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Resumo

Microalgas sdo organismos com diversidade morfologica e filogenética, que apresentam
variagdo em sua composicao bioquimica. Essa diversidade confere seu uso em setores de
relevancia econdmica, como o nutricional, farmacéutico e cosmético. Em geral, sdo
empregadas condi¢gdes Otimas para o crescimento, mas o cultivo pode ser manipulado em
suas caracteristicas fisico-quimicas, como micronutrientes e condi¢des de luminosidade,
para alteracdo da resposta metabdlica da alga e consequente alteragdo na producgdo de
biomoléculas. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do cobre e de diferentes
cores de luz no crescimento e fisiologia da microalga Pediastrum sp., com enfoque na
produgdo de biomoléculas. A concentracdo de cobre utilizada foi correspondente ao
EC20, calculado por meio de testes em microplaca de 96 pogos com 30 concentragcdes em
faixa de 4.10® a 9.10* M cobre nominal, com monitoramento da absorbincia 684 nm
durante 6 dias. Definida a concentragdo (7,5.107 M), foi realizado o experimento de
fisiologia algal e determinag¢do de biomoléculas na biomassa em 96 h, incluindo como
variavel os LEDs azul, vermelho e branco. Apos esse periodo, foram quantificados a
clorofila a, clorofila b, carotenoides, proteinas e carboidratos na biomassa. Os resultados
mostraram que a luz azul favoreceu a biossintese de carotenoides e carboidratos e, em
associacdo com o cobre elevado, aumentou significativamente a concentragdo das
clorofilas. O cobre na concentragdo equivalente ao EC20 influenciou o processo
fotossintético, aumentando a dissipacao fotoquimica (qP) independente da cor de luz, e a
dissipacao nao-fotoquimica (NPQ) para a luz branca. Os resultados apresentados neste
estudo contribuem para a expansdo do conhecimento acerca da combinagdo de cobre e
luzes LEDs na fisiologia de algas verdes Chlorophyta (género Pediastrum), bem como na

producdo de biomoléculas e biotecnologia de microalgas.

Palavras-chave: Pediastrum sp., biomoléculas, pigmentos, fisiologia de microalgas
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1. Introducio

Microalgas sdo organismos com diversidade morfologica, filogenética e de
composi¢do bioquimica (Miazek et al., 2015). Seu uso vem sendo aplicado nas areas
cosmética, farmacéutica e nutricional, tendo relevancia econdmica, principalmente
devido a producdo de biomoléculas como proteinas, carboidratos, lipideos e pigmentos
carotenoides (Raivanshi et al 2019). Algumas biomoléculas produzidas pelo
metabolismo algal podem ser empregadas na alimentagdo humana e animal, assim como
na aquicultura (Lavens, Soorgelos, 1996). Contudo, ainda sdo poucos os géneros
explorados para tais finalidades. Isso ressalta a importancia deste estudo, que usou um
género da divisdo Chlorophyta pouco investigado fisiologicamente, Pediastrum sp. Esse
género tem mostrado potencial como produtor de biomoléculas (carboidratos e proteinas),
sendo relatado na literatura também devido a biossintese de polifendis e compostos

antioxidantes (Chisti, 2018; Tippawan & Yuwadee, 2016; Corréa da Silva et al., 2022).

Além dos estudos fisioldgicos envolvendo biomoléculas, o género Pediastrum
(classe Chlorophyceae, familia Hidroctyaceae) ¢ utilizado para pesquisas paleoecologicas
e paleoclimaticas (Huang et al. 2023). Morfologicamente, suas células sdo sésseis e o talo
¢ colonial, formando cenobios de 4 a 64 células, arranjados em fileiras unicas,
organizadas em anéis concéntricos (Guiry & Guiry, 2023). Na figura 1, hd um registro de

imagem da cepa utilizada (autoral), com um cenobio de 16 células.

Figura 1. Cenobio da cepa de Pediastrum sp. utilizada no presente estudo.

Fonte: arquivo pessoal.

A literatura reporta que, para o crescimento de microalgas, ¢ necessario empregar
condi¢des especificas de cultivo, com temperatura, pH, luminosidade e composi¢cdo

bioquimica do meio de cultivo definidas (Zhu, 2015). Entretanto, tais condi¢cdes podem
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ser manipuladas para alteragdo da resposta metabolica da alga e consequente alteragdo na
produgdo/acimulo de biomoléculas. Essa resposta ja foi observada em microalgas,
favorecendo a exploragdo de aplicagdes biotecnoldgicas (Baracho, Silva, Lombardi 2019;

Chia, Galadima, Japhet 2015).

O cultivo de microalgas deve fornecer micronutrientes em forma biodisponivel,
sendo o mesmo necessario para o crescimento da alga. O cobre, por exemplo, ¢é
demandado em concentragdes-traco, sendo componente de coenzimas e cofatores
(Lourenco, 2006) e fundamental ao processo fotossintético, que transforma a energia
solar em quimica (biomassa) nas microalgas (Lombardi e Maldonado, 2011). Em
concentragdes elevadas, ¢ apontado como potencializador da formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e prejudicial ao aumento populacional dos cultivos
(Cavalletti et. al, 2022; Lombardi e Maldonado 2011; Lourengo, 2006). Assim,
exposigoes a diferentes concentragdes de cobre levam a respostas fisioldgicas, enquanto
mecanismo de defesa (Magdaleno et al., 2014). Este efeito vem sendo observado em algas
como Chlorolobion braunii, levando a aumentos na produtividade de proteinas,
carboidratos e lipidios intracelulares (Baracho; Silva; Lombardi, 2019) com emprego de

concentragdo subletal de cobre.

A manipulacdo de microalgas se apresenta, portanto, relevante nos setores da
biotecnologia e da ecologia. Na ecologia, principalmente devido ao fato do cobre ser
difundido na natureza, que recebe ainda o metal por acdo antropogénica por uso de
fertilizantes, pesticidas, tintas anti-incrustantes e residuos industriais (Cavalletti, 2022).
Na questdo da biotecnologia, a manipulacdo de microalgas caracteriza-se como uma
estratégia para o aumento de produgdo de biomoléculas e, agregando valor ao produto.
Além desses fatores quimicos, fatores fisicos como a qualidade de luz podem afetar a
produgdo de biomoléculas. Luz ¢ crucial para o desenvolvimento das microalgas
fotossintéticas, pois ¢ fundamental a fotossintese. Nas algas verdes a presenga de
clorofilas a e b permite absor¢do de luz principalmente nos comprimentos de onda do

azul e do vermelho (Bjorn et al., 2009), que estio presentes na composi¢do da luz visivel.

Os carotenoides possuem funcdo de pigmentos acessorios e fazem parte dos
fotossistemas I e II, que também contém as clorofilas, realizando a captagdo de fotons

para conversdo de energia via fotossintese (Masojidek; Torzillo; Koblizek, 2013). O
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comprimento de onda e o tipo de luz utilizado para o crescimento algal em laboratério é
discutido na literatura, e as diferentes espécies podem apresentar diferentes respostas a
estes parametros. Prates et al. (2020) observaram que Spirulina sp. produziu maior
quantidade de proteinas em exposicao a diodos emissores de luz (LED) vermelho. Teo et
al. (2014) aumentaram as taxas de crescimento e acimulo de lipidios em Nannochloropsis
sp. e Tetraselmis sp. por meio da exposicdo das algas a luz azul. Chlorella vulgaris
apresentou uma maior taxa de crescimento em luz vermelha (Satthong et al., 2019). No
mesmo género (Chlorella sp.), a atividade da luz azul foi apontada como favoravel para

a sintese de clorofila e formac¢ao dos cloroplastos (Amaro et al., 2020).

Ainda sobre a fotossintese oxigénica, este processo metabodlico transformou
completamente a atmosfera terrestre e ¢ a maneira pela qual muitos autotrofos produzem
biomassa, convertendo energia luminosa em energia quimica. Nas algas e vegetais, a
conversao ocorre nos fotossistema I (PSI) e fotossistema II (PSII). A Figura 2 ¢ uma
ilustracdo da microalga cultivada no presente estudo, esquematizando a estrutura celular

onde ocorre a fotossintese.

— eIOp gdo cloroplasto Complexo-antena (PSI)

00/ \

Centro de
Reacio

(3) (PSII)

plastidial

estroma

Figura 2. Representagdo esquematica: (1). Cendbio de Pediastrum sp. (2) Cloroplasto
da Divisdo Chlorophyta. (3) Fotossistemas, localizados nas membranas dos tilacéides,
descritos como “centros de reacdo com varios complexos de captagdo de luz (complexo
antena) periféricos”. O PSII (centro de reagdo) corresponde a particulas mais largas, de
140-180 A, enquanto o PSI, a particulas menores, de 70-80 A. Adaptado de Larkum;
Douglas; Raven, 2003). Ilustracao autoral.

A fotossintese usa como fonte de energia a luz solar, absorvendo seus fotons e
utilizando a 4gua como agente redutor. De maneira geral, as membranas tilacéides contém

varios componentes estruturais, além dos fotossistemas, incluindo complexos maiores,
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como a ATP sintase e o citocromo b6f. A transferéncia de elétrons entre o citocromo b6f
e o PSI ¢ intermediada pela plastocianina, uma proteina em cuja composi¢ao se encontra
o cobre (Masojidek; Torzillo; Koblizek, 2013). Dado que o cultivo in vitro da alga gera
respostas fisiologicas as diferentes condicdes de crescimento, a fotossintese, o
crescimento, e biomoléculas serdo aqui investigados. A hipotese deste estudo € de que o
elemento cobre (fator quimico) combinado a um fator fisico (cores de luz) pode levar a
um efeito sinérgico, favorecendo o acumulo de biomoléculas ou causando alteragdes

fisiologicas significativas na microalga Pediastrum sp.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Estudar o efeito do cobre e de diferentes cores de luz sobre o crescimento e

fisiologia da microalga Pediastrum sp. com enfoque na produ¢do de pigmentos.

2.2 Objetivos Especificos
e Determinar a concentracdo de cobre para o experimento de manipulagdo

bioquimica utilizando a metodologia de crescimento em microplaca de 96 pogos;

e Quantificar o conteudo de proteinas e carboidratos em diferentes condi¢des de
cultivo;

e Avaliar eventuais alteragdes na capacidade fotossintética de Pediastrum sp. sob
diferentes condi¢des de cultivo;

e Determinar se hd um efeito sinérgico do cobre e diferentes cores de luz em

Pediastrum sp. quanto aos aspectos fisiologicos investigados.

3. Materiais e Métodos
3.1. Condicoes e manutencio de cultivo

A cepautilizada de Pediastrum sp. (CH007) ¢ proveniente da Cole¢ao de Culturas
de Microalgas de Agua Doce do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) e foi mantida em meio BG11 (Rippka et al., 1979). Todos os
cultivos foram mantidos a 25 + 1 °C sob iluminagdo constante na intensidade 250 pmol

m2 s, em fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro.
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3.2. Definicio da concentraciao de cobre subletal

A definicdo da concentracdo de cobre para a exposicdo em dose subletal foi
escolhida a partir de uma varredura com 30 concentra¢des de cobre distintas. Para isso,
as concentragdes de cobre utilizadas variaram entre 4.10® a 9.10% mol.L™! de cobre
nominal e foram testadas em microplacas de 96 pogos. O monitoramento do crescimento
ocorreu em espectrofotdmetro nos comprimentos de 684 e 570 nm, com densidade de
células inicial de 5.10* células/mL a partir de contagem em microscopio (BEL Photonis,

Somaini Design, Italy) utilizando camera de Fuchs-Rosenthal.

Como controle, foi utilizada a concentragdo nominal normal de cobre do meio
BG11 (4.10*M). A taxa de crescimento dos cultivos em microplacas foi calculada pela
regressao linear do logaritmo natural da absorbancia mensurada (eixo Y) versus o tempo
experimental (eixo X). Na fase exponencial, a inclinacdo da reta representa a taxa de
crescimento especifica (u) em d'. A medida EC (Efeito-Concentra¢do) ¢ utilizada em
ecotoxicologia para monitorar, no caso de microalgas, a porcentagem de uma populagdo
de organismo-teste que ¢ afetada em 10% (EC10), em 20% (EC20) e em 50% (EC50) por
uma variavel ou agente estressor (Azimonti et al., 2015). No caso deste estudo, o agente
escolhido foi o cobre. O célculo dos valores de EC10, EC20 e EC50 foram feitos a partir

da taxa de crescimento. Prosseguiu-se entdo ao experimento de manipulagao bioquimica.

3.3. Experimento de manipula¢io bioquimica

O experimento de manipulacdo bioquimica foi feito a partir da exposi¢ao das
células ao cobre em concentragdo equivalente ao EC20 (7,5.107 M) e LEDs de cores
branca, azul e vermelha (Figura 4). O controle foi feito em luz branca (Figura 3) e na
concentragdo de cobre normalmente presente no BG11. Além disso, foi feito um controle
de luz, com luz branca e cobre EC20. Todos os tratamentos foram feitos com 3 réplicas

experimentais.
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Figura 3. Cultivo Pediastrum sp. em controle de luz (luz branca) com concentracdo de
cobre subletal (7,5.10”7 M) e cultivo controle com concentragio de cobre do meio BG11,

em frascos de cultura de tecido.

Figura 4. Cultivo de Pediastrum sp. em frascos de cultura de tecido com concentragdo

de cobre subletal e LEDs coloridos

Os cultivos foram iniciados com densidade celular 5.10* células/mL e distribuidos
em frascos de cultura de tecido com 250 mL de capacidade e volume de 200 mL. Estes
foram mantidos em condigdo de intensidade luminosa equivalente ao Ek (250 umol/m?/s’
1 independente da cor da luz usada. Os cultivos foram aerados com ar ambiente filtrado

(0,22 um) e o experimento foi finalizado em 96 h.
3.3.1. Monitoramento do crescimento

O crescimento populacional foi monitorado por meio de fluorescéncia in vivo e
densidade 6tica em 684 e 570 nm (espectrofotometro digital NANOCOLOR, Macherey-

Nagel, Alemanha). A fluorescéncia in vivo foi mensurada utilizando um fluorimetro digital
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(Turner Designs, Trilogy, EUA) ap6s a amostra ser ambientada por 15 min no escuro. A

taxa de crescimento foi obtida como descrito no item 3.2.

3.5. Pigmentos e Fotossintese

3.5.1. Pigmentos: Clorofila a, b e carotenoides totais

A quantificacdo da clorofila a, b e carotenoides totais se deu a partir de filtragem
de 3 mL de cultura em filtros de acetato de celulose de 25 mm e porosidade 0,22 um. Aos
filtros foi adicionado 3 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e a solucao foi mantida no escuro
durante 45 minutos. Apds este periodo foi feita a determinacdo da absorbancia nos
comprimentos de onda de 665, 649 e 480 nm e as concentragdes dos pigmentos calculadas

de acordo com as equagdes 1, 2 e 3, descritas em Wellburn (1994) e transcritas a seguir.

Ca=12,47. Asss - 3,62. Asao (D)
Cb=25,06. Asag - 6,5 . Asss ()
CT =1[(1000 . Ass0) - (1,29 . Ca) - (53,78 . Cb)] / 220 3)

3.5.2. Fotossintese: Rendimento maximo e efetivo

Para o rendimento quantico méaximo e efetivo (Figura 4) foi utilizado o
equipamento de fluorescéncia de amplitude modulada (Phytoplankton Analyzer,
PHYTO-PAM, Heinz Walz, Alemanha). As amostras foram submetidas a analise apos
15 min de aclimatacdo no escuro, de acordo com o procedimento descrito em Lombardi
e Maldonado (2011). A partir destes dados, foram calculados o rendimento quantico
maximo, diariamente, ¢ o rendimento quantico efetivo (equagdo 4), o qP (dissipagdo

fotoquimica), e NPQ (dissipagdo nao-fotoquimica) ao fim do cultivo, em 96 h.

Rendimento quantico efetivo = AF/F’'m = (F'm—Fs)/F’'m 4)

O mecanismo de a¢do do PhytoPAM ¢ mostrado na figura 4. O grafico mostra o
sinal minimo de fluorescéncia (Fo), o valor méximo de fluorescéncia apds um pulso de
luz saturante (Fm), sendo que a diferenca entre ambos resulta na fluorescéncia varidvel

maxima (Fy). Na fase, que pode ser referida como fase lenta, apds os pulsos sequenciais
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de luz actinica, serd gerado um valor de fluorescéncia basal (Fs) e maxima (F’m), cuja

diferenca entre ambos € representada por AF.

Fase rapida Fase lenta

Adaptacgao Adaptacao
ao escuro aluz

Fluorescéncia (RFU)

Tempo (min)

Figura 5. Grafico representando a Curva de Kautsky, extraido de Camargo (2020) e
adaptado de Masojidek, Vonshak e Torzillo (2010).

O NPQ ¢ a diferenca entre a fluorescéncia maxima (Fm) e a fluorescéncia variavel
maxima (F’m), fracionado pela F’m, valores obtidos a partir das fases rapida e lenta

resultantes dos diferentes tipos de estimulos luminosos aplicados na amostra pelo
PhytoPAM.

NPQ = (Ep-Fn)/Fom Q)
3.6. Determinacio de Biomoléculas

3.6.1. Proteinas totais
A quantificacdo de proteinas totais foi feita com 10 mL das culturas, as quais
foram centrifugadas em 4000 rpm por 10 minutos e o pellet congelado até o momento da

analise. O procedimento foi feito de acordo com o protocolo descrito por Slocombe et al.
(2013).

3.6.2. Carboidratos totais
Foram centrifugados 30 mL das amostras, submetidos as mesmas condi¢des de

centrifugacdo e congelamento que a amostra para proteinas. A analise dos carboidratos
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totais foi feita de acordo com o método descrito em Albalasmeh et al. (2013), utilizando

acido sulfurico concentrado. A glicose foi utilizada para a curva de calibragdo, e a

absorbancia determinada em espectrofotometro digital em 315 nm.

3.7. Analise dos dados

O modelo estatistico adotado foi a analise de varidncia em 2 vias (Two-way

ANOVA) a partir do software GraphPad, com significancia de p<0,05. Os dados de todos

os tratamentos foram analisados simultaneamente. O calculo do EC50 e EC20 utilizou o

mesmo software. Apresenta-se a seguir, um fluxograma da parte metodologica deste

TCC.

Pediastrum sp.

Cultivo em
30 [Cu] X - EC50
microplaca
|
EC20
LI — [Cu] Controle
Branco — 96h de cultivo
Azul — [Cu] EC20
Vernelho |
Monitoramento do
Crescimento
Fluorescéncia in vivo
Densidade Otica
Chl g, Chl b, Carboidratos totais

Carotenoides totais

Proteinas totais

RendMax, RendEf.

N /

ANOVA Two-way

Figura 6. Fluxograma da metodologia executada.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Experimento em microplaca de 96 pocos

Neste experimento foi avaliado o efeito de 30 concentragcdes de cobre sobre o
crescimento da microalga Pediastrum sp. e foram elaboradas curvas de crescimento com
base em cada concentra¢do avaliada. As curvas de crescimento (figura 6) obtidas no

experimento da microplaca sdo mostradas a seguir.
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Figura 7. Absorbancia (684 nm) em funcdo do tempo experimental (para as 30

concentragdes de cobre utilizadas no experimento em microplaca.

Nossos resultados mostram que a partir da concentragdo 1,3.10° M de cobre
houve redugdo do crescimento populacional. Observou-se também que entre o tratamento
1 (4.10® M Cu?*) e o tratamento 18 (1,3.10> M Cu?"), a fase exponencial de crescimento
perdurou até 48 h de cultivo. Observamos que as mudangas no padrao das curvas de
crescimento sdo acompanhadas de aumento da variagdo dos dados, indicando pontos em

que a condi¢do quimica do meio de cultivo poderia estar afetando o crescimento
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populacional. A mensuragdo mais precisa deste efeito pode ser verificada a partir das

alteracdes na taxa de crescimento.

4.2. Taxa de crescimento (u)

A partir das curvas de crescimento mostradas na figura 7, foram calculados os
valores de EC10, EC20, EC50, correspondentes a porcentagem de inibicdo do
crescimento populacional da alga expostas ao cobre. Tais valores sdo mostrados na tabela

1, a seguir.

Tabela 1. Valores de concentragdo de cobre que ocasionaram reducao da populacao

(EC10, EC20, EC50) e suas respectivas concentracdes de cobre (M).

EC [Cu]

EC10 9,8.10°
EC20 7,5.107
EC50 2,3.10°

A realizagdo de cultivos de espécies de microalga em diferentes concentracdes de
metais ¢ capaz de prospectar e distinguir cepas cobre-sensitivas e cobre-tolerantes (Levy
et al., 2008). Oliveira (2023) mostrou que as ordens de inibicdo do crescimento
populacional para a microalga Ankistrodesmus fusiformis foi de 6,8.10° M (EC15).
Estudando a microalga Kirchneriella contorta, Aoyagi (2020) mostrou EC20 de 5,7.10°
M de cobre. Ambas as algas verdes estudadas sdo de familias distintas a de Pediastrum
sp. Dado que a concentragdo correspondente ao EC20 para Pediastrum sp. foi de 7,5.10°
7'M, pode-se dizer que a cepa usada nesta pesquisa apresenta menor tolerancia ao cobre

em compara¢do com as anteriormente citadas.

A Figura 7, em que foram plotadas as taxas de crescimento obtidas no

experimento da microplaca em fungdo do logaritmo (base 10) das concentra¢des de cobre
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(4.108 M até 9.10* M) testadas mostra o efeito do metal no crescimento populacional de

Pediastrum sp.
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Figura 8. Taxa de crescimento (u) dos cultivos nas microplacas para o log da
concentragdo cobre adicionado (mol.L™") no meio. Os pontos representam a média e as
barras de erro, o desvio padrao da média (n=3).
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Observamos um plato de taxas de crescimento até a contragdo de cobre onde se
inicia efeito toxico e redu¢do da taxa de crescimento ¢ obtida, o que esta de acordo com
a literatura (Baracho et al., 2019; Silva et al, 2018; Lombardi ¢ Maldonado 2011). O
monitoramento do crescimento dos cultivos ¢ importante para verificar como a cepa
responde a cada concentragao especificamente. O efeito acentuado de toxicidade do cobre
pode ser observado a partir do tratamento 26 (1,2.10* M Cu?"), em que a taxa de
crescimento é inferior a 0,39 d'!, e a inibigdo completa do crescimento ocorre no
tratamento 28 em diante (4,5.10* M Cu?"). Observa-se que nas concentragdes de cobre
de 9.108% e 1,2.107 M, foram obtidos os maiores valores de taxa de crescimento, 1,81 e
1,95 d*! respectivamente. Em comparagdo com trés espécies de microalgas analisadas em
Levy etal. (2008), a microalga Pediastrum sp. apresentou taxa de crescimento semelhante

a Phaedactylum tricornutum em condicao controle, em que as divisdes didrias foram de

1,78 d'L.

As taxas de crescimento deste trabalho sdo corroboradas pelos resultados
encontrados para Ankistrodesmus fusiformis, em que a maior taxa de crescimento foi

obtida em cultivo com concentragdo de cobre superior ao controle (Oliveira, 2023). Isso
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pode ter ocorrido por conta da presencga de ligante sintético no meio de cultura BG11, que

ao se ligar aos micronutrientes, pode torna-los menos disponiveis.

4. 3. Experimento de manipulacio bioquimica, combinacio do cobre com cores de
luz

Os resultados relativos as taxas de crescimento (Figura 8) mostram a resposta de
Pediastrum sp. nas diferentes condi¢cdes de luminosidade e nas concentragdes de cobre

controle e equivalente ao EC20 (7,5.107 M).
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Figura 9. Taxa de crescimento das condi¢des Controle € Cobre (7,5.107 M), para todas
as cores de LED. Letras iguais acima das barras indicam diferenga ndo-significativa
(ANOVA two-way, p <0,05). Os valores representam a média (n=3) e as barras de erro,
o desvio padrao da média.

A figura 9 mostra que a concentracdo de cobre subletal diminuiu a taxa de
crescimento para a luz vermelha, ficando no mesmo patamar que a luz branca no controle.
Nao houve diferencga significativa na taxa de crescimento para os cultivos com LED azul,
evidenciando que a concentracao de cobre ndo alterou este parametro. O mesmo pode ser

observado para a luz branca.

Pequenas variagdes nas taxas de crescimento sdo esperadas e, de acordo Aoyagi

(2020), a luz azul pode levar a aumento nas taxas de crescimento, efeito reproduzido neste
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trabalho, ao comparar o pardmetro na condi¢ao de cobre controle para o LED azul com o

LED vermelho exposto ao cobre subletal.

4.3.2. Rendimento Maximo e Efetivo

A figura 10 mostra os rendimentos quanticos fotossintéticos maximo e efetivo, e

os decaimentos, fotoquimico (qP) e ndo-fotoquimico (NPQ).
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Rend. Efetivo

Cobre
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| Quenching Fotoquimico |
I

1.5

Controle

Cobre

| Quenching Nao Fotoquimicol
I

Figura 10. Parametros fotossintéticos do experimento de manipulagdo bioquimica com
cobre e cores de luz. (a) Rendimento quantico méximo; (b) Rendimento quantico efetivo;
(c) Decaimento fotoquimico; (d) Decaimento ndo fotoquimico (NPQ). A barra azul
corresponde a luz LED azul, a barra vermelha ao LED vermelho e a barra amarela ao
LED branco. Letras iguais acima das barras indicam diferen¢a nao significativa (ANOVA
two-way, p <0,05). Os valores representam a média (n=3) e as barras de erro, o desvio
padrdo da média.



23

Pode-se observar que o cobre foi responsavel por um aumento do decaimento
fotoquimico em todas as cores de luz, sugerindo que mais energia estava sendo
direcionada para a fotoquimica da fotossintese. Em relagdo ao quenching nao-
fotoquimico, que corresponde a dissipacdo da energia na forma de calor, observou-se
aumento somente nas cores de luz vermelha e branca nos tratamentos com cobre
adicionado, em comparacdo ao controle e luz azul. Os resultados de NPQ para as demais

condi¢des de luminosidade ndo foram significativamente diferentes.

Quanto ao rendimento quantico, tanto efetivo como maximo, com o cobre ou na
situacdo controle, podemos assumir que ndo foram estatisticamente diferentes. Apesar
disso, de maneira geral, a resposta adaptativa de Pediastrum sp. foi mais claramente
influenciada pelo cobre, devido ao qP observado. De acordo com Perales-Vela et al.
(2007), que cultivou Scenedesmus incrassulatus em valor de cobre equivalente ao EC50,
foi constatado estimulo da fotossintese, mas o crescimento foi inibido em 54%. Para
Chlorolobion braunii, Baracho (2018) mostrou queda nos rendimentos fotossintéticos em
exposicdo a 5.10° M de cobre livre, mas sem altera¢do em concentragdes mais baixas,
concordantes com os dados de Echeveste, Silva e Lombardi (2017). Os dados de
quenching fotoquimico sustentam que pode ter havido estimulo da fotossintese também
para a Pediastrum sp., ainda que a exposi¢do ao cobre tenha sido menor que para a espécie

comparada.

4.3.3. Clorofilas Ae B

Sabe-se que fatores como estresse quimico e fisico podem levar a alteragdes na
composicao destes pigmentos e, de acordo com Perales-Vela et al. (2007), o processo
fotossintético depende do contetido de pigmentos. As figuras 11 e 12 mostram a

concentracgdo de clorofila a e clorofila b obtidos nos experimentos realizados.
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Figura 11. Concentragdes de clorofila a. Controle: Cu usual do meio BG11 e Cobre
EC20, para todas as cores de luz LED. Os valores representam a média (n=3) e as barras
de erro, o desvio padrao da média. A barra azul corresponde ao cultivo com LED azul, a
barra vermelha ao cultivo com LED vermelho e a barra amarela corresponde ao cultivo
com LED branco. Letras iguais acima das barras indicam diferenga nao significativa
(ANOVA two-way, p <0,05).

-
o
]

=
o
1
o
o

abc bc as

=
o
]

Chl B (mg.L™)
o
i
|
(@]

=
(V)
]

0.0-
Controle Cobre

Figura 12. Concentragdes de clorofila 5. Controle: Cu usual do meio BG11 e Cobre
EC20, para todas as cores de luz LED. Os valores representam a média (n=3) e as barras
de erro, o desvio padrao da média. A barra azul corresponde ao cultivo com LED azul, a
barra vermelha ao cultivo com LED vermelho e a barra amarela corresponde ao cultivo
com LED branco. Letras iguais acima das barras indicam diferenga ndo significativa
(ANOVA two-way, p <0,05).
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As figuras 11 e 12 mostram as concentragdes de pigmentos fotossintéticos,
clorofilas a e b respectivamente. Para ambas as clorofilas, observou-se que na situagao
controle de cobre, as luzes de cores vermelha e azul estimularam o acimulo dos
pigmentos, enquanto que na presenca do cobre, ndo constatamos diferenca significativa
entre os tratamentos. Mas, em geral nos tratamentos com o metal, a concentracdo dos
pigmentos foi cerca de 1,4x maior do que na situacdo controle. Esses resultados permitem
especular que a maior concentra¢ao de cobre pode intensificar a biossintese das clorofilas,
fundamentais a fotossintese favorecendo assim o transporte de elétrons (Molina, 2001;
Larkum; Douglas; Raven, 2003). Um dos possiveis fatores que pode explicar isto ¢ a
transferéncia de elétrons entre o citocromo b6f e o PSI, que ¢ intermediada pela
plastocianina, uma metaloproteina que apresenta ions cobre em sua composi¢iao

(Masojidek, Torzillo e Koblizek, 2013).
4.3.4. Carotenoides totais

Os carotendides exercem funcao protetiva aos fotossistemas, absorvendo excesso
de energia (Larkum; Douglas; Raven, 2003). E esperado que exposi¢io a diferentes cores
de luz alterem a biossintese desses pigmentos pelas microalgas. A figura 13 mostra os

valores de concentragdo de carotendides totais para os tratamentos.
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Figura 13. Concentragdes de carotenoides totais. Controle: Cu usual do meio BGI11 e
Cobre EC20, para todas as cores de luz LED. Os valores representam a média (n=3) e as
barras de erro, o desvio padrao da média. A barra azul corresponde ao cultivo com LED
azul, a barra vermelha ao cultivo com LED vermelho e a barra amarela corresponde ao
cultivo com LED branco. Letras iguais acima das barras indicam diferenca ndo
significativa (ANOVA two-way, p <0,05).
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De acordo com o apresentado na figura 13, a luz azul no cultivo controle estimulou
a biossintese de carotendides, sendo 1,3x superior & concentragdo no tratamento com
cobre subletal e 4x maior do que o produzido sob luz branca. A luz azul corresponde a
um comprimento de onda mais energético e, por isso, mais penetrante no meio € nas
células algais. Isso pode ter estimulado um sistema protetivo dos fotossistemas, por meio
do aumento de carotenoides (Schulze et al. 2016). Conjuntamente, a concentragdo de
carotenoides foi menor significativamente no cultivo com luz branca, como pode ser visto
na figura 13. Os dados de Xu e Harvey (2019) para a microalga Dunaliella salina, em
condi¢des de cultivo com as mesmas cores de luz empregadas neste trabalho, indicaram
o controle da biossintese de carotenoides no cultivo com luz vermelha como favoravel na
reducdo de espécies reativas de oxigénio. Essa observagcdo pode ser extrapolada para
nossos resultados relativos a exposicdo ao LED azul, visto que nela houve maior
concentragdo de carotenoides na situagdo controle de cobre. De acordo com Masojidek;
Torzillo e Koblizek (2013), a regulagdo da absorcao de energia luminosa que incide sobre
os fotossistemas ¢ regulada por transcri¢do e tradugdo de proteinas. Assim, dado que o
cobre esta presente em moléculas importantes para o transporte de elétrons na fotossintese
e que os carotenoides exercem fun¢do protetiva contra irradidncia luminosa excessiva,
destacamos que o aumento dos carotenoides pode estar associado a processos de protecdo

dos fotossistemas.

Estes resultados remetem aos parametros fotossintéticos (topico 4.3.2), em que
houve aumento do quenching ndo-fotoquimico em cultivo com o LED branco e vermelho
associados ao cobre subletal. Isso pode indicar uma resposta fotoprotetiva em que maior
quantidade de energia captada ¢ dissipada na forma de calor, processo que pode ter sido
intermediado por um pigmento acessorio, como os carotenoides. Portanto, ¢ possivel
afirmar, ainda, que a concentragdo de cobre equivalente ao EC20 pode ter induzido uma

maior sensibilidade da microalga a luz.
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4.4. Biomoléculas
4.4.1. Carboidratos totais

Os carboidratos apresentam um papel estrutural fundamental para as microalgas,
podendo atuar como reserva energética nas Chlorophyta (Baracho; Silva; Lombardi
2019). No presente estudo alteragdes na concentracdo de carboidratos pela microalga

Pediastrum sp. foram obtidas, como mostrado na figura 14.
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Figura 14. Concentracdes de carboidratos totais. Controle: Cu usual do meio BG11 e
Cobre EC20, para todas as cores de luz LED. Os valores representam a média (n=3) e as
barras de erro, o desvio padrao da média. A barra azul corresponde ao cultivo com LED
azul, a barra vermelha ao cultivo com LED vermelho e a barra amarela corresponde ao
cultivo com LED branco. Letras iguais acima das barras indicam diferenca ndo
significativa (ANOVA two-way, p <0,05).

De acordo com os resultados da andlise estatistica observamos que a concentragao
de carboidratos ndo sofreu variacdo significativa, entretanto observamos aqui um erro
bastante elevado na determinagdo dessa molécula nos tratamentos com o cobre. Nesse
caso, o coeficiente de variagdo foi maior do que 50%. Apesar disso, pensamos que pode

ser possivel que na luz azul e situag@o controle tenha havido estimulo de carboidratos.

E relevante comparar estes resultados com os da microalga Ankistrodesmus
fusiformis no trabalho de Oliveira (2023). Ao ser cultivada sobre concentragdo de cobre
de 1.10°* M, houve aumento significativo de carboidratos totais em comparagdo com a

menor concentra¢do de cobre utilizada, de 1,3.10'° M (Oliveira, 2023). Neste estudo, a
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microalga Pediastrum sp. foi cultivada sob concentra¢do de cobre superior, de 7,5.107
M, mas o aumento significativo na concentracdo de carboidratos nao foi verificado.
Exemplos da literatura reafirmam o carater espécie-especifico da resposta de
biomoléculas a agentes toxicos (Magdaleno, 2014; Levy et al, 2008), portanto, com
tolerancia variada a metais a depender da espécie e cepa utilizada. Simultaneamente,
condi¢des de luminosidade e nutrientes do cultivo podem causar alteracdes na

composi¢ao bioquimica da célula (Jaiswal et al., 2020).

A concentracdo de carboidratos totais pode ser indicativo do efeito de variaveis
experimentais no metabolismo algal como luz, metais dentre outros (Baracho, Silva e
Lombardi 2019; Masojidek, Torzillo e Koblizek, 2013). De acordo Masojidek, Torzillo e
Koblizek (2013) “a fotossintese pode ser definida como uma reagdo de oxirredugdo
movida pela luz em que o didxido de carbono (CO2) ¢ convertido em carboidratos”.
Portanto, o efeito de fatores ambientais deve estar relacionado com um equilibrio entre a

producdo direta dessa biomolécula e seu uso pela célula.

4.4.2. Proteinas

O alto erro para proteinas totais determinadas na biomassa de Pediastrum sp.
(Figura 15) sugere que pode ter havido problemas quanto ao rompimento da parede

celular, durante sua determinagao.
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Figura 15. Concentragdes de proteinas. Controle: Cu usual do meio BG11 e Cobre EC20,
para todas as cores de luz LED. Os valores representam a média (n=3) e as barras de erro,
o desvio padrdo da média. A barra azul corresponde ao cultivo com LED azul, a barra
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vermelha ao cultivo com LED vermelho e a barra amarela corresponde ao cultivo com
LED branco. Letras iguais acima das barras indicam diferen¢a nao significativa (ANOVA
two-way, p <0,05).

Os resultados de proteinas totais nesta pesquisa ndo apresentaram significancia
estatistica. Entretanto, de acordo com a literatura, poderia ser esperado um aumento dessa
biomolécula a partir do da exposi¢do a concentracdo mais elevada do cobre em
comparagdo com o controle, como observado na microalga Scenedesmus vacuolatus
(Sabatini et al., 2009). Isso estaria, segundo relatado na literatura, com a formacao de

proteinas ligantes de metal para mitigar seus efeitos intracelulares.

As condigdes experimentais para outra espécie de Chlorophyta dulciaquicola,
Kirchneriella contorta, com cultivo com concentragdo de cobre inferior ao EC20 em
Aoyagi (2020), demonstraram aumento de até 30% de proteinas. De acordo com o autor,
o efeito de magnificacdo deu-se na combinagdo cobre com luz azul. Junto ao aumento da
concentragdo de proteinas o autor mostrou que houve acréscimo de 50% de carotenoides

totais, que em Pediastrum sp. mantiveram-se constantes.

5. Conclusao

Diferentes cores de luz LED, na presenga ou auséncia de cobre subletal (EC20)
causaram alteragdes na resposta fisioldgica de Pediastrum sp., com particularidades entre
os parametros analisados. A luz azul favoreceu o acimulo de clorofilas @ ¢ b em
associacdo com o cobre subletal, j& para a situacdo controle os carotenoides e carboidratos

totais foram estimulados nessa mesma condi¢ao de luminosidade.

O cobre na concentracdo equivalente ao EC20 intensificou a dissipacao
fotoquimica independente da cor de luz a qual as culturas foram expostas, mas a
dissipagdo nao-fotoquimica em associagdo com o metal foi maior apenas sob luz branca

e vermelha.

Devido as caracteristicas do processo fotossintético, foi levantada a hipotese do
cobre ter influenciado na cadeia de transporte de elétrons por meio de sua associacdo com

a plastocianina, enquanto as cores de luz LED influenciam na biossintese de clorofilas.
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Entretanto, os resultados monstraram que tais interagiram simultaneamente e de modo

diferente para cada tratamento a qual a Pediastrum sp. foi submetida.
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