Relacdo entre a disponibilidade de ferro (Fe2+) e a
capacidade de sequestracao de CO2 pela espécie

Tetraselmis chuii

O ferro provou ser um elemento fulcral para o balango biogeoquimico da produtividade
primaria da zona eufética dos oceanos. Estudos de “fertilizagdo” em ferro que procuraram
estabelecer esta relagcao foram conduzidos preferencialmente em meso- e macro- escala,
embora experiéncias de pequena escala reflitam com rigor os processos que ocorrem in
situ. Neste sentido, foi estudada a resposta da microalga Tetraselmis chuii a diferentes
concentragdes de Ferro (Fe?"), cultivando-a em trés grupos experimentais: controlo (meio
F/2), Il (FI2 + 2x Fe?) e lll (F/2 + 4x Fe?"). Foi calculado o peso seco, que permitiu a
determinagdo da biomassa algal (m,, g L) e da massa de carbono inorganico
sequestrado (Mg, g L™?). Comparativamente ao controlo (m, = (1,7 + 0,58), m¢ = 0,85), 0
Grupo Il (m, = (2,6 £ 0,58), m¢ = 1,3) e particularmente o Il (m, = (4,0 £ 1,0), m¢i = 2,0)
verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa na producdo de biomassa e na
sequestracdo de carbono. O presente estudo permitiu demonstrar a existéncia de um
maior crescimento algal em culturas expostas a uma maior concentragcdo de Fe,
concluindo que a sequestracdo de CO, é potenciada usando concentragdes crescentes
daquele metal, pelo menos na gama de concentracdes testada no presente estudo.
Investigacdes subsequentes deverdo procurar compreender a influéncia da adubagéo em
ferro na proliferacdo de outras espécies, nomeadamente no que se refere as
florescéncias de microalgas com potencial téxico (harmful algal blooms, HBAS).
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ecologia e evolugéo

D INTRODUCAO

Durante as Ultimas décadas, o papel do ferro nos ecossistemas marinhos tem sido alvo de um interesse
renovado, sendo cada vez mais sublinhado como um importante micronutriente bioativo e tido como um dos
responsaveis pela relacdo biogeoquimica da produtividade dos oceanos (Martin, 1990), a qual resulta,
ultimamente, do estabelecimento de complexas relagées entre fatores ecofisiolégicos dependentes da
disponibilidade daquele metal, cuja concentragdo média a superficie do oceano ronda os picomolar. Alguns
dos limites potenciais impostos pela fisiologia dos organismos a sua propria adaptacdo ao seu nicho
ecologico incluem a relagdo entre consumo e fixagdo de carbono acoplado as taxas de respiracao aerobia e
fotossintese e a substanciacdo e sustentabilidade do crescimento e dindmica populacionais. Estas
concentracdes poderdo ser insuficientes para suportar elevadas quantidades de biomassa de fitoplancton

ou taxas de crescimento maximas.

Os estudos subordinados a avaliacéo dos efeitos de ferro (Fe) no crescimento de fitoplancton em &reas de
elevada concentragdo de nitratos e baixa concentracdo de clorofila tém sido realizados preferencialmente
em macro- ou meso- escala, recorrendo a modelos globais biogeoquimicos a partir do estudo de
ecossistemas completos, como o Oceano Antartico (Boyd et. al., 2004; Gervais et. al., 2002; Coale et. al.,
2004), a regiao este do Pacifico equatorial (Martin el. al., 1994; Coale et. al., 1996) ou o Pacifico subartico
(Tsuda et. al., 2003; Boyd et. al., 2004). Porém, experiéncias de pequena escala podem também refletir com

rigor processos que ocorrem in situ ao nivel dos produtores primarios ou ao nivel quimico.

O sucesso das experiéncias de “fertilizagdo” em ferro in situ tem vindo a suportar a ideia da possibilidade de
o enriquecimento artificial em micronutrientes do oceano poder vir a mitigar o aumento da quantidade de
CO:2 atmosférico que resulta das atividades antropogénicas (Gribbin, 1998; Martin, 1990), a partir do
desencadeamento da proliferacdo da comunidade fitoplancténica. Este fendbmeno de desenvolvimento de
elevadas densidades de organismos em vdrias escalas de espagco e tempo de forma relativamente
repentina e local ou geograficamente limitada (Al-Ghelani, Alkindi & Al-Akhzami, 2005) é designado por
florescimento algal ou, por apropria¢cdo do termo anglo-saxoénico, algal bloom. No entanto, tem surgido um
debate consideravel quanto a esta questdo, mormente devido a dificuldade de, a partir de experiéncias de
“fertilizacdo” dispersa e de curto-prazo, se extrapolarem conclusdes validas a previsdo dos cenarios
resultantes da adicdo massiva de Fe que seria necessario introduzir no oceano para afetar
consideravelmente os niveis de CO2 atmosférico (Chisholm et. al., 1991; Buesseler & Boyd, 2003). Isto
porque, apesar das grandes diferengas de magnitude nas respostas obtidas, virtualmente todos os estudos
desenvolvidos até data provocaram, a partir da adicdo de Fe, uma reducdo superficial na pCO2 que se
localizaria entre os 50 partes por milhdo em volume (ppmV) e os 107 ppmV apds um século de “fertilizagao”
ininterrupta. Assim, a “fertilizacdo” ainda n&do aparenta prover a solugdo para a atual problematica do
desequilibrio carbénico, devido a uma previsivel deplecao parca e demorada em didxido de carbono. Por
outro lado, a “fertilizagdo” em ferro podera provocar, potencialmente, efeitos secundarios que poderiam
parcial ou totalmente anular as possiveis vantagens da mesma, tais como o aumento de situacdes de

andxia ou hipdxia na zona mesopelagica e no oceano profundo (Sarmiento & Orr, 1991; Jin & Gruber, 2003;
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Gnanadesikan et. al., 2003).1. Apesar de tudo, os resultados obtidos até hoje estédo longe de poderem ser
considerados insignificantes e ainda se revelam atrativos enquanto um de entre varios meios de capturar o
carbono antropogénico (Aumont & Bopp, 2006). Com efeito, o aperfeicoamento das técnicas de “fertilizagao”
existentes encontra-se dependente da compreensdo da resposta da biota pelagica? ao aumento da

disponibilidade de Fe, nomeadamente a partir de bioensaios.

Os resultados de experiéncias laboratoriais baseadas em bioensaios desempenham também um papel
critico no apoio a hipétese de limitacdo de ferro® (Geider & La Roche, 1994), consistindo na andlise de
subamostras replicadas de uma amostra homogénea em baldes de crescimento, alternando entre diferentes
combinacBes de nutrientes potencialmente limitantes, registando a mudanca na quantidade de biomassa,
na fotossintese ou na captacdo de nutrientes apds incubacédo em condic8es idénticas por periodos de 1 dia
a ~ 1 semana. Estudos daquela natureza, em que se enquadra o presente trabalho, permitem, pois, suprir
algumas das lacunas da macro-escala, nomeadamente permitindo contrair o escopo do estudo,
prontificando maior facilidade na interpretacdo dos resultados obtidos; aumentar a celeridade da reacdo
estudada; evitar danos imprevisiveis no ecossistema alterado; permitir a viabilidade administrativa e

econdmica do projeto.

A maioria dos bioensaios j& realizados mediram as respostas ecoldgicas de populacdes de fitoplancton,
estudando, como varidveis dependentes, a concentracéo de
clorofila a, a abundancia de fitoplancton ou o consumo de
macronutrientes (e.g. CO2, NO3> e PO4*). O presente
trabalho tem como objetivo estudar o efeito da

suplementacdo de Fe ao meio nutritivo F/2, comummente

utilizado no crescimento de microalgas marinhas, utilizando a =~ ===

espécie Tetraselmis chuii Butcher 1959 como espécie e - ﬁ"

modelo (Figura 1). Esta espécie € uma Chlorophyta FIGURA 1. Célula de Tetraselmis chuii (fotos
tetraflagelada, fitoplancténica marinha. de Teresa Mouga).

Os sistemas de cultivo mais comuns de microalgas sdo os descontinuos (em batch). Estas sdo culturas
muito dindmicas, em que a populacao algal exibe um crescimento caracteristico, em curva sigmoide (ver
Figura 2), consistindo numa sucessdo de 6 fases de crescimento: fase Lag (1), onde ndo se verifica
crescimento porque a populacdo se esta a adaptar as condi¢Bes de cultivo; fase de aceleracéo (2), onde se
verifica o inicio da divisdo celular; fase exponencial (3), fase de crescimento constante no qual a populagéo
cresce alterando as condi¢cdes do meio; fase de retardamento (4), na qual se observa o decréscimo do

crescimento, dadas as alteracdo introduzidas no meio, designadamente a reducdo dos nutrientes

1 Considere-se que o processo de fertilizagdo potencia o crescimento de fitoplancton, suportado pelo sequestro de
dioxido de carbono e nutrientes a superficie do oceano. Esta deplegdo altera a distribuicdo em CO:2 e nutrientes na
coluna de agua, que se desloca preferencialmente para a profundidade, ao passo que a distribuicdo de oxigénio
experimenta a tendéncia oposta. O contelildo oceénico naquele gas concentra-se, portanto, a superficie, onde escapa
para a atmosfera. Concomitantemente, a respiracdo aerdbia fitoplancténica (estimulada por meio da fertilizagao)
contribui para o consumo de oxigénio dissolvido nas aguas do oceano.

2 Refere-se aqui a biota que ocupa toda a coluna de agua desde a superficie até acima dos sedimentos que cobrem o
fundo oceénico.

3 Hipdtese que sugere que o ferro é um elemento limitante do crescimento algal, pelo que o enriquecimento do oceano
neste metal poderia potenciar este crescimento, transferindo mais carbono para o oceano profundo, assim diminuindo
os niveis de CO2 atmosférico.
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disponiveis, entre outras; fase estacionaria (5), na qual o crescimento termina dado que um dos nutrientes
ou a luz se tornou indisponivel; e fase de declinio (6), onde o tamanho da populacédo decresce. A duracéo
da fase estacionaria e a velocidade a que ocorre a fase de declinio variam de espécie para espécie
(Barsanti & Gualtieri, 2014).

g

1 (@ (3) (4) (5) (6)

FIGURA 2: Curva de crescimento algal (fonte prépria).

Espera-se obter a variagcdo do crescimento da populacéo T. chuii pela adicdo de Fe ao meio, durante a fase
exponencial. Dos ajustamentos fisiologicos esperados, contam-se a alteragdo na concentracdo de
determinadas enzimas, como a ferredoxina, bem como da sua atividade (Geider & La Roche, 1994). As
respostas ecolégicas envolvem frequentemente mudangas na estrutura da populagdo estudada, sendo
observaveis num periodo temporal curto, associadas a divisdo celular e, portanto, ao crescimento

populacional.

D MATERIAL E METODOS
Meios de cultura e in6culos de microalgas

As culturas-mée de microalgas em fase exponencial, num total de 5 L, e os meios de cultivo, foram
fornecidos pela Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar (ESTM), Politécnico de Leiria, Peniche. O
meio de cultura utilizado foi meio F/2 Guillard, cuja composicao esta descrita na Tabela 1. A espécie modelo

utilizada foi a Chlorophyta marinha Tetraselmis chuii.
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TABELA 1. Composi¢do do meio F/2 (Guillard, 1975; Guillard & Ryther,
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1962).
Componente Solucgéo Stock Quantidade
NaNO3 75 g/L dH20 1mL
NaH2PO4 - H20 5 g/L dH20 1mL
Na2SiOs - 9H20 30 g/L dH20 1mL
NaNO3 75 g/L dH20 1mL
Solugéo trace-metal (infra) 1mL
Solugéo vitaminas (infra) 0.5mL
Solucgao trace-metal
Componente Solugao Stock Quantidade
FeClz- 6H20 3.15¢
Na:EDTA - 2H.0 4.36 g
CuSOs4 - 5H20 7.8 g/L dH20 1mL
Naz2MoOgs - 2H20 6.3 g/L dH20 1mL
ZnS04- 7TH20 22.0 g/L dH20 1mL
CoCls- 6H20 10.0 g/L dH20 1mL
MnClz - 4H20 180.0 g/L dH20 1mL
Solucgdo vitaminas
Componente Solugao Stock Quantidade
Tiamina HCL (vit. B1) 200 mg
Biotina (vit. H) 1.0 g/L dH20 1mL
Cianocobalamina (vit. B12) 1.0 g/L dH20 1mL

Condig8es do cultivo da cultura-mée

O cultivo da cultura-méae de microalgas deu-se ao longo de 30 dias, tendo-se realizado, neste periodo,
operacdes de repicagem* com frequéncia quinzenal, em condi¢fes de 30-33%. de salinidade, fotoperiodo de
luz:escuro de 16h:8h com uma intensidade luminosa de 1000 lux e arejamento constante. Durante a fase
experimental, as salas de cultivo foram mantidas com iluminacdo artificial continua, fornecida por 3
lampadas LED de cor branca de 4 W de poténcia elétrica (LED T5 4W 0.3 m AIGOSTAR).

Esterilizacdo

Realizou-se a esterilizacdo da vidraria e sistema de tubagens usado para o arejamento recorrendo a
desinfecéo quimica por cloracdo de agua através de um banho de hipoclorito de sddio, de concentragéo 1
ml L1, durante um periodo de 22 h. Seguiu-se a neutralizacdo da solucéo recorrendo a uma solucao de
tiossulfato de sédio, de concentracdo massica 150 g L. Verificou-se a neutralidade da solugéo recorrendo a
um sensor de pH (PH-BTA, Vernier). Seguidamente, rejeitou-se o contetdo dos baldes, enxaguou-se 0 seu
interior com &gua destilada e rolhou-se e selou-se cada um dos 9 balGes de crescimento, usando algodéo e
gaze estéreis como isolamento, as quais se sobrepds um fragmento de folha de aluminio posteriormente
fixada com um material colante adesivo. Este procedimento repetiu-se para a vidraria sempre que

necessaria a transferéncia de material bioldgico entre balGes.

A inoculagdo da biomassa algal para os baldes e as repicagens foram feitas a chama do bico de Bunsen, no
interior de uma hotte previamente desinfetada recorrendo a uma soluc¢éo de base alcodlica, tendo o cuidado
de esterilizar todo o material que viesse a contactar com o interior dos baldes de crescimento, incluindo

varetas de vidro, espatulas, funis, provetas graduadas, entre outro.

4 Em condicdes de esterilidade, realizou-se a transferéncia de metade do volume total da cultura algal para baldes
recém-esterilizados com meio de cultura novo.
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Cultivo

Apesar de, na maioria das experiéncias laboratoriais, o ferro ser usado na sua forma quelada, enquanto
EDTA férrico, citrato férrico ou ascorbato ferroso (Anderson et. al., 2005; Botebol et. al., 2013) e, mais
recentemente, nano-particulas de ferro se terem revelado excelentes fontes deste metal (Kadar et. al.,
2012), foi eleita, como espécie quimica fornecedora de ferro, o cloreto de ferro, por ser o mais comummente

utilizado nas experiéncias de cultura em macro-escala (Borowitzka, Beardall & Raven, 2016).

Para o cultivo da espécie modelo, T. chuii, foram usados 9 baldes de fundo raso de 1 L de capacidade
(Figura 3) agrupados em trés grupos de estudo distintos (3 réplicas experimentais por grupo), com
guantidades crescentes de ferro dissolvido: controlo, com a concentracdo standard de FeCls-6H20 (cFe =
3,45 x 10® molL*; cmFe = 9,33 x 10 g L) presente no meio F/2; Grupo Il, de concentragdo massica em
FeClz-6H20 no valor de 1,87 x 102 g L* (correspondente ao dobro da quantidade de ferro presente no meio
F/2); Grupo lIl, de concentragdo massica em FeClz-6H20 no valor de 3,73 x 102 g L (correspondente ao
guadruplo da quantidade de ferro presente no meio F/2). Para cada um dos bal6es de crescimento, foi
usada uma concentragéo inicial de 25% (V/V) de cultura de T. chuii, i.e. 187,5 ml acrescentando, 560,5 ml
em agua destilada e 2,0 ml de meio de cultura F/2 Guillard, perfazendo o volume final de 750 mL por baldo
de cultura. A salinidade usada foi de 30 a 33%o, ja que a estirpe algal usada € marinha (ver Figura 1). As
culturas foram arejadas através de um sistema de arejamento que incluiu 7 m de tubagens de silicone
(12/05 mm) conectadas a 9 pipetas graduadas de 1 ml de capacidade associadas a cada um dos bal6es de

crescimento e a um compressor de ar (Hagen Marina 200 Air Pump, 2x1800 cm?3 min-1).

Apbs um periodo de 15 dias foi realizada uma repicagem, usando um fator de diluicio de 2. A chama de um
Bico de Bunsen, foram ainda coletadas amostras de 2 ml de suspensdo de cada um dos baldes, para
avaliacdo do grau de contaminacdo das culturas, determinada por observacdo ao Microscopio Otico
Composto a uma ampliacdo de 400 x.

FIGURA 3. Ensaio experimental de cultivo de Tetraselmis chuii (a) Grupo I:
controlo, Grupo II: Fex2; Grupo lll: Fex4 (b) detalhes dos baldes de cultivo,
mostrando o sistema de arejamento no exterior e (c) no interior do baldo (n = 3).
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Célculo do peso seco

Ao 28.° dia da experiéncia, uma amostra homogeneizada de 100 ml de cada um dos balBes de crescimento
foi filtrada por vacuo, usando um dispositivo composto por um kitasato, um funil de Biichner e uma
mangueira de silicone conectada a uma bomba de vacuo manual, usando filtros de fibra de vidro de 47 mm
e de porosidade 0,20 um (ver Figura 4), ao que se seguiu a determinacédo da biomassa por peso seco apés

secagem a uma temperatura de 100 °C num forno comercial, durante um periodo de 6 h (Figura 4).

FIGURA 4: Registo fotografico do processo de filtracéo (a) e filtrados obtidos antes da secagem (b).

Para o célculo do peso seco (Dry Weight, ou DW), recorreu-se a seguinte férmula (Rukminasari, Omar &
Lukman, 2019):

DW = (W1 - Wo)/V - 1000
em que DW corresponde ao peso seco (gL'); W1 ao peso do filtro + papel de aluminio + biomassa algal
final; Wo ao peso do filtro + papel de aluminio; e ¥V ao volume da amostra (100 ml). Ultimamente, para a
conversdo da medida de peso seco na unidade indicada (g L), aplicou-se um fator de 1000 (observe-se

gue o valor V é expresso em ml).

Afericdo da quantidade de carbono
Segundo Richmond (2004), o conteido em carbono varia significativamente consoante as espécies de
microalgas estudadas e as condi¢cdes de cultivo, podendo variar entre 17,5 e 65% do peso seco. No
entanto, a maioria das espécies contém cerca de 50% de carbono em peso seco. Assim, considerar-se-a o
seguinte fator de conversdo biomassa/contetdo em C:

c¢C=DW -0,50

em que cC corresponde ao contetildo em carbono (g Lt); e DW ao peso seco (g L?).
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Analise estatistica

Os ensaios foram efetuados em triplicado e os resultados foram expressos em média e desvio padrao. O
tratamento estatistico dos dados obtidos fez-se recorrendo a uma andlise de variancia (ANOVA)?,
considerando o nivel de significAncia a 5% (p<0,05).

D RESULTADOS

Durante um periodo de ~ 72 h ap6s inoculagdo de material biolégico, as culturas entraram na fase Lag, que
corresponde a adaptagdo a baixa concentracdo algal e elevada concentracdo de nutrientes consistentes
com algum stress fisiolégico, que se manifesta através da opacidade e intensidade de cor bastante
reduzidas, quase transparéncia do contetido dos balBes de crescimento préximo da superficie, deposicao

de alguma matéria algal sobre o fundo e areas laterais dos balGes.

ApOs estes dias de adaptacdo, as culturas entraram na fase de crescimento exponencial, registando-se um

aumento da cor da cultura ao longo dos dias.

No periodo que mediou entre o 1.° e 0 15.° dias de experiéncia, verificou-se um crescimento uniforme das
culturas, atingindo todas elas a fase estacionaria entre os 12.° e 14.° dias, evidenciada pela permanéncia de
uma cor escura e opaca das culturas de algas. A observacdo ao microscopio permitiu, ainda, verificar a
auséncia de contaminagdes significativas.

No periodo que se seguiu a

Gr. I (controlo) Gr. II Gr. III

repicagem, entre os 16.° e 22.°
dias, registou-se um crescimento

diferencial das culturas, ao longo

Baldo 1

de trés linhas distintas, correspon-
dentes aos trés grupos experi-
mentais em estudo. Macrosco-

picamente, aqueles distinguiram-

Balao 2

se pela quantidade de matéria
biologica precipitada, intensidade
de cor e opacidade das solu¢des, | ————
de tal forma que para dispo-

nibilidades superiores de Fe se

Baldo 3

observaram maior opacidade e

intensidade de cor e, em simul-

tdneo, menor sedimentacdo de

FIGURA 5. Registo fotografico dos baldes de crescimento antes do céalculo

matéria organica (Figura 5). do peso seco (28.° dia de experiéncia).

Ao 22.° dia de experiéncia, o0s

baldes do Grupo experimental Il registam uma maior intensidade de cor das culturas. De registar que, entre

5 Colecdo de andlises estatisticas que estima quéo significativa é a influéncia exercida sobre as variaveis dependentes
atribuivel as variaveis independentes a elas afetas.
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0 23.° dia e o 28° dia da experiéncia, a observacdo microscépica de amostras das culturas permitiu
identificar alguma contaminacdo (amebas, bactérias e outros microrganismos nédo identificados) os quais
poderao ter comprometido de alguma forma o crescimento da populacéo algal (por competicdo por recursos
e ingestdo de microalgas®).

Os resultados obtidos evidenciam um maior crescimento algal para culturas sujeitas a uma maior
disponibilidade de Fe, correspondente a uma maior concentragdo de FeCls-6H20 em solugéo (Figura 6). A
variagdo registada € consideravel e a andlise estatistica permitiu concluir que houve uma diferenca
estatisticamente significativa no crescimento entre o Grupo | (controlo) e o Grupo experimental Il (ANOVA,
p-value = 0,024003).

5,0000

4,5000

4,0000

3,5000

3,0000

2,5000

2,0000 T
1,5000 T
1,0000 T

0,5000
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Concentragdo de Biomassa/Carbono
(g/L)

CDW cC CDW cC CDW cC
Controlo (F/2) Controlo (F/2) Grupo 11 Grupo 11 Grupo 111 Grupo 11
(F/2+2xFe)  (F/2+2xFe) = (F/2+4xFe)  (F/2+4xFe)

FIGURA 6: Conteudo de biomassa (peso seco - DW) e de carbono (cC) de Tetraselmis chuii apos 28 dias
de crescimento. Valores relativos & média e desvio padrdo em cada grupo experimental.

O controlo registou um valor final de biomassa 1,7 + 0,58 g L (peso seco), enquanto no tratamento no qual
se duplicou a quantidade de Fe registou uma quantidade de biomassa de 2,6 + 0,58 g L (peso seco)
(incremento de 52,94% em relagdo ao controlo) e o tratamento no qual se quadriplicou a quantidade de Fe
registou uma quantidade de biomassa de 4,0 + 1,0 g L* (peso seco) (incremento de 135,29% em relagcédo ao
controlo). Quanto ao conteudo em carbono, para o primeiro tratamento (controlo) obteve-se um valor de
0,85 + 0,29 g de C por litro de cultivo algal; para o segundo (Grupo Il), 1,3 + 0,29 g de C por litro de cultivo
algal; e, para o terceiro (Grupo Ill), 2,0 £ 0,5 g de C por litro de cultivo algal.

A aplicacao da andlise estatistica entre os grupos de estudo demonstrou, relativamente ao peso seco, que
os resultados obtidos sdo estatisticamente significativos. Tal corrobora que os tratamentos aplicados
demonstraram um efeito significativo sobre o crescimento de T. chuii, verificando que uma concentracéo
crescente de Fe (em até 4 vezes aquela usada no controlo) possui efeitos favoraveis a producdo de

biomassa nesta espécie unicelular.

6 O crescimento de organismos indesejaveis favoreceu a competicdo interespecifica por nutrientes, diminuindo a sua
disponibilidade para o organismo de interesse e afetando a dindmica da populacdo estudada. Acresce que as amebas
se tratam de protozoarios predatérios que podem incluir na sua dieta microalgas como as estudadas.
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D DISCUSSAO

O efeito do aumento da disponibilidade de Fe na sequestracdo de carbono pela microalga marinha
Tetraselmis chuii foi analisado através da andlise do conteddo de carbono em amostras triplicadas de
tratamentos com concentracdes crescentes de Fe, apdés um periodo de incubacdo de 28 dias. Esta
extrapolacdo é valida pelo facto de que as microalgas possuem mecanismos ativos de captura e
armazenamento de bicarbonatos a nivel celular, por sua vez resultantes da dissolucdo de diéxido de
carbono atmosférico em agua. Os bicarbonatos sédo subsequentemente desidratados, ora espontaneamente
ora por anidrase carbonica, resultando em CO:2 que é capturado através da atividade do ciclo de Calvin,
ultimamente resultando na formacao de biomassa algal (Sayre, 2013). O ferro participara neste processo ao
ser incorporado em varios catalisadores proteicos, alguns dos quais participantes da cadeia transportadora
de eletrdes da fotossintese. Segundo Herzog & Golomb (2004), por cada grama de biomassa algal
produzida, sdo capturados entre 1,6 a 2,0 g de CO2. Assim, o célculo do peso seco e do contetdo de
carbono em amostras de culturas algais revela-se uma medida indireta da capacidade de sequestracdo de

CO: atmosférico.

Os resultados obtidos permitem relacionar o aumento da disponibilidade de ferro a um aumento da
capacidade de sequestracdo de carbono por culturas algais, tal como corroborado pelo aumento da
biomassa que acompanhou o aumento da disponibilidade de Fe. Este resultado permite concluir que o
crescimento populacional das culturas foi potenciado durante o periodo de incubacao para as amostras com
maior disponibilidade daquele metal, o que resultou numa maior concentracdo algal e, por conseguinte,

numa maior taxa de sequestracdo de carbono em solucgéo.

Efetivamente, enzimas como a ferredoxina exibem ferro na sua constituicdo e estdo diretamente envolvidas
na fotofosforilacdo, portanto na fotossintese, responsavel pela producdo de compostos orgéanicos pela alga.
Ora, uma maior concentracdo de ferro permitird uma sintese mais intensa daquelas enzimas, aumentando a
sua concentragdo e, portanto, a eficacia da fotossintese, conduzindo a uma maior produgdo de compostos
de carbono e maior sequestracéo de carbono inorgéanico. O facto do tratamento contendo o quadruplo de Fe
ter evidenciado uma concentracdo elevada de biomassa, muito superior ao tratamento no qual se duplicou a
guantidade de Fe, permite, efetivamente, comprovar que este micronutriente é fundamental para potenciar a

fotossintese e, portanto, a sequestracdo de C inorganico.

No entanto, a exatiddo dos resultados obtidos e, por conseguinte, das conclusGes passiveis de serem

retiradas a partir dos mesmos podera ter sido afetada por fatores varios.

A metodologia inicialmente prevista para a obtencado de uma medida indireta da sequestracéo de dioxido de
carbono seria o recurso a um fator de conversdo presente em algoritmos descritivos de uma correlagédo
matematica entre o conteldo em carbono orgéanico e o biovolume, o qual seria calculado a partir de
dimensbes lineares medidas microscopicamente (tal como referido por Steinman et. al., 1991; Snoeijs,
1994; Sommer, 1994, 1995; Hillebrand & Sommer, 1997), convertidas, por sua vez, em unidades de volume
a partir de figuras geométricas simples - no caso de Tetraselmis chuii, uma esferoide prolata. Esta
metodologia, comummente usada para realizar uma estimativa da quantidade de biomassa em microalgas,
permitiria estimar mais rigorosamente a biomassa de fitoplancton, tal como corroborado pelos trabalhos de

Booth et. al. (1988) ou Sieracki et. al. (1992). No entanto, as restricdbes que advieram da pandemia de
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Covid-19 impossibilitaram o recurso a esta metodologia, tendo sido em alternativa calculado o peso seco,

método menos rigoroso.

Por outro lado, a fonte de ferro utilizada podera nao ter sido a mais adequada. Tal deve-se ao facto de o
EDTA férrico ser referido como a melhor espécie quimica fornecedora de ides ferro (Anderson & Morel,
1982; Shaked et. al., 2005; Shaked & Lis, 2012), isto porque a agua marinha possui elevadas quantidades
de iBes Ca?* e Mg?*, os quais competem com as espécies de Fe pela maioria dos seus ligantes putativos,
dai surgindo a problematica da insolubilidade do ferro se agudizar em meio anaerébico em agua do mar
(Botebol et. al., 2013). Assim, uma vez que o propésito deste trabalho estava intimamente relacionado com
a hipotese de utilizacdo em larga escala de ferro para o cancelamento massivo de diéxido de carbono
atmosférico, e como tal estaria dependente de um fornecimento alargado de ferro por técnicas de
geoengenharia sobre extensas areas de oceano aberto, as condi¢cdes estudadas e os reagentes usados
deveriam ser 0s mais préximos possiveis dos encontrados e usados nos estudos em macro-escala.

Finalmente, o comportamento das culturas apés inoculagdo pode ser explicado pela introducdo abrupta de
guantidades elevadas de ferro em solugdo. Apesar de este micronutriente ser essencial para as algas, é
também altamente reativo e potencialmente téxico devido a ocorréncia da reacdo de Fenton e a
consequente producdo de radicais hidroxilo (Halliwell & Gutteridge, 1992), o que podera resultar em taxas
de crescimento reduzidas nos primeiros dias, a sedimentagdo da cultura algal e, mesmo, a alguma morte
celular. Mais ainda, individuos de T. chuii possuem a capacidade de, passadas duas semanas em cultura
ou em condi¢Bes desfavoraveis, formarem quistos, células de resisténcia que se formam em periodos de
stress, rodeados por uma parede celular espessa e estratificada, formando anéis concéntricos com
inUmeros granulos de pequenas dimenses: papilas apicais (Butcher, 1959). Tal explica a formacédo de
mucilagens e precipitados celulares nos dias que subseguiram as operacfes de inoculagdo de microalgas,
pois tal foi sempre acompanhado de um fornecimento adicional em nutrientes, incluindo FeCls-6H20. A
possibilidade dos cultivos poderem rejuvenescer e adquirir mobilidade novamente em condi¢des favoraveis
(Arora et. al.,, 2013) justificam as variacbes registadas nas populagBes de algas nos referidos dias
subsequentes — inicialmente decaindo e readquirindo, apés esse periodo, as suas caracteristicas

visualmente observaveis.

D APLICACOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Os trabalhos desenvolvidos corroboram a hipétese de que o ferro poderd potenciar a sequestracdo de
carbono a partir de experiéncias de “fertilizagcao” artificial. Apesar do espetro do bioensaio realizado nao
possibilitar a extrapolacdo de conclusdes que permitam entender se o fornecimento artificial deste metal
sobre extensas areas do oceano aberto seria viavel, sustentavel ou seguro, traz, com certeza, resultados
favoraveis a esta hipétese, reafirmando resultados obtidos por experiéncias semelhantes ja realizadas no

passado e confirmando a atratividade que a questdo tratada encerra.

Doravante, a continuidade da realizacdo de estudos de macro-escala e de bioensaios, que procurem
compreender, nomeadamente, a influéncia da pratica de “fertilizagdo” em Fe na frequéncia da ocorréncia de

florescéncias algais com potencial téxico (harmful algal blooms, HBAs), serd fulcral a magnificacdo da
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literatura subordinada a tematica, o que podera, ultimamente, culminar com o desenvolvimento de inovacao
técnica que permita uma sequestracdo eficiente de carbono atmosférico baseada nos mecanismos

associados a “fertilizagdo” em ferro.
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