na  concentração  de  1,0  x  10  -8  mol.L  -1  de  cobre  livre  pode  ter  ocorrido  como 

 uma  maneira  de  proteger  o  centro  reacional  fotossintético  (  Varela  et  al.  2015), 

 consequentemente as clorofilas  a. 
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 4.8. Atividade antioxidante (DPPH) 

 Neste  estudo  com  A.  fusiformis  ,  não  foi  observado  aumento  de  atividade  antioxidante  conforme 

 aumentou-se  a  concentração  de  cobre  (ANOVA  p>0,05).  Na  concentração  mais  alta  do  metal,  o 

 potencial  antioxidante  ficou  abaixo  do  limite  de  detecção  do  método,  o  que  contradiz  as  expectativas 

 baseadas  na  literatura  (Sabatini  et  al.  2009,  Li  et  al.  2006,  Hamed  et  al.  2017).  As  diversas  espécies  de 

 microalgas  possuem  diferentes  estratégias  para  lidar  com  situações  de  estresse  bioquímico,  como  o 

 aumento  da  produção  de  antioxidantes  em  resposta  às  espécies  reativas  de  oxigênio  (ROS)  que  podem 

 ser  geradas  em  situação  adversa  (Hamed  et  al.  2017).  Uma  possível  explicação  para  esse  resultado  é 

 justamente  as  diferentes  formas  de  defesa  antioxidante  nas  espécies  de  microalgas,  como  a  síntese  de 

 proteínas  ligadoras  de  metais,  estímulo  das  enzimas  catalase  e  superoxide  dismutase  (SOD),  conforme 

 discutido em Sabatini et al. (2009). 

 4.9. Parâmetros fotossintéticos 

 Ao  analisarmos  as  figuras  (9  e  10)  e  observarmos  os  valores  referentes  aos  parâmetros 

 fotossintéticos  qP  (energia  que  foi  direcionada  para  a  fotoquímica  da  fotossíntese)  e  NPQ  (mecanismo 

 de  dissipação  do  excesso  de  energia  luminosa  na  forma  de  calor),  constatamos  que  qP  se  manteve 

 constante  em  todas  as  concentrações  de  cobre  (ANOVA  p>0,05),  enquanto  os  valores  de  NPQ  variaram 

 significativamente  (ANOVA  p<0,05).  Na  concentração  intermediária  de  7,4  x  10  -9  mol.L  -1  Cu  2+  ,  houve 

 um  aumento  nos  valores  de  NPQ  em  comparação  com  as  concentrações  mais  baixas  e  a  mais  elevada  de 
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 cobre  (1,3  x  10  -10  ,  5,8  x  10  -9  e  7,8  x  10  -8  mol.L  -1  Cu  2+  ).  Isso  pode  indicar  que  a  microalga  estava 

 buscando  manter  a  fotossíntese  (valores  de  qP  constantes),  o  que  obteve  com  sucesso,  protegendo-a  por 

 meio  do  NPQ.  O  aumento  que  observamos  nos  valores  de  NPQ,  seguido  pela  queda  na  concentração 

 mais  elevada  do  metal,  não  é  de  todo  incomum,  podendo  ser  o  resultado  de  estresse  oxidativo  causado 

 pela  maior  concentração  do  cobre  (Chen  et  al.  2016).  Na  concentração  mais  elevada  do  metal,  a 

 capacidade de regulação do NPQ pela microalga pode ter sido afetada levando à redução observada. 

 No  anexo  1  temos  as  curvas  rápidas  de  luz  (RLC),  as  quais  têm  se  mostrado  uma  ferramenta 

 sensível  para  avaliar  a  resposta  fotossintética  de  microalgas  expostas  a  diferentes  condições,  sendo 

 possível  detectar  efeitos  subletais  do  cobre.  Com  base  na  análise  estatística,  observamos  que  o 

 parâmetro  fotossintético  α  (figura  9)  não  teve  uma  diferença  significativa  entre  os  tratamentos  (ANOVA 

 p>0,05).  Os  valores  constantes  de  α  (eficiência  no  uso  da  luz  absorvida  para  a  fotossíntese),  mostram 

 que  os  mecanismos  de  defesa  da  microalga  para  os  seus  centros  reacionais  fotossintéticos  foram 

 efetivos. 

 No  entanto,  apesar  dos  valores  constantes  de  α  (figura  11),  os  valores  de  ETRmax  (figura  12)  e 

 Ek  (figura  13)  tiveram  uma  queda  significativa  (ANOVA  p<0,05)  na  concentração  mais  alta  de  cobre 

 (7,8  x  10-8  mol.L  -1  ).  Tal  comportamento  pode  indicar  que  nessa  concentração  o  cobre  começa  afetar  os 

 centros  reacionais  fotossintéticos  da  microalga,  podendo  ocasionar  uma  menor  eficiência  fotossintética. 

 Isso  por  sua  vez  teria  como  resultado  uma  queda  na  ETRmax  e  no  Ek,  já  que  o  Ek  está  sendo  limitado 

 pela capacidade da microalga em transportar elétrons. 

 4.9.1 Parâmetros fotossintéticos e síntese de pigmentos 

 A  queda  na  síntese  de  pigmentos,  que  são  essenciais  para  a  absorção  de  luz  e  regulação  de 

 diversos  mecanismos  nas  microalgas,  pode  impactar  diretamente  os  parâmetros  fotossintéticos 

 (Macintyre  et  al.  2002;  Kana  et  al.  1997).  Na  concentração  mais  elevada  do  metal,  observamos  uma 

 queda  nos  parâmetros  fotossintéticos  NPQ,  ETRmax  e  Ek  e,  nessa  mesma  concentração,  uma  queda 

 na  síntese  de  clorofilas  totais,  indicando  que  redução  na  síntese  de  pigmentos  pode  levar  a  uma  menor 

 eficiência fotossintética e consequentemente afetar esses parâmetros. 
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 5. Considerações finais 

 Após  analisar  os  resultados  desta  pesquisa,  pode-se  concluir  que  as  diferentes 

 concentrações  de  cobre  impactaram  significativamente  a  fisiologia  da  microalga 

 Ankistrodesmus  fusiformis  .  Observou-se  um  efeito  estimulante  em  concentrações 

 intermediárias  do  metal,  destacando-se  as  concentrações  de  6,9  x  10  -9  e  7,4  x  10  -9  mol.L  -1  Cu  2+  , 

 nas  quais  obtivemos  quase  duas  vezes  mais  biomassa  seca  do  que  no  controle,  bem  como 

 maior  produção  de  carboidratos  e  proteínas  (praticamente  três  vezes  mais  que  o  controle).  Isso 

 mostra  que  o  cobre  em  concentrações  adequadas  pode  levar  ao  estímulo  de  compostos 

 orgânicos  e  ao  aumento  do  crescimento  populacional  da  microalga  Ankistrodesmus  fusiformis  . 

 No  entanto,  foi  detectado  um  efeito  tóxico  na  concentração  mais  alta  testada  (7,8  x  10  -8  mol.L  -1 

 Cu  +2  ),  sendo  cerca  de  10  vezes  maior  do  que  as  concentrações  indutoras  do  efeito  estimulante. 

 Além  disso,  com  base  na  taxa  de  crescimento,  que  reflete  a  situação  geral  da  célula,  foi 

 possível  constatar  que  a  concentração  de  cobre  presente  no  controle  pode  não  ser  a  ideal  para  o 

 desenvolvimento ótimo da microalga  A. fusiformis  . 

 Com  relação  aos  pigmentos  e  aos  parâmetros  fotossintéticos,  nota-se  que  na 

 concentração  mais  elevada  de  cobre  (7,8  x  10  -8  mol.L  Cu  2+  )  ocorreu  uma  redução  na  síntese  de 

 pigmentos  e  nos  parâmetros  fotossintéticos  NPQ,  ETRmax  e  Ek,  indicando  que  o  cobre,  em 
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 concentrações  acima  da  requerida,  pode  afetar  a  síntese  de  pigmentos  e  consequentemente  a 

 fotossíntese em microalgas. 
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