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A B S T R A C T  Mi cr o a g a e  h o d  t h e p ot e nti a  t o s u p p y s ust ai n a b e 
f o o d, f u e , p asti cs,  a n d  c h e mi c a s  at  c o m m er ci a  s c a es. C u ti v ati n g  
mi cr o a g a e  at  e xtr e m e  p H  ( > 1 0 )  a n d  hi g h  a k a i nit y  pr o vi d es  
m u ti p e  b e n e fts,  i n c u di n g ( 1 )  r e d u ci n g t h e ris k of  c o nt a mi n ati o n  
b y  u n d esir e d  or g a nis ms  a n d  ( 2 )  e n a b i n g  dir e ct  air  c a pt ur e  of  C O 2 , 
w hi c h  e x p a n ds  t h e  a n d ar e a  s uit a b e f or a g a e  f ar mi n g c o m p ar e d  t o 
usi n g  C O 2  p oi nt  s o ur c es a o n e.  H o w e v er,  w e  c urr e nt y  h a v e  a  
 i mit e d u n d erst a n di n g  of  w hi c h  a g a  t a x a c a n  gr o w  u n d er  t h es e 
c o n diti o ns.  T h er ef or e,  w e  c o n d u ct e d  a  hi g h-t hr o u g h p ut  s cr e e ni n g 
of  4 9  fr es h w at er mi cr o a g a e  str ai ns, c o m prisi n g  4 0  s p e ci es, f or t h eir 
a bi it y  t o gr o w  i n m o d er at e  ( p H  8. 5,  2 5  m M  a k a i nit y ),  hi g h  ( p H  
1 0,  7 5  m M  a k a i nit y ),  a n d  e xtr e m e  ( p H  1 0,  1 5 0  m M  a k a i nit y )  
c u ti v ati o n  e n vir o n m e nts.  O ur  r es u ts s h o w t h at m o d er at e  a k a i nit y  
t e n ds t o si g ni f c a nt y i n cr e as e a g a e  gr o wt h  (i n c u di n g  p ot e nti a  y  h ar mf u  str ai ns ). H o w e v er,  hi g h er   e v e s i n hi bit e d a   b ut  a  s m a   
s u bs et of  gr e e n  a g a e  a n d  c y a n o b a ct eri a.  E f e cts  of  s a i nit y a n d  a k a i nit y  di f er e d,  i n di c ati n g t h at t h e y ar e  br o a d y  d e c o u p e d.  O ur  
r es u ts i d e ntif y n e w  i n d ustri a  y r e e v a nt a k a i n e-t o er a nt  str ai ns, s h o w t h at a g a e  is o at e d fr o m “ n or m a ” e c os yst e ms  c a n  b e  
e xtr e m o p hi i c,  a n d  s u g g est t h at f ut ur e bi o pr os p e cti n g  e f orts  f or a k a i n e-t o er a nt  a g a e  a d a pt e d  t o  o c a  c i m ati c  c o n diti o ns  c o u d  
yi e d  a d diti o n a  pr o d u cti vit y  g ai ns  f or t h e a g a e  i n d ustr y. 

K E Y W O R D S  pest  m a  age me  t,  alg al  bi o pr o d ucts,  direct  air  c a pt ure, bic ar b o  ate,  c ar b o   c a pt ure, bi of uels,  bi o di versity,  circ ul ar ec o  o my 

■ I N T R O D U C TI O N 

Mi cr o a g a e  f ar mi n g h as  t h e p ot e nti a  t o a d dr ess  s e v er a  
S ust ai n a b e  D e v e o p m e nt  G o a s  b y  pr o visi o ni n g  m u c h- n e e d e d  
pr ot ei n  a n d  bi o b as e d  f u e s, c h e mi c a s,  a n d  p o y m ers  t o s o ci et y 
w hi e  a s o  sti m u ati n g r ur a  e c o n o mi es  a n d  m or e  e f ci e nt y  usi n g  
w at er  r es o ur c es.1  I n a d diti o n  t o t h e m a n y  f or es e e n b e n e fts  of  
d e v e o pi n g  c o m m er ci a -s c a e  a g a e  f ar ms f or f o o d, f e e d, f u e , a n d  
bi o pr o d u cts,  t h er e ar e  a s o  s e v er a  c h a  e n g es  t h at h a v e   i mit e d 
t h e e c o n o mi c  vi a bi it y  of  s c a i n g u p  a g a e  c u ti v ati o n. 2 ,3  T h es e  
c h a  e n g es  oft e n  i n v o v e o v er a p pi n g   i mit ati o ns r e at e d t o a g a  
e c o o g y  a n d  p h ysi o o g y,  w hi c h  c a n   e a d t o yi e d  i nst a bi it y as  w e   
as  pr o c ess  e n gi n e eri n g  b ott e n e c ks,  w hi c h  i n t ur n c a n  hi n d er  t h e 
e c o n o mi c  b e n e fts  of  a g a e  pr o d u cti o n.  F or  e x a m p e,  o ut d o or  
a g a e  c u t ur es  ar e  s u bj e ct t o att a c k  b y  “ n at ur a  e n e mi es”  of  a g a e,  
i n c u di n g p ar asit es,  p at h o g e ns,  a n d  gr az ers,  as  w e   as  i n v asi o n of  
“ w e e d y” a g a  str ai ns.4 − 6  E n gi n e eri n g  b arri ers  i n c u d e t h e n e e d  
t o i n cr e as e h ar v esti n g  a n d  c o n v ersi o n  e f ci e n c y, 7  t o s ust ai n a b y 
s o ur c e n utri e nts  f or a g a  f erti iz ers,8  a n d  t o o pti miz e  t h e d e i v er y  
of  i n or g a ni c c ar b o n  t o a g a e  i n a  s c a a b e a n d  e c o n o mi c a  
m a n n er. 9  Pr o p os e d  s o uti o ns f or s o m e of  t h es e c h a  e n g es  
i n c u d e p est  m a n a g e m e nt  vi a  t h e us e  of  e xtr e m e  p H /s a i nit y /  
t e m p er at ur es,1 0  t h e a d diti o n  of  bi o ci d es, 1 1  m a ni p u ati o n  of  a g a  
mi cr o bi o m es, 1 2 ,1 3  or  t h e us e  of  di v ers e  a g a  p o y c u t ur es  t h at ar e  
r e p ort e d t o b e   ess pr o n e  t o p est  o ut br e a ks. 1 4 ,1 5  

Of  t h es e pr o p os e d  s o uti o ns, c u ti v ati o n  at  hi g h  p H  a n d  hi g h  
a k a i nit y  i n p arti c u ar  h o ds  pr o mis e,   ar g e y b e c a us e  it a p p e ars  
t o h a v e  m u ti p e  c o b e n e fts  t h at a d dr ess  b ot h  bi o o gi c a  a n d  
pr o c ess  e n gi n e eri n g  c o nstr ai nts  f or a g a e  f ar mi n g.1 6 ,1 7  S p e ci f-
c a  y,  hi g h- p H  c u ti v ati o n  (i. e.,  p H  >  1 0 )  e x c u d es  m a n y  
p ot e nti a  bi o o gi c a  p ests  fr o m t h e s yst e m, as  m ost  gr az ers  a n d  
ot h er  h ar mf u  s p e ci es ar e  n ot  a d a pt e d  t o s u c h e xtr e m e  p H  
c o n diti o ns.  At  t h e s a m e ti m e, usi n g  hi g h- a k a i nit y  p o n ds  a  o ws  
a g a e  f ar mi n g t o b e  d e c o u p e d  fr o m p oi nt  s o ur c es of  C O 2 ; t his is 
b e c a us e  t h e hi g h  a v ai a bi it y  of  i n or g a ni c c ar b o n  i n hi g h-
c ar b o n at e- a k a i nit y  s o uti o ns, c o m bi n e d  wit h  hi g h  m ass  tr a nsf er 
r at es of  C O 2  fr o m t h e at m os p h er e,  f a ci it at es dir e ct  air  c a pt ur e  of  
c ar b o n.  E x a m p es  of  hi g h  pr o d u cti vit y,  d e m o nstr at e d  i n 
c o m m er ci a  y  r e e v a nt str ai ns u n d er  hi g h  p H / a k a i nit y,  i n c u d e 
t h e gr e e n  a g a e  C hl orell a  s p. S L A- 0 4 1 8 ,1 9  a n d  D u  aliell a  s ali  a, 2 0  

t h e di at o m  Nit zsc hi a  i  c o  s pic u a str. Hi d e br a n di, 2 1  a n d  s e v er a  
c y a n o b a ct eri a  r a n gi n g fr o m w e  - k n o w n  c o m m er ci a  str ai ns  i k e 

R e c ei v e d  S e pt e m b er  1 5,  2 0 2 5  
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A c c e pt e d  F e br u ar y  9,  2 0 2 6  
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S pir uli  a 2 2  t o m o d e  str ai ns  i k e Sy  ec h ocystis  P C C  6 8 0 3 2 0  a n d  a  
n e w y  is o at e d str ai n of  Cy a  o b acteri u m  fr o m a n  a k a i n e   a k e.2 3  

D es pit e  t h e p ot e nti a  of  hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  
c u ti v ati o n  t o e n h a n c e  t h e r e i a bi it y a n d  pr o d u cti vit y  of  
s ust ai n a b e a g a e  f ar mi n g, o n y  a  r e ati v e y  i mit e d n u m b er  of  
a g a e  str ai ns h a v e  b e e n  t est e d f or t h eir a bi it y  t o gr o w  u n d er  
a k a i n e  c o n diti o ns,   e a vi n g us  wit h  a  mi ni m a  u n d erst a n di n g  of  
t h e a g a  t a x a t h at m a y  t o er at e s u c h c u ti v ati o n  e n vir o n m e nts.  
M or e o v er,  w hi e  r es e ar c h ers h a v e  i d e nti f e d s e v er a  e c o n o m-
i c a  y b e n e f ci a  a k a i p hi i c  str ai ns, w e  c urr e nt y   a c k a n  
u n d erst a n di n g  of  w h et h er  p ot e nti a  y  h ar mf u  a g a e  str ai ns 
c o u d  a s o  gr o w  i n hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  p o n ds.  I n t his 
c o nt e xt,  “ h ar mf u ” r ef ers t o a n y  mi cr o a g a e  s p e ci es t h at w o u d  
c a us e  e c o n o mi c  h ar m  t o a g a e  f ar ms ( e. g.,  t h os e n ot e d  i n T a b e  
1 ).  F or  e x a m p e,  t o xi n- pr o d u ci n g c y a n o b a ct eri a  s u c h as  
Micr ocystis  a n d  Pl a  kt ot hri x , w hi c h  f or m h ar mf u  b o o ms  i n 
n at ur a  a q u ati c  s yst e ms,2 4  c o u d  t hr e at e n t h e s af et y of  a g a e-
b as e d  f o o d cr o ps,  w hi e  h ar mf u  mi x otr o p hi c  a g a e  s u c h as  
P oteri o oc hr o m o  as  c a n  dir e ct y  c o ns u m e  s m a  er a g a  t a x a, t h us 
d e ci m ati n g  cr o ps. 2 5  

T o  h e p  o v er c o m e  t h es e k n o w e d g e  g a ps,  w e  c o n d u ct e d  a  
s yst e m ati c s cr e e ni n g of  4 9  a g a e  str ai ns, c o m prisi n g  4 0  s p e ci es, 
fr o m t a x o n o mi c a  y di v ers e  gr o u ps  of  p h yt o p a n kt o n  i n or d er  t o 
br o a d e n  o ur  u n d erst a n di n g  of  hi g h- p H  a n d  a k a i nit y  t o er a n c e 
i n a g a e.  T his  bi o pr os p e cti n g  e f ort  f o c us es s p e ci f c a  y o n  
fr es h w at er mi cr o a g a e  b e c a us e  t h eir t o er a n c e t o hi g h  p H  a n d  
a k a i nit y  is  ar g e y u n k n o w n  at  pr es e nt.  T h e  m ai n  g o a s  of  t his 
e f ort  ar e  ( 1 )  t o i d e ntif y n o v e  a g a e  str ai ns c a p a b e  of  gr o wi n g  i n 
hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  c o n diti o ns,  w hi c h  c o u d  b e  us e d  i n 
c o m m er ci a  f ar mi n g, ( 2 )  t o t est w h et h er  a  s et of  r e p ort e d y 
h ar mf u  a g a e  s p e ci es c a n  a s o  gr o w  i n hi g h- p H  a n d  hi g h-
a k a i nit y  c o n diti o ns,  a n d  ( 3 )  t o dis e nt a n g e  e f e cts  of  s a i nit y 
v ers us  p H  a n d  a k a i nit y  o n  a g a  gr o wt h.  W e  e x p e ct e d  o n y  a  
fr a cti o n of  t h e str ai ns t est e d t o b e  pr o d u cti v e  i n t h es e e xtr e m e  
c o n diti o ns,  b ut  w e  a s o  e x p e ct e d  t o dis c o v er  a d diti o n a  a k a i n e-
t o er a nt str ai ns t h at c o u d  b e  of  v a u e  f or i n d ustri a  a g a e  
c u ti v ati o n  f or dir e ct  air  c a pt ur e  of  c ar b o n  di o xi d e  i nt o v a u e-
a d d e d  bi o pr o d u cts.  

■ M A T E RI A L S  A N D  M E T H O D S  

Al g a e  C ult ur e s  

T h e  A q u ati c  E c o o g y  D e p art m e nt  of  E a w a g  m ai nt ai ns  a   ar g e c o  e cti o n  
of  mi cr o a g a  str ai ns r e pr es e nti n g a  br o a d  arr a y  of  t a x a fr o m u ni q u e  
e n vir o n m e nt a  ori gi ns.  T his  c o  e cti o n  pr es e nt e d  a  u ni q u e  o p p ort u nit y  
t o bi o pr os p e ct  f or hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  t o er a n c e a cr oss  m u c h  of  
t h e fr es h w at er p h yt o p a n kt o n  tr e e of   if e. T h e  c u t ur es  s e e ct e d f or t his 
e x p eri m e nt  r a n g e fr o m r e c e nt is o at es fr o m S wiss   a k es t o m a n y  
st a n d ar d “t y p e str ai ns” o bt ai n e d  fr o m c u t ur e  c o  e cti o ns.  T his  a  o ws  us  
t o t est n ot  o n y   a b or at or y- a d a pt e d m o d e  str ai ns b ut  a s o  t h os e m or e  
r e c e nt y is o at e d fr o m n at ur a  s etti n gs. Wit h  t h e e x c e pti o n  of  a  f e w 
br a c kis h  str ai ns ( e. g.,  N a   oc hl or o psis  oc ul at a ),  t h e mi cr o a g a e  us e d  ar e  
ass u m e d  t o b e  a d a pt e d  pri m ari y  t o fr es h w at er (i. e.,  t his st u d y d o es  n ot  
i n c u d e stri ct y m ari n e  str ai ns ). T h e  str ai ns us e d  i n t h e e x p eri m e nt  ar e  
 ist e d i n T a b e  1 . B ef or e  t h e e x p eri m e nt,  c u t ur es  w er e  m ai nt ai n e d  at  2 0  
C  i n C O M B O  m e di u m  wit h  d o u b e  t h e c o n c e ntr ati o n  of  a   n utri e nts  

d es cri b e d  i n t h e ori gi n a  m e di u m  r e ci p e;2 6  t his m e di u m  is h er e aft er  
r ef err e d t o as  2 X  C O M B O.  T his  c o m m o n  m e di u m  w as  us e d  f or a   
str ai ns, as  it is d esi g n e d  t o a  o w  gr o wt h  of  m a n y  disti n ct  a g a  t a x a ( e. g.,  
di at o ms,  gr e e n  a g a e,  c y a n o b a ct eri a );  i n t er ms of  m aj or  n utri e nts,  2 X  
C O M B O  c o nt ai ns  2 0 0 0  μ M  N,  1 0 0  μ M  P,  a n d  2 0 0  μ M  Si  (s e e  Ki h a m  
et  a . 2 6  f or f u   r e ci p e ). W hi e  hi g h er  c o n c e ntr ati o ns  of  Si  ( > 1  m M )  c a n  
i n hi bit n o n di at o m  a g a e,  t h e c o n c e ntr ati o n  us e d  h er e  is n ot  e x p e ct e d  t o 
c a us e  i n hi biti o n, as  C O M B O  is s h o w n t o a c c o m m o d at e  gr o wt h  of  
n u m er o us  n o n di at o m  str ai ns,2 6  a n d  2 0 0  μ M  is wit hi n  t h e r a n g e of  
b a c k gr o u n d  Si  c o n c e ntr ati o ns  o bs er v e d  i n fr es h w at er s yst e ms.2 7  

E x p eri m e nt al  D e si g n  

T h e  pri m ar y  f a ct or t h at w as  e x p eri m e nt a  y  m a ni p u at e d  i n t his 
e x p eri m e nt  ( a p art  fr o m t h e a g a  str ai n i d e ntit y ) w as  t h e m e di u m  t y p e. 
T h e  st u d y is or g a niz e d  i nt o t hr e e p h as es,  wit h  e a c h  p h as e  e x p osi n g  
a g a e  t o a  gr o wt h  m e di u m  wit h  a  hi g h er   e v e  of  p H / a k a i nit y  ( as  w e   as  
s a i nit y ) t h a n t h e pr e vi o us  o n e.  T h e  r ati o n a e f or t his p h as e d  a p pr o a c h  

T a bl e  1.  Al g a e  Str ai ns  Us e d  i n T his  St u d y  

br o a d  gr o u p  s p e ci es 
c u t ur e  

c o  e cti o n  str ai n I D 

c hr ys o p h yt e  a P oteri o oc hr o m o  as  
m al h a me  sis  

C C A P  9 3 3 / 1 C  

cr y pt o p h yt e  Cry pt o m o  as  s p. NI V A  3 / 0 9  

c y a n o b a ct eri a  a A  a b ae  a  pl a  ct o  ic a  NI V A- C Y A  6 5 1  

c y a n o b a ct eri a  a A p h a  i z o me  o   f os-
a q u ae  

NI V A- C Y A  6 8 1  

c y a n o b a ct eri a  a Micr ocystis  aer ugi  os a  E a w a g  is o at e Gr eif e ns e e  

c y a n o b a ct eri a  a M.  aer ugi  os a  P C C  7 8 0 6  

c y a n o b a ct eri a  a Pl a  kt ot hri x  r u besce  s NI V A- C Y A  6 1 9  

c y a n o b a ct eri a  Sy  ec h ocystis  s p. P C C  6 8 0 3  

c y a n o b a ct eri a  Sy  ec h oc occ us  el o  g at us E a w a g  is o at e G M 4 8  

di at o m  Cycl otell a  me  eg hi  i a  a  S A G  1 0 2 0- 1 a  

di at o m  Fist ulifer a  s a pr o p hil a E a w a g  is o at e G M 1 6  

di at o m  Fr agil ari a  c a p uci  a C C A C  2 6 7 8 B  

di at o m  Fr agil ari a  cr ot o  e  sis E a w a g  is o at e G M 2  

di at o m  Fr agil ari a  mes ole pt a  E a w a g  is o at e G M 1 5  

di n o f a g e  at e  Cyst o di  i u m  s p. S A G  5 9. 8 7  

e usti g m at o p h yt e  N a   oc hl or o psis  li m  etic a S A G  1 8. 9 9  

e usti g m at o p h yt e  N a   oc hl or o psis  oc ul at a  S A G  3 8. 8 5  

gr e e n  a g a e  A  kistr o des m us  f alc at us S A G  2 0 2- 2  

gr e e n  a g a e  B otry oc occ us  br a u  ii  S A G  3 0. 8 1  

gr e e n  a g a e  B.  br a u  ii  C C A P  8 0 7 / 1  

gr e e n  a g a e  B.  br a u  ii  C C A P  8 0 7 / 2  

gr e e n  a g a e  B.  br a u  ii  NI E S  2 1 9 9  

gr e e n  a g a e  B.  br a u  ii  E a w a g  is o at e P T 1  

gr e e n  a g a e  B.  br a u  ii  N / A  S h o w a  

gr e e n  a g a e  C hl a my d o m o  as
rei  h ar dtii 

C C  1 6 9 0  

gr e e n  a g a e  C.  rei  h ar dtii C C  3 0 6 0  

gr e e n  a g a e  C hl orell a  v ulg aris  S A G  2 1 1- 1 1 b  

gr e e n  a g a e  C os m ari u m  b otrytis  S A G  1 3 6. 8  

gr e e n  a g a e  Des m o des m us  a b u  d a  s  E a w a g  is o at e G M 2 6  

gr e e n  a g a e  Des m o des m us  ar m at us  E a w a g  is o at e L  t 0 

gr e e n  a g a e  Kirc h  eriell a  s u bc a pit at a S A G  1 2. 8 1  

gr e e n  a g a e  L ager hei mi a  hi  d a kii  S A G  1 1. 9 2  

gr e e n  a g a e  L ager hei mi a  s u bs als a E a w a g  is o at e G M 3 7  

gr e e n  a g a e  Me d a k a m o  h a k o o  NI E S  4 0 0 0  

gr e e n  a g a e  Mess astr u m  gr acile  E a w a g  is o at e G M 4 5  

gr e e n  a g a e  Micr acti  i u m  p usill u m  C C A P  2 3 1 / 1  

gr e e n  a g a e  O ocystell a  heter o m uc os a  E a w a g  is o at e G M 3 5  

gr e e n  a g a e  O ocystis  s olit ari a S A G  8 3. 8  

gr e e n  a g a e  O ocystis  s p. E a w a g  is o at e L  t 0 

gr e e n  a g a e  P a  d ori  a  u  ic occ a  E a w a g  is o at e G M 1 7  

gr e e n  a g a e  Pe di astr u m  b ory a  u m  S A G  8 7. 8 1  

gr e e n  a g a e  P.  b ory a  u m  E a w a g  is o at e G M 2 0  

gr e e n  a g a e  Pe di astr u m  d u ple x  S A G  2 6 1- 2  

gr e e n  a g a e  P.  d u ple x  E a w a g  is o at e G M 2 2  

gr e e n  a g a e  Sce  e des m us  ac u mi  at us  S A G  3 8. 8 1  

gr e e n  a g a e  Sce  e des m us  ar m at us  E a w a g  is o at e G M 2 8  

gr e e n  a g a e  Sce  e des m us  elli ptic us E a w a g  is o at e G M 2 5  

gr e e n  a g a e  St a ur astr u m  p u  ct ul at u m  S A G  6 7 9- 1  

gr e e n  a g a e  Tetr ae dr o   mi  i m u m  S A G  4 4. 8 1  
a D e n ot es  str ai ns d esi g n at e d  as  p ot e nti a  y  h ar mf u  f or c o m m er ci a  
a g a e  f ar mi n g. 
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w as  t h at st e p wis e a c c i m ati o n  m a y  r e v e a  t o er a n c es t h at c a n n ot  b e  
o bs er v e d  b y  dir e ct y  s u bj e cti n g a g a e  t o m or e  e xtr e m e  c o n diti o ns.  I n 
e a c h  p h as e,  t h e t hr e e di f er e nt  m e di a  t y p es t est e d w er e  ( 1 )  2 X  
C O M B O,  w hi c h  s er v e d as  a  p ositi v e  c o ntr o ;  ( 2 )  2 X  C O M B O  wit h  
a d d e d  N a C  at  i n cr e asi n g  e v e s fr o m p h as e  t o p h as e,  w hi c h  s er v e d t o 
disti n g uis h  s a i nit y t o er a n c e fr o m p H / a k a i nit y  t o er a n c e; a n d  ( 3 )  2 X  
C O M B O  wit h  a d d e d  N a H C O 3  a n d / or  N a 2 C O 3  t o i d e ntif y hi g h  p H /  
a k a i nit y  t o er a n c e. T h e  s a i nit y tr e at m e nts m at c h  t h e m ass  
c o n c e ntr ati o n  of  s a i nit y c o ntri b ut e d  b y  t h e a d d e d  c ar b o n at e  s a ts; 
t his r es u ts i n a  4 4 %  hi g h er  m o ar  c o n c e ntr ati o n  of  N a C  v ers us  
c ar b o n at e  s a ts i n e a c h  p h as e  ( e. g.,  2. 1  g / L  N a C  e q u a s  3 5. 9  m M,  w hi e  
2. 1  g / L  N a H C O 3  e q u a s  2 5  m M ).  T a b e  2  d es cri b es  t h e m e di a  
tr e at m e nt  e v e s us e d  f or e a c h  of  t h e t hr e e p h as es.  p H  w as  m e as ur e d  
wit h  M ett er  T o e d o  S e v e n Dir e ct  S D 2 0.  I n P h as e  1,  o n y  N a H C O 3  w as  
us e d  t o a d d  a k a i nit y  ( a n d  m o d er at e y  i n cr e as e t h e i niti a  p H  t o n e ar  
8. 5 ).  I n P h as es  2  a n d  3,  a n  e q ui m o ar  mi xt ur e  of  N a H C O 3  a n d  N a 2 C O 3  

w as  us e d  as  t his i n cr e as es t h e i niti a  p H  t o t h e d esir e d   e v e  ( n e ar  1 0 )  
wit h o ut  r e q uiri n g a d diti o n  of  N a O H  or  ot h er  b asi c  s o uti o ns (i. e.,  t h e 
b u f eri n g  c a p a cit y  r e m ai ns t h e s a m e as  if o n y  N a H C O 3  w er e  a d d e d,  b ut  
t his e q ui m o ar  mi xt ur e  e i mi n at es  t h e n e e d  t o a d d   i q ui d b as e  s o uti o n 
w hi c h  w o u d  s i g ht y di ut e  t h e m e di u m ).  T h e  t ot a  a k a i nit y  i n cr e as e 
d u e  t o t h es e s o ur c es is d es cri b e d  as  a d d e d  c ar b o n at e  a k a i nit y  
[ H C O 3  

− ]  +  2  ×  [ C O 3  
2 − ]. 

Wit h  t h e e x c e pti o n  of  t h e a b o v e  m e di a  m a ni p u ati o ns,  e a c h  p h as e  
us e d  i d e nti c a  m et h o ds  f or t h e c u ti v ati o n  of  mi cr o a g a e.  S p e ci f c a  y,  
9 0 0  μ L  of  m e di u m  p er  w e   w as  dis p e ns e d  i nt o st eri e 4 8- w e   p at es,  a n d  
1 0 0  μ L  of  a g a e  c u t ur e  w as  a d d e d  t o yi e d  a  t ot a  v o u m e  of  1  m L  p er  
w e  ,  wit h  4  r e p i c at es p er  tr e at m e nt. T h e  p h as e d  a c c i m ati o n  a p pr o a c h  
w as  c arri e d  o ut  as  f o  o ws: f or P h as e  1,  t h e 1 0 0  μ L  a g a  i n o c u u m c a m e  
fr o m 5 0  m L  f as k  pr e c u t ur es;  f or P h as e  2,  t h e 1 0 0  μ L  a g a e  c a m e  
dir e ct y  fr o m t h e c orr es p o n di n g  m e di a  tr e at m e nt w e  s  at  t h e e n d  of  
P h as e  1;  si mi ar y, t h e 1 0 0  μ L  a g a e  t o st art P h as e  3  c a m e  dir e ct y  fr o m 
t h e c orr es p o n di n g  P h as e  2  w e  s.  T his  w as  d o n e  t o e ns ur e  t h at t h e a g a e  
p o p u ati o ns  a c c i m at e d  t o a  gi v e n  p h as e  w o u d  b e  dir e ct y  t est e d f or 
t h eir t o er a n c e t o t h e s u bs e q u e nt a n d  pr o gr essi v e y  h ars h er  e n vir o n-
m e nt.  It a s o  mi mi cs,  i n a  mi cr o c os m  e n vir o n m e nt,  t h e a ct  of  
tr a nsf erri n g a g a e  c u t ur es  vi a  a  1 0 %  v / v  di uti o n,  as  mi g ht  b e  d o n e  
w h e n  c o m m er ci a  c u ti v ati o n  is s c a e d u p  fr o m s m a  er t o  ar g er r a c e w a y 
v o u m es,  a n d  it m ai nt ai ns  a  c o nst a nt  v o u m e  pr o p orti o n  of  n e w  
m e di u m  a cr oss  tr e at m e nts. A  p ot e nti a   i mit ati o n of  t his s e q u e nti a  
tr a nsf er a p pr o a c h  is t h at w hi e  t h e w e  s  w er e  a w a ys  i n o c u at e d wit h  t h e 
s a m e v o u m e  of  a g a e  c u t ur e  ( 1 0 0  μ L;  1 0 %  b y  v o u m e ),  t h e y w er e  n ot  
e q u a iz e d  i n t er ms of  i niti a  a g a  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n.  T h er ef or e,  t h e 
r e a d er s h o u d b e  a w ar e  t h at di f er e n c es  i n i niti a  d e nsiti es  a cr oss  b ot h  
str ai ns a n d  m e di a  tr e at m e nts c o u d  i n f u e n c e t h e r es u ti n g gr o wt h  
p ar a m et ers.  I n r ar e c as es,  a  str ai n gr e w  a n d  t h e n d e c i n e d  b ef or e  tr a nsf er 
t o t h e n e xt  p h as e,  p ot e nti a  y  a f e cti n g  s u bs e q u e nt gr o wt h.  H o w e v er,  
t h es e str ai ns i n d e c i n e  a s o  oft e n  gr e w  w e   i n t h e f o  o wi n g p h as e  
d es pit e  t h eir d e c i n e  ( e. g.,  s e e Sy  ec h ocystis  P C C  6 8 0 3  i n Fi g ur es  S 1  a n d  
S 2 ).  A s o  n ot e  t h at d u e  t o wit hi n- p o p u ati o n  v ari a bi it y,  a  d e c i ni n g  
c u t ur e  m a y  sti   c o nt ai n  a  mi n orit y  of  a k a i n e-t o er a nt  c e  s;  t his is w h y  
e v e n  p o or- p erf or mi n g  str ai ns w er e  tr a nsf err e d fr o m P h as e  1  t o P h as e  2.  
T h e  d ur ati o ns  of  e x p eri m e nt a  p h as es  w er e  7  d a ys  ( P h as e  1 );  1 5  d a ys  
( P h as e  2 );  a n d  1 0  d a ys  ( P h as e  3 ).  T h e  d ur ati o n  of  P h as e  1  w as  c h os e n  
t o pr o vi d e  a  w e e k- o n g  p h ysi o o gi c a  a c c i m ati o n  p eri o d  t o mi d y  
i n cr e as e d p H  a n d  a k a i nit y,  w hi e  t h e d ur ati o ns  of  P h as e  2  a n d  3  w er e  
c h os e n  t o a  o w  a   c u t ur es  t o r e a c h c arr yi n g  c a p a cit y  i n a  gi v e n  
tr e at m e nt (i. e.,  e ns uri n g  m a xi m u m  f u or es c e n c e  v a u es  r e f e ct e d t h e 
bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  u p o n  st a bi izi n g at  t h e st ati o n ar y p h as e ).  O n y  
t h e 1 0  b est- p erf or mi n g  str ai ns fr o m P h as e  2  w er e  us e d  i n P h as e  3;  t h es e 

w er e  a   r e ati v e y f ast- gr o wi n g a n d  t h us r e a c h e d a  st ati o n ar y p h as e  
e ar i er,  r es u ti n g i n a  s h ort er d ur ati o n  t h a n i n P h as e  2.  

I n a   p h as es,  a g a e  w er e  gr o w n  i n a  M e m m ert  I C P 7 0 0  i n c u b at or s et 
t o 2 4  C  wit h  c o o  w hit e  f u or es c e nt   i g hts s et t o 1 4  h: 1 0  h   i g ht: d ar k 
c y c e  a n d  9 8. 2  ±  1 4. 3  S D  μ m o  p h ot o ns  m − 2  s− 1  . A   p at es  w er e  c o v er e d  
wit h  Br e at h e  E as y  m e m br a n es  ( Di v ersi f e d  Bi ot e c h )  t o a  o w  f or g as  
e x c h a n g e  a n d  mi ni miz e  e v a p or ati o n.  Gr o wt h  w as  tr a c k e d usi n g  i   vi v o  
f u or es c e n c e  (r e c or d e d  i n t er ms of  r e ati v e f u or es c e n c e  u nits,  R F Us )  as  
a  pr o x y  f or t h e t ot a  a g a  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n;  m e as ur e m e nts  w er e  
t a k e n e v er y  2 4 − 4 8  h.  C h or o p h y   a  f u or es c e n c e  w as  m e as ur e d  dir e ct y  
i n t h e w e  s  of  t h e mi cr o p at es  f or a   e x p eri m e nt a  u nits  wit h  e x cit ati o n /  
e missi o n  at  4 4 5 / 6 8 5  n m,  usi n g  a  Bi ot e k  C yt ati o n  5  p at e  r e a d er. T his  
g e n er a  m et h o d  is d es cri b e d  b y  V a n  W a g e n e n  et  a . 2 8  a n d  h as  b e e n  us e d  
i n n u m er o us  st u di es t o tr a c k a g a  gr o wt h,  a t h o u g h  wit h  mi n or  
di f er e n c es  i n e x cit ati o n / e missi o n  w a v e e n gt hs  us e d. 2 9 − 3 4  Si mi ar y,  
c h a n g es  i n p h y c o c y a ni n  c o n c e ntr ati o ns  i n t h e w e  s  w er e  esti m at e d  
usi n g  e x cit ati o n / e missi o n  w a v e e n gt hs  of  5 8 6 / 6 4 7  n m  (i. e.,  w a v e-
 e n gt hs yi e di n g  t h e gr e at est  s p e ci f cit y t o p h y c o c y a ni n 3 5 ,3 6 );  t his w as  
us e d  as  a  pr o x y  t o tr a c k t h e gr o wt h  of  c y a n o b a ct eri a.  F u or es c e n c e  w as  
c h os e n  o v er  o pti c a  d e nsit y  as  a  pr o x y  f or a g a  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  
b e c a us e  it is m or e  s p e ci f c t o p h ot os y nt h eti c a  y  a cti v e  a g a  bi o m ass  
(i. e.,  it r e d u c es t h e e f e ct  of  c h a n g es  i n n o n p h ot os y nt h eti c  b a ct eri a  
a b u n d a n c e,  c e  u ar  d e bris,  or  mi n er a  pr e ci pit at es )  a n d  is si g ni f c a nt y 
m or e  s e nsiti v e t h a n o pti c a  d e nsit y  w h e n  gr o wi n g  a g a e  fr o m  o w 
d e nsiti es. 2 8  H o w e v er,  t h e r e a d er s h o u d n ot e  t h at, as  wit h  a n y  bi o m ass  
pr o x y,  f u or es c e n c e  s h o u d n ot  b e  i nt er pr et e d as  a  p erf e ct  s u bstit ut e f or 
dir e ct  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  m e as ur e m e nts  ( e. g.,  as h-fr e e  dr y  w ei g ht ).  
M e as uri n g  t h e as h-fr e e  dr y  w ei g ht  b e c o m es   o gisti c a  y pr o hi biti v e  f or 
hi g h-t hr o u g h p ut  s cr e e ni n g st u di es s u c h as  t his. A d diti o n a  c a v e ats  of  
usi n g  w e   p at es  s h o u d b e  n ot e d;  frst,  c ar b o n   i mit ati o n is p ossi b e  i n 
tr e at m e nts wit h o ut  a d d e d  a k a i nit y.  T his  c o u d  i n f u e n c e gr o wt h  r at es, 
a n d  t h er ef or e, t h es e tr e at m e nts ar e  n ot  m e a nt  t o b e  r e pr es e nt ati v e of  
a g a  c u ti v ati o n  wit h  C O 2  s p ar gi n g. Si mi ar y,  t h e s m a   v o u m es  i n t h e 
mi cr o p at es  pr e v e nt  c o nti n u o us  m e as ur e m e nt  or  c o ntr o  of  p H;  
t h er ef or e, w e  c a n  o n y  r e p ort i niti a  p H  v a u es.  W e  e x p e ct  tr e at m e nts 
wit h o ut  a d d e d  a k a i nit y  t o e x p eri e n c e  a n  o v er a   i n cr e as e i n p H  a n d  
gr e at er  d ai y  p H  s wi n gs f o  o wi n g t h e  i g ht / d ar k c y c e  t h a n hi g h er-
a k a i nit y  tr e at m e nts d u e  t o di f er e n c es  i n b u f eri n g  c a p a cit y,  as  
o bs er v e d  i n pr e vi o us  w or k. 1 8 ,2 3 ,3 7 − 3 9  

St ati sti c al  A n al y si s  

T h e  t w o m ai n  m etri cs  us e d  t o ass ess  tr e at m e nt e f e cts  i n t his st u d y ar e  
( 1 )  t h e m a xi m u m  f u or es c e n c e  att ai n e d  o v er  t h e c o urs e  of  a n  
e x p eri m e nt a  p h as e,  w hi c h  s er v es as  a  pr o x y  f or t h e m a xi m u m  a g a  
bi o m ass  c o n c e ntr ati o n,  a n d  ( 2 )  t h e gr o wt h  r at e o v er  ti m e. E a c h  of  t h es e 
v a u es  w as  c a c u at e d  f or e a c h  e x p eri m e nt a  u nit  (   4  r e p i c at es f or 
e a c h  c o m bi n ati o n  of  str ai n /tr e at m e nt / p h as e ). It s h o u d a g ai n  b e  n ot e d  
t h at m a x.  f u or es c e n c e  c a n  b e  a f e ct e d  b y  b ot h  a g a  bi o m ass  
c o n c e ntr ati o n  a n d  p er- c e   c h or o p h y  ,  t h us r e pr es e nti n g a  r e ati v e 
( a n d  n ot  a bs o ut e )  pr o x y  of  p e a k  p h ot os y nt h eti c a  y  a cti v e  bi o m ass,  a n d  
t h e i niti a  d e nsit y  i n e a c h  p h as e  m a y  a f e ct  b ot h  t h e gr o wt h  r at e a n d  
m a xi m u m  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n.  E f e cts  of  tr e at m e nts o n  m a x.  
f u or es c e n c e  ar e  s h o w n i n f g ur es  i n t er ms of  t h e m e a n  %  c h a n g e  e f e ct  
c a us e d  b y  a  tr e at m e nt r e ati v e t o t h e a v er a g e  m a x.  f u or es c e n c e  of  t h e 
c o ntr o  as  w e   as  t h e 9 5 %  c o n f d e n c e  i nt er v a s of  t h e e f e ct  (i. e.,  t h e 
c o n f d e n c e  i nt er v a s i n di c at e v ari a bi it y  i n t h e tr e at m e nts b ut  n ot  t h e 
c o ntr o ).  A   a n a ys es  w er e  p erf or m e d  i n R  v ersi o n  4. 4. 3. 4 0  A   gr o wt h  
c ur v es  us e d  t o c a c u at e  s u m m ar y gr o wt h  d at a  ar e  pr o vi d e d  i n t h e 
S u p p orti n g  I nf or m ati o n ( Fi g ur es  S 1 − S 3 ).  

W e  ass ess e d  s e v er a  c o m p e m e nt ar y  m et h o ds  f or esti m ati n g  gr o wt h  
r at es t o e ns ur e  t h at t h e m a xi m u m  s p e ci f c gr o wt h  r at es o bt ai n e d  w er e  

T a bl e  2.  E x p eri m e nt al  Tr e at m e nts  Us e d  i n E a c h  P h as e  

p h as e  c o ntr o  tr e at m e nt N a C  tr e at m e nt hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  tr e at m e nt 

P h as e  1:  a c c i m ati o n  2 X  C O M B O  ( p H  7. 5 )  2. 1  g / L  N a C  ( p H  7. 5 )  2. 1  g / L  N a H C O 3  ( p H  8. 4 9;  2 5  m M  a d d e d  c ar b o n at e  a k a i nit y )  

P h as e  2:  hi g h- a k a i nit y
s cr e e ni n g 

2 X  C O M B O  ( p H  7. 5 )  4. 7 5  g / L  N a C  ( p H  7. 5 )  2. 1  g / L  N a H C O 3  a n d  2. 6 5  g / L  N a 2 C O 3  ( p H  1 0. 0 9;  7 5  m M  a d d e d  
c ar b o n at e  a k a i nit y )  

P h as e  3:  e xtr e m e  a k a i nit y
s cr e e ni n g 

2 X  C O M B O  ( p H  7. 5 )  9. 5  g / L  N a C  ( p H  7. 5 )  4. 2 0  g / L  N a H C O 3  a n d  5. 3 0  g / L  N a 2 C O 3  ( p H  1 0. 0 2;  1 5 0  m M  a d d e d  
c ar b o n at e  a k a i nit y )  
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r e a isti c a n d  n ot  bi as e d  b y  a  p arti c u ar  m o d e  ft.  S p e ci f c a  y,  w e  t est e d 
e x p o n e nti a ,   o gisti c, a n d  G o m p ertz  m o d e  fts  usi n g  v 0. 8. 4  of  t h e R  
p a c k a g e  “ gr o wt hr at es”,4 1  a  s uit e of  m o d e s  i n v 1. 2  of  t h e R  p a c k a g e  
“ gr o wt h T o o s”4 2  i n w hi c h  t h e b est  of  f v e  m o d e s  a p p i e d  is s e e ct e d b y  
AI C c  s c or es, as  w e   as  t h e “ m a n u a  a p pr o a c h”  of  c a c u ati n g  gr o wt h  
usi n g  t h e f or m u a μ m a x  [ n ( f u or es c e n c e  d a y  4 / f u or es c e n c e  d a y  0 )] /  
( 4  d a ys );  t his p eri o d  w as  c h os e n  as  t h e frst  4  d a ys  b est  c a pt ur e d  
e x p o n e nti a  gr o wt h  w h e n  c o nsi d eri n g  a   str ai ns a n d  e n vir o n m e nts.  T h e  
di f er e nt  m et h o ds  yi e d e d  si mi ar m e di a n  gr o wt h  r at e esti m at es  ( Fi g ur e  
S 4 ),  a n d  gr o wt h  r at es t e n d e d t o b e  hi g h y  c orr e at e d  ( P e ars o n’s  r u p  t o 
0. 9 6 ),  wit h  t h e e x c e pti o n  of  t h e  o gisti c a n d  G o m p ertz  m o d e s,  w hi c h  
oft e n  o v er esti m at e d  gr o wt h,  r es u ti n g i n m a n y  o ut i ers  wit h  u nr e a isti c  
gr o wt h  r at e esti m at es  ( Fi g ur es  S 4  a n d  S 5 ),  m a ki n g  t h es e m o d e s  
i n a p pr o pri at e o v er a  .  I n s u m, w e  f n d  t h at t h e c h oi c e  of  t h e gr o wt h  r at e 
esti m ati o n  m et h o d  a m o n g  t h e t hr e e r e m ai ni n g s uit a b e m et h o ds  d o es  
n ot  s u bst a nti a  y a f e ct  i nf er e n c es dr a w n  fr o m o ur  d at a.  I n t h e m ai n  t e xt, 
w e  s h o w t h e gr o wt h  r at e esti m at es  o bt ai n e d  usi n g  t h e “ gr o wt h T o o s” 
p a c k a g e,  as  t his m et h o d  a  o ws  f or t h e i n c or p or ati o n of   a g p h as es  
( o bs er v e d  i n c a.  8 %  of  c as es ),  w hi c h  yi e ds  a  s i g ht y m or e  a c c ur at e  
esti m at e  of  e x p o n e nti a  gr o wt h  aft er  a   a g c o m p ar e d  t o t h e ot h er  
o pti o ns,  a n d  h as  t h e hi g h est  m e a n  m o d e  R 2  v a u e  ( Fi g ur e  S 6 ).  

As  i niti a  d e nsiti es  v ari e d  s u bst a nti a  y i n t h e a c c i m ati o n  p eri o d  
( P h as e  1 ),  w e  d o  n ot  ass ess  gr o wt h  r at es d uri n g  t his ti m e, as  t h es e 
d e nsit y- d e p e n d e nt  e f e cts   i k e y i n f u e n c e d gr o wt h  r at es. H o w e v er,  
i niti a  d e nsiti es  f or P h as es  2  a n d  3  ar e  m e a nt  t o r e pr es e nt a p pr o xi m at e y  

1 0 %  of  t h e c arr yi n g  c a p a cit y  f or e a c h  str ai n ×  e n vir o n m e nt  c o m bi n ati o n  
( d u e  t o 1 0 %  v / v  tr a nsf er of  st ati o n ar y p h as e  c u t ur es ),  w hi c h  m a k es  
gr o wt h  r at e c o m p aris o ns  a cr oss  str ai ns a n d  tr e at m e nts m or e  
a p pr o pri at e.  E f e cts  of  i niti a  d e nsiti es  ar e  e x p or e d  f urt h er i n Fi g ur e  
S 7 ; i n s u m m ar y, w e  o bs er v e  n o  o v er a   si g ni f c a nt e f e ct  of  v ari ati o n  i n 
i niti a  d e nsit y  o n  gr o wt h  r at es i n P h as e  2,  a t h o u g h  t h e e f e cts  of  i niti a  
d e nsiti es  di f er  a m o n g  t h e m e di a  t y p es (i. e.,  i n cr e asi n g i niti a  d e nsit y  
h a d  n o  e f e ct  o n  t h e p H  a n d  a k a i nit y  tr e at m e nts b ut  a  s i g ht y n e g ati v e  
e f e ct  o n  c o ntr o s ).  

W e c h’s  A N O V As  w er e  us e d  t o t est f or si g ni f c a nt di f er e n c es  a m o n g  
t h e t hr e e tr e at m e nts f or e a c h  str ai n i n e a c h  p h as e,  as  t h es e a  o w  f or 
h et er o g e n eit y  of  v ari a n c es,  w hi c h  w as  o bs er v e d  t hr o u g h o ut t h e d at a.  
G a m es − H o w e   p ost- h o c  t ests ( a n a o g o us  t o T u k e y  t ests ) w er e  
p erf or m e d  t o t est f or di f er e n c es  b et w e e n  m e a ns,  as  t h e y a s o  a  o w  
f or h et er o g e n e o us  v ari a n c es  a n d  c o ntr o  f or t y p e 1  err or.  W e  t est e d t h e 
a bi it y  of  s a i nit y r es p o ns es t o pr e di ct  a k a i nit y  r es p o ns es usi n g  a   i n e ar 
m o d e  wit h  t h e e x p eri m e nt a  p h as e  as  a  c o v ar yi n g  f x e d  e f e ct;  t h e 9 5 %  
c o n f d e n c e  i nt er v a s of  t h e s o p e esti m at e  w er e  t h e n ass ess e d  t o 
d et er mi n e  w h et h er  t h e s o p e di f er e d  fr o m 1.  H er e,  a  s o p e of  1  w o u d  
i n di c at e a  1: 1  r e ati o ns hi p a n d  t h at s a i nit y t o er a n c e dri v es  a k a i nit y  
t o er a n c e, w h er e as  a  s o p e di f eri n g  fr o m 1  w o u d  i n di c at e d e c o u p i n g  of  
t h e t w o r es p o ns es. I n t h e R es u ts  s e cti o n, w e  s h o w t h e d at a  f or e a c h  
str ai n i n or d er  of  i n cr e asi n g p erf or m a n c e  t o hi g h i g ht  str ai ns wit h  t h e 
c e ar est  p ot e nti a  f or hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  gr o wt h  i n e a c h  p h as e;  
s e e Fi g ur es  S 8 − S 1 0  f or d at a  arr a n g e d  a p h a b eti c a  y  b y  str ai n. A   d at a  

Fi g ur e  1.  E f e cts  of  p H  a n d  a k a i nit y  tr e at m e nts o n  a g a  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  d uri n g  P h as e  1  (i. e.,  d uri n g  t h e 7- d a y  a c c i m ati o n  p h as e  t o a  mi d  
i n cr e as e i n i niti a  p H  a n d  a k a i nit y:  p H  8. 5  a n d  2 5  m M  a k a i nit y  a d d e d  as  c ar b o n at es ).  C o or e d  cir c es  a n d  t h e c orr es p o n di n g   i n es r e pr es e nt t h e m e a n  
a n d  9 5 %  c o n f d e n c e  i nt er v a  of  t h e p H / a k a i nit y  tr e at m e nt e f e ct  i n t h e f or m of  t h e m a xi m u m  bi o m ass  pr o d u cti o n  esti m at e d  as  e f e ct  siz e (tr e at m e nt  
m a x.  f u or es c e n c e  −  m e a n  c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ) / ( m e a n  c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ).  Gr a y  di a m o n ds  a n d   i n es s h o w t h e m e a n  a n d  9 5 %  CI  e f e ct  of  
s a i nit y ( 2. 1  g / L  N a C  d uri n g  P h as e  1 )  f or e a c h  str ai n. V a u es  a b o v e  z er o i n di c at e a  p ositi v e  e f e ct  of  t h e tr e at m e nt r e ati v e t o t h e c o ntr o ;  z er o i n di c at es 
n o  e f e ct;  a n d  n e g ati v e  v a u es  i n di c at e a  d etri m e nt a  e f e ct  of  t h e p H / a k a i nit y  ( or  s a i nit y ) tr e at m e nt. 
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■ R E S U L T S  

P h a s e  1:  A c cli m ati o n  t o M o d er at e  Al k ali nit y  C o n diti o n s  

I n t h e frst  e x p eri m e nt a  p h as e,  t h e a d diti o n  of  a k a i nit y  as  
N a H C O 3  h a d  a  g e n er a  y  p ositi v e  e f e ct  o n  t h e a g a  bi o m ass  
c o n c e ntr ati o n  ( Fi g ur e  1 ).  T w e nt y- o n e  of  t h e 4 9  str ai ns ( 4 3 % )  
r e a c h e d a  si g ni f c a nt y hi g h er  m a xi m u m  f u or es c e n c e  v a u e  t h a n 
t h eir r es p e cti v e c o ntr o s  (s e e  T a b e  S 1  f or t h e G a m es − H o w e   
t est st atisti cs ); m or e o v er,  1 9  of  t h es e str ai ns h a d  a  2 5 %  or  gr e at er  
i n cr e as e i n bi o m ass  r e ati v e t o c o ntr o s,  a n d  4  str ai ns h a d  a  
bi o m ass  i n cr e as e of  o v er  1 0 0 %  wit h  N a H C O 3  a d diti o n.  Of  t h e 
r e m ai ni n g str ai ns, 1 5 / 4 9  ( 3 0. 6 % )  s h o w e d n o  si g ni f c a nt e f e cts  
of  N a H C O 3  a d diti o n,  w hi e  1 3 / 4 9  ( 2 6. 5 % )  h a d  si g ni f c a nt y 
r e d u c e d bi o m ass  i n t er ms of  i   vi v o  f u or es c e n c e  u n d er  t h e 
m o d er at e  i n cr e as e i n p H / a k a i nit y  ( 2 5  m M  c ar b o n at e  
a k a i nit y ).  

C o m p ar e d  t o t h e e f e cts  of  p H / a k a i nit y,  t h e m a g nit u d e  of  
s a i nit y tr e at m e nt ( 2. 1  g / L  N a C )  e f e cts  o n  a g a  gr o wt h  w as  
r e ati v e y  o w (i. e.,  gr a y  di a m o n ds  i n Fi g ur e  1 ),  es p e ci a  y  w h e n  
c o m p ar e d  t o a g a e  str ai ns wit h  hi g h y  p ositi v e  r es p o ns es t o p H /  
a k a i nit y.  A t h o u g h  t h e e f e cts  of  N a C  a d diti o n  at  2. 1  g / L  w er e  
w e a k er  o v er a   t h a n t h e e f e cts  of  2. 1  g / L  N a H C O 3  a d diti o n,  
t h er e w as  a  t e n d e n c y t o w ar d n e g ati v e  e f e cts,  wit h  2 3 / 4 9  str ai ns 
si g ni f c a nt y i n hi bit e d i n gr o wt h  a n d  o n y  6 / 4 9  s h o wi n g hi g h er  
gr o wt h  wit h  N a C  v ers us  t h e c o ntr o  ( T a b e  S 1 ).  W hi e  s e v er a  
str ai ns h a d  p ositi v e  r es p o ns es t o b ot h  N a H C O 3  a n d  N a C  of  
r o u g h y e q u a  m a g nit u d e  ( e. g.,  N.  oc ul at a  a n d  C.  me  eg hi  i a  a ),  
m a n y  ot h ers  e x hi bit e d  dr asti c a  y  di f er e nt  r es p o ns es t o t h e t w o 
tr e at m e nts, a n d  i n t h e c as e  of  A.  pl a  ct o  ic a , a  str o n g p ositi v e  
r es p o ns e t o N a C  b ut  n o  e f e ct  of  N a H C O 3 . I n t ot a , 2 5 / 4 9  
str ai ns h a d  si g ni f c a nt y hi g h er  m a x.  f u or es c e n c e  wit h  a k a i nit y  
v ers us  s a i nit y, 1 9 / 4 9  h a d  e q ui v a e nt  e f e cts  of  e a c h,  a n d  o n y  5  
h a d  hi g h er  m a x.  f u or es c e n c e  wit h  a d d e d  s a i nit y c o m p ar e d  t o 
a d d e d  a k a i nit y.  A   i n e ar r e gr essi o n i n d e e d s h o ws t h at w hi e  
N a C  r es p o ns es ar e  si g ni f c a nt y r e at e d t o N a H C O 3  r es p o ns es 
i n P h as e  1,  t h e y o n y  e x p ai n  2 4 %  of  t h e v ari a n c e  i n N a H C O 3  

r es p o ns e e f e cts  ( F 1, 4 7  1 6. 4,  p  0. 0 0 0 2 );  s e e Fi g ur e  2  f or t h e 
s a i nit y− a k a i nt y  r es p o ns e r e ati o ns hi ps a cr oss  a   t hr e e p h as es.  
I n ot h er  w or ds,  d at a  fr o m t his p orti o n  of  t h e e x p eri m e nt  s h o w 
t h at a g a  r es p o ns es t o m o d er at e y  a k a i n e  c o n diti o ns  t e n d t o b e  
d e c o u p e d  i n m a g nit u d e  fr o m t h eir r es p o ns es t o m o d er at e y  
s a i n e c o n diti o ns.  T h es e  r es u ts a s o  s h o w t h at m o d er at e  
bi c ar b o n at e  a d diti o n  oft e n  ( b ut  n ot  a w a ys )  h as  a  si g ni f c a nt 
gr o wt h-sti m u ati n g  e f e ct  t h at c a n  b e  o bs er v e d  a cr oss  a  s uit e of  
t a x o n o mi c a  y disti n ct  a g a e  s u c h as  c hr ys o p h yt es,  c y a n o b a c-
t eri a, e usti g m at o p h yt es,  gr e e n  a g a e,  a n d  di at o ms.  

W hi e  t h er e is a  c e ar  gr o wt h  e n h a n c e m e nt  of  s e v er a  
i n d ustri a  y r e e v a nt pr o d u cti o n  str ai ns ( e. g.,  N.  oc ul at a , C.  
v ulg aris , a n d  C.  rei  h ar dtii)  i n P h as e  1,  t h er e is a s o  a  gr o wt h  
e n h a n c e m e nt  of  c ert ai n  p ot e nti a  y  t o xi c c y a n o b a ct eri a  ( e. g.,  P.  
r u besce  s a n d  M.  aer ugi  os a )  as  w e   as  t h e mi x otr o p hi c  gr az er  P.  
m al h a me  sis , w hi c h  is a  wi d es pr e a d  a n d  d estr u cti v e  p est  i n a g a e  
f ar ms.2 5  T h er e  is a s o  e vi d e n c e  f or wit hi n-s p e ci es  v ari ati o n  i n 
t o er a n c e t o hi g h  p H / a k a i nit y;  t h e 6  u ni q u e  str ai ns of  t h e 
h y dr o c ar b o n-ri c h  a g a  B.  br a u  ii  w hi c h  w e  t est e d i n t his st u d y 
h a v e  disti n ct  r es p o ns es t o i n cr e as e d p H / a k a i nit y,  r a n gi n g fr o m 
mi n or  i n cr e as es ( e. g.,  str ai n C C A P  8 0 7 / 1 )  t o dr asti c  d e cr e as es  
( e. g.,  str ai n S h o w a )  i n gr o wt h  ( Fi g ur es  1  a n d  S 1 ; s e e a s o  Fi g ur e  
S 8  f or si d e b y  si d e c o m p aris o ns  wit hi n  g e n us /s p e ci es ).  
A d diti o n a  e vi d e n c e  e xists  f or wit hi n-s p e ci es  di f er e n c es  i n 

r es p o ns es; e. g.,  t h e t w o u ni q u e  str ai ns of  P.  d u ple x  h a v e  di v er gi n g  
r es p o ns es t o t h e a k a i nit y  tr e at m e nt i n P h as e  1,  as  d o  t h e t w o 
str ai ns of  P.  b or y a  u m . Wit hi n- g e n us  di f er e n c es  ar e  a s o  
n ot e w ort h y  i n Des m o des m us , Sce  e des m us , a n d  N a   oc hl or o psis . 

P h a s e  2:  S cr e e ni n g   or T ol er a n c e  t o Hi g h  p H  a n d  Al k ali nit y  
L e v el s  

I n c o ntr ast  t o t h e o bs er v e d  r es u ts f or P h as e  1,  n e ar y  a   str ai ns 
( 4 7 / 4 9 )  h a d  r e d u c e d m a xi m u m  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  
c o m p ar e d  t o t h e c o ntr o s  w h e n  s u bj e ct e d t o hi g h  p H  a n d  
a k a i nit y  i n P h as e  2  ( 1 5  d a ys  of  gr o wt h  at  p H  1 0  a n d  7 5  m M  
c ar b o n at e  a k a i nit y;  i n o c u at e d wit h  a  1 0 %  v / v  tr a nsf er fr o m 
P h as e  1  c u t ur es;  Fi g ur e  3 ).  O n y  Sy  ec h ocystis  P C C  6 8 0 3  h a d  

Fi g ur e  2.  R e ati o ns hi p  b et w e e n  s a i nit y e f e ct  siz e a n d  p H / a k a i nit y  
e f e ct  siz e a n d  o n  m a x.  f u or es c e n c e  ( A ),  a n d  t h e r e ati o ns hi p b et w e e n  
gr o wt h  r at e i n s a i nit y v ers us  p H / a k a i nit y  tr e at m e nts ( B ),  gr o u p e d  b y  
e a c h  e x p eri m e nt a  p h as e.  As  i n pr e vi o us  f g ur es,  e f e cts  o n  bi o m ass  
c o n c e ntr ati o n  ar e  c a c u at e d  as  e f e ct  si z e (tr e at m e nt  m a x.  
f u or es c e n c e  −  m e a n  c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ) / ( m e a n  c o ntr o  m a x.  
f u or es c e n c e ).  E f e ct  siz es ( A )  a n d  gr o wt h  r at es ( B )  c a n  e a c h  b e  s p it 
i nt o f o ur q u a dr a nts:  ( 1 )  p ositi v e  f or b ot h  tr e at m e nts; ( 2 )  p ositi v e  f or 
s a i nit y b ut  n e g ati v e  f or a k a i nit y;  ( 3 )  n e g ati v e  f or b ot h;  a n d  ( 4 )  
n e g ati v e  f or s a i nit y b ut  p ositi v e  f or a k a i nit y.  I n P h as e  1,  t h e 
d e c o u p i n g  of  a k a i nit y  a n d  s a i nit y r es u ts i n m or e  p ositi v e  e f e cts  of  
a k a i nit y,  w hi e  t h e i n v ers e is tr u e f or t h e m or e  e xtr e m e  c o n diti o ns  i n 
P h as es  2  a n d  3.  P oi nts  s h o w m e a ns  f or e a c h  a g a  str ai n a n d  p h as e;  s o i d 
 i n es s h o w  i n e ar m o d e  fts  b y  p h as e;  a n d  t h e d as h e d   i n es s h o w a  1-t o- 1  
r e ati o ns hi p, w hi c h  w o u d  i n di c at e e q u a  e f e cts  of  s a i nit y a n d  
a k a i nit y.  S o p e  esti m at es  fr o m m u ti p e  r e gr essi o n, i n c u di n g p h as e  
as  a  c o v ari at e,  ar e  0. 5 0  ( 9 5 %  CI:  0. 3 0 − 0. 6 9 )  i n ( A )  a n d  0. 7 0  ( 9 5 %  CI:  
0. 2 1 − 1. 2 )  i n ( B ).  
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gr e at er  bi o m ass  i n t h e hi g h- p H / a k a i nit y  tr e at m e nt t h a n i n t h e 
c o ntr o ,  w hi e  a   b ut  o n e  str ai n ( wit h  n o  si g ni f c a nt e f e ct )  h a d  
si g ni f c a nt d e cr e as es  ( T a b e  S 2 ).  A n a ysis  of  gr o wt h  r at es s h o ws 
t h at a p pr o xi m at e y  1 8 %  of  t h e str ai ns ( 9 / 4 9 )  h a d  p ositi v e  
a v er a g e  gr o wt h  r at es u n d er  t h es e c o n diti o ns  ( Fi g ur e  4 ).  Wit hi n-
g e n us  a n d  wit hi n-s p e ci es  di f er e n c es  i n gr o wt h  r at es w er e  
n ot e a b e  f or s o m e t a x a ( e. g.,  Des m o des m us  a n d  P.  d u ple x , 
r es p e cti v e y; Fi g ur e  S 1 0 ).  T h e  c o nsist e nt  di f er e n c es  b et w e e n  
t h e s a i nit y a n d  t h e p H / a k a i nit y  tr e at m e nts o n  b ot h  bi o m ass  
c o n c e ntr ati o n  a n d  gr o wt h  r at es a g ai n  i n di c at e t h at, i n m ost  
c as es,  t h e i m p a ct o n  gr o wt h  is  i k e y d u e  t o p H / a k a i nit y  per  se 
r at h er t h a n d u e  t o t h e i n cr e as e i n s a i nit y, w hi c h  is c o n c o mit a nt  
wit h  i n cr e as e d a k a i nit y.  F or  a  r e ati v e y s m a   s u bs et of  str ai ns, 
h o w e v er,  w e  d o  o bs er v e  v er y  si mi ar r es p o ns es t o s a i nit y a n d  
p H / a k a i nit y  (s e e,  e. g.,  P.  u  ic occ a , F.  c a p uci  a, a n d  S.  
p u  ct ul at u m ).  I n c o ntr ast  t o P h as e  1,  a   p ot e nti a  y  t o xi c or  
h ar mf u  “ p est” s p e ci es w er e  s e v er e y i n hi bit e d a n d  i n c a p a b e of  
gr o wt h  u n d er  t h e hi g h- p H / a k a i nit y  c o n diti o ns  of  P h as e  2.  
I nst e a d, s p e ci es wit h  p ositi v e  gr o wt h  r at es i n c u d e d i n d ustri a  y 
i m p ort a nt str ai ns of  gr e e n  a g a e  fr o m t h e f a mi y S c e n e d es m a c e a e  
( Des m o des m us  a n d  Sce  e des m us )  a n d  t h e c y a n o b a ct eri a  
( Sy  ec h ocystis  a n d  Sy  ec h oc occ us ).  

P h a s e  3:  S cr e e ni n g   or T ol er a n c e  t o E xtr e m e  p H  a n d  
Al k ali nit y  L e v el s  

O n y  t h e 1 0  b est- p erf or mi n g  str ai ns i n P h as e  2  w er e  tr a nsf err e d 
t o t h e e xtr e m e  c o n diti o ns  of  P h as e  3.  T h e  e xtr e m e  p H  a n d  
a k a i nit y   e v e s i n P h as e  3  r e d u c e d bi o m ass  b y  o v er  8 0 %  f or a   
str ai ns ( Fi g ur e  5 ),  a n d  o n y  o n e  str ai n ( D.  a b u  d a  s )  w as  a b e  t o 
m ai nt ai n  a  p ositi v e  gr o wt h  r at e ( Fi g ur e  6 ).  A g ai n,  t h e e f e cts  of  
p H / a k a i nit y  a n d  s a i nit y w er e  d e c o u p e d;  a t h o u g h  s a i nit y 
g e n er a  y  h a d  a  n e g ati v e  e f e ct  c o m p ar e d  t o t h e c o ntr o ,  it w as  
m u c h  w e a k er  t h a n t h e p H / a k a i nit y  e f e ct.  I n t h e c as e  of  
Sy  ec h ocystis  P C C  6 8 0 3,  t h e s a i nit y a p p e ar e d  t o i n d u c e a  mi d  
i n cr e as e i n m a xi m u m  bi o m ass.  

Al k ali nit y  E f e ct s  Ar e  N ot  Dri v e n  b y  S ali nit y  Str e s s  

I n cr e as e d a k a i nit y  i n h er e nt y i n cr e as es s a i nit y i n a q u ati c  
s yst e ms b y  i n cr e asi n g t h e c o n c e ntr ati o n  of  diss o v e d  i o ni c 
s o ut es, cr e ati n g  a   i n k b et w e e n  t h e t w o f a ct ors t h at oft e n  m a k es  
c a us a  a n d  m e c h a nisti c  i nf er e n c e di f c u t.  W e  d o  o bs er v e  a n  
o v er a   si g ni f c a nt r e ati o ns hi p b et w e e n  s a i nit y a n d  a k a i nit y  
e f e cts  o n  b ot h  m a x.  f u or es c e n c e  ( F 3, 1 0 4  6 8,  p  <  1 0 − 5 )  a n d  o n  
gr o wt h  r at e ( F 2, 5 6  4. 2,  p  <  0. 0 1 ).  H o w e v er,  o ur  r es u ts a cr oss  a   
t hr e e p h as es  a s o  s h o w t h at s a i nit y e f e cts  c a n  di f er  s u bst a nti a  y 
fr o m a k a i nit y  e f e cts;  Fi g ur e  2 A  s h o ws t h e q u a ntit ati v e  

Fi g ur e  3.  E f e cts  of  t h e p H  a n d  a k a i nit y  tr e at m e nt o n  a g a  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  d uri n g  P h as e  2  (i. e.,  t h e 1 5- d a y  s cr e e ni n g i n hi g h  p H  a n d  a k a i nit y,  
p H  1 0  a n d  7 5  m M  of  a k a i nit y  a d d e d  as  c ar b o n at es ).  C o or e d  cir c es  a n d  t h e c orr es p o n di n g   i n es r e pr es e nt t h e m e a n  a n d  9 5 %  c o n f d e n c e  i nt er v a  of  
t h e p H / a k a i nit y  tr e at m e nt e f e ct  i n t h e f or m of  t h e m a xi m u m  bi o m ass  pr o d u cti o n  esti m at e d  as  e f e ct  siz e (tr e at m e nt  m a x.  f u or es c e n c e  −  m e a n  
c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ) / ( m e a n  c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ).  Gr a y  di a m o n ds  a n d   i n es s h o w t h e m e a n  a n d  9 5 %  CI  e f e cts  of  s a i nit y ( 4. 7 5  g / L  N a C  
d uri n g  P h as e  2 )  f or e a c h  str ai n. V a u es  a b o v e  z er o  i n di c at e a  p ositi v e  e f e ct  of  t h e tr e at m e nt r e ati v e t o c o ntr o ,  z er o i n di c at es n o  e f e ct,  a n d  n e g ati v e  
v a u es  i n di c at e a  d etri m e nt a  e f e ct  of  t h e p H / a k a i nit y  ( or  s a i nit y ) tr e at m e nt. 
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A p h a ni z o m e n o n  fl o s- a q u a e NI V A- C Y A 6 8 1 
P e di a str u m  d u pl e x E A W A G  i s ol at e  G M 2 2 

A n a b a e n a  pl a n ct o ni c a NI V A- C Y A 6 5 1 
Fi st ulif er a  s a pr o p hi/ a E A W A G  i s ol at e  G M 1 6 

C hl a m y d o m o n a s  r ei n h ar dtii C C 3 0 6 0 
Fr a gil ari a  m e s ol e pt a E A W A G  i s ol at e  G M 1 5 

Mi cr o c y sti s  a er u gi n o s a E A W A G i s ol at e  Gr eif e n s e e 
S c e n e d e s m u s  a c u mi n at u s S A G  3 8. 8 1 

C o s m ari u m  b otr yti s S A G  1 3 6. 8 
P a n d ori n a  u ni c o c c a E A W A G  i s ol at e  G M 1 7 

Fr a gil ari a  c a p u ci n a C C A C  2 6 7 8 B 
St a ur a str u m  p u n ct ul at u m S A G  6 7 9- 1 

B otr y o c o c c u s  br a u nii N A S h o w a 
Mi cr o c y sti s  a er u gi n o s a P C C 7 8 0 6 

Cr y pt o m o n a s  s p. NI V A 3/ 0 9 
C hl a m y d o m o n a s  r ei n h ar dtii C C  1 6 9 0 
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M e d a k a m o  h a k o o NI E S 4 0 0 0 
C h/ or e/l a v ul g ari s S A G  2 1 1- 1 1 b 

S y n e c h o c o c c u s  el o n g at u s E A W A G  i s ol at e  G M 4 8 
D e s m o d e s m u s  ar m at u s E A W A G  i s ol at e  L t O 

S c e n e d e s m u s  elli pti c u s E A W A G  i s ol at e  G M 2 5 
B otr y o c o c c u s  br a u nii S A G  3 0. 8 1 

S c e n e d e s m u s  ar m at u s E A W A G  i s ol at e  G M 2 8 
O e s m o d e s m u s  a b u n d a n s E A W A G  i s ol at e  G M 2 6 

S y n e c h o c y sti s  s p. P C C 6 8 0 3 

• -- c hr y s o p h yt e 

0 
cr y pt o p h yt e • ... 

• c y a n o b a ct eri a .. 
0 di at o m 
0 
0 di n ofl a g ell at e 
e + 

• ... e u sti g m at o p h yt e 

• gr e e n  al g a e • • •• < > • ... 
• 
0 

• 
• - +-

• • - +-

• • ... 
• , ... 
• 
• - +-

• • ... 
• 

- +-

• • 
• --• ......... 

• • • •' I 

- 1 0 0  - 5 0  0  5 0  1 0 0 
Eff e ct  of p H & al k ali nit y  tr e at m e nt( %  c h a n g e  i n bi o m a s s) 

https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acssuschemeng.5c09906/suppl_file/sc5c09906_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acssuschemeng.5c09906/suppl_file/sc5c09906_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssuschemeng.5c09906?fig=fig3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssuschemeng.5c09906?fig=fig3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssuschemeng.5c09906?fig=fig3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssuschemeng.5c09906?fig=fig3&ref=pdf
pubs.acs.org/journal/ascecg?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.5c09906?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


r e ati o ns hi p b et w e e n  t h e s a i nit y a n d  p H / a k a i nit y  tr e at m e nt 
e f e cts  o n  bi o m ass  pr o d u cti o n  i n a   t hr e e p h as es,  a n d  t h at i n a   
p h as es,  t h e a k a i nit y − s a i nit y r e ati o ns hi p is n e v er  o n e-t o- o n e,  
as  w o u d  b e  e x p e ct e d  if s a i nit y str ess w as  dri vi n g  r es p o ns es t o 

hi g h- a k a i nit y  tr e at m e nts. T his  is f urt h er s u p p ort e d b y  t h e 
m u ti p e  r e gr essi o n m o d e  f or e f e cts  o n  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n,  
w hi c h  gi v es  a  s o p e esti m at e  of  0. 5 0  ( 9 5 %  CI:  0. 3 0 − 0. 6 9 ),  
i n di c ati n g a  si g ni f c a nt d e vi ati o n  fr o m a  1: 1  s o p e. T h e  

Fi g ur e  4.  Gr o wt h  r at es of  e a c h  a g a  str ai n i n t h e hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  s cr e e ni n g ( P h as e  2,  1 5- d a y  s cr e e ni n g at  p H  1 0  a n d  7 5  m M  of  a k a i nit y  
a d d e d  as  c ar b o n at es ),  esti m at e d  usi n g  t h e R  p a c k a g e  “ gr o wt h T o o s”. C o or e d  cir c es  a n d  t h e c orr es p o n di n g   i n es r e pr es e nt t h e m e a n  a n d  9 5 %  
c o n f d e n c e  i nt er v a  of  t h e gr o wt h  r at e i n hi g h  p H  a n d  a k a i nit y;  gr a y  di a m o n ds  s h o w t h e a v er a g e  gr o wt h  r at es of  t h e s a i nit y tr e at m e nts ( 4. 7 5  g / L  
N a C ),  a n d  ast eris ks  s h o w t h e a v er a g e  gr o wt h  r at es i n t h e c o ntr o  tr e at m e nt. 

Fi g ur e  5.  E f e cts  of  t h e p H  a n d  a k a i nit y  tr e at m e nt o n  a g a  bi o m ass  c o n c e ntr ati o n  d uri n g  P h as e  3  (i. e.,  t h e 1 0- d a y  s cr e e ni n g i n e xtr e m e  p H  a n d  
a k a i nit y,  p H  1 0  a n d  1 5 0  m M  of  a k a i nit y  a d d e d  as  c ar b o n at es ).  C o or e d  cir c es  a n d  c orr es p o n di n g   i n es r e pr es e nt t h e m e a n  a n d  9 5 %  c o n f d e n c e  
i nt er v a  of  t h e p H / a k a i nit y  tr e at m e nt e f e ct  i n t h e f or m of  m a xi m u m  bi o m ass  pr o d u cti o n  esti m at e d  as  e f e ct  siz e (tr e at m e nt  m a x.  f u or es c e n c e  −  
m e a n  c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ) / ( m e a n  c o ntr o  m a x.  f u or es c e n c e ).  Gr a y  di a m o n ds  a n d   i n es s h o w t h e m e a n  a n d  9 5 %  CI  e f e ct  of  s a i nit y ( 9. 5  g / L  
N a C  d uri n g  P h as e  3 )  f or e a c h  str ai n. V a u es  a b o v e  z er o  i n di c at e a  p ositi v e  e f e ct  of  t h e tr e at m e nt r e ati v e t o c o ntr o ,  z er o i n di c at es n o  e f e ct,  a n d  
n e g ati v e  v a u es  i n di c at e a  d etri m e nt a  e f e ct  of  t h e p H / a k a i nit y  ( or  s a i nit y ) tr e at m e nt. 

A C S  S u st ai n a bl e  C h e mi str y  &  E n gi n e eri n g  p u b s. a c s. or g/j o ur n al/ a s c e c g  R e s e ar c h  Arti cl e  

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s s u s c h e m e n g. 5 c 0 9 9 0 6  
A C S  S ust  i n  bl e  C h e m.  E n g.  2 0 2 6,  1 4,  4  7 6 − 4  8 6  

4 3 8 2  
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Pl a n kt ot hri x  r u b e s c e n s NI V A- C Y A 6 1 9 
Mi cr o c y sti s  a er u gi n o s a P C C 7 8 0 6 

P e di a str u m  d u pl e x E A W A G  i s ol at e  G M 2 2 
O o c y sti s s olit ari a S A G 8 3. 8 

O o c y sti s  s p. E A W A G  i s ol at e  L 1 0 
O o c y st ell a h et er o m u c o s a E A W A G  i s ol at e  G M 3 5 

Mi cr o c y sti s  a er u gi n o s a E A W A G  i s ol at e  Gr eif e n s e e 
M e d a k a m o  h a k o o NI E S 4 0 0 0 

St a ur a str u m  p u n ct ul at u m S A G  6 7 9- 1 
L a g er h ei mi a  hi n d a kii S A G  1 1. 9 2 

Mi cr a cti ni u m  p u sill u m C C A P  2 3 1/ 1 
N a n n o c hl or o p si s  o c ul at a S A G  3 8. 8 5 

Fr a gil ari a  cr ot o n e n si s E A W A G i s ol at e  G M 2 
P e di a str u m  b or y a n u m E A W A G  i s ol at e  G M 2 0 

C y cl ot ell a m e n e g hi ni a n a S A G  1 0 2 0- 1 a 
L a g er h ei mi a s u b s al s a  E A W A G  i s ol at e  G M 3 7 

N a n n o c hl or o p si s  li m n eti c a S A G  1 8. 9 9 
C o s m ari u m  b otr yti s S A G  1 3 6. 8 

C hl a m y d o m o n a s  r ei n h ar dtii C C  1 6 9 0 
B otr y o c o c c u s  br a u nii S A G  3 0. 8 1 

P e di a str u m  b or y a n u m S A G 8 7. 8 1 
S c e n e d e s m u s a c u mi n at u s S A G  3 8. 8 1 

P a n d ori n a  u ni c o c c a E A W A G  i s ol at e  G M 1 7 
Fi st ulif er a  s a pr o p hil a E A W A G  i s ol at e  G M 1 6 

C y st o di ni u m s p. S A G  5 9. 8 7 
P ot eri o o c hr o m o n a s  m al h a m e n si s C C A P  9 3 3/ 1 C 

M e s s a str u m gr a ci/ e E A W A G  i s ol at e  G M 4 5 
B otr y o c o c c u s  br a u nii E A W A G i s ol at e  P T 1 

T etr a e dr o n mi ni m u m S A G 4 4. 8 1 
B otr y o c o c c u s  br a u nii C C A P  8 0 7/ 2 

B otr y o c o c c u s  br a u nii NI E S  2 1 9 9 
C hl or el/ a v ul g ari s S A G  2 1 1- 1 1 b 

B otr y o c o c c u s  br a u nii N A S h o w a 
A p h a ni z o m e n o n  fl o s- a q u a e NI V A- C Y A 6 8 1 

C hl a m y d o m o n a s  r ei n h ar dtii C C 3 0 6 0 
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r e ati o ns hi p b et w e e n  hi g h-s a i nit y  gr o wt h  r at es a n d  hi g h- p H /  
a k a i nit y  gr o wt h  r at es a s o  d e vi at es  fr o m t h e 1: 1   i n e ( Fi g ur e  
2 B ),  b ut  t o a   ess er e xt e nt  (s o p e  esti m at e  0. 7 0,  9 5 %  CI:  0. 2 1 −  
1. 2 ).  H o w e v er,  n ot e  t h at t h e m aj orit y  of  p oi nts  ( 6 6 % )   i e i n 
q u a dr a nt  2  of  t h e f g ur e,  i. e., w h er e  gr o wt h  is p ositi v e  i n hi g h  
s a i nit y b ut  n e g ati v e  i n hi g h  p H / a k a i nit y,  a g ai n  i n di c ati n g c e ar  
di f er e n c es  i n s p e ci es r es p o ns es t o t h e t w o s ets of  e n vir o n m e nt a  
c o n diti o ns.  

■ DI S C U S SI O N  

T o  t h e b est  of  o ur  k n o w e d g e,  t his st u d y r e pr es e nts t h e  ar g est 
a n d  t a x o n o mi c a  y br o a d est  s cr e e ni n g of  a g a  t o er a n c e t o hi g h  
p H  a n d  a k a i nit y  t o d at e  a n d  pr o vi d es  m u c h- n e e d e d  
i nf or m ati o n a b o ut  t h e i n n at e a bi it y  of  fr es h w at er a g a e  t o 
t o er at e c o n diti o ns  t h at ar e  g e n er a  y  c o nsi d er e d  s uit a b e o n y  
f or t h e gr o wt h  of  e xtr e m o p hi es.  O ur  st u d y s h o ws t h at t h e 
m a g nit u d e  of  p H  a n d  a k a i nit y  str ess si g ni f c a nt y a t ers  t h e s uit e 
of  s p e ci es c a p a b e  of  pr o d u cti v e  gr o wt h.  T h e  r e ati v e y  o w p H /  

a k a i nit y  i n P h as e  1  ( p H  ∼  8. 5  a n d  2 5  m M  c ar b o n at e  a k a i nit y )  
yi e d e d  gr o wt h  i n cr e as es f or m a n y  a g a e  (i n c u di n g  b ot h  d esir e d  
a n d  u n d esir e d  str ai ns ), w hi e  i n cr e asi n g t h e i niti a  p H  t o 1 0  a n d  
f urt h er i n cr e asi n g t h e a k a i nit y  i n P h as es  2  a n d  3  i n hi bit e d t h e 
m aj orit y  of  str ai ns, a g ai n  r ei nf or ci n g t h e str o n g s e e cti v e f or c e of  
s u c h e xtr e m e  p H  a n d  a k a i nit y  c o n diti o ns.  A d diti o n a  y,  o ur  
st u d y b e gi ns  t o dis e nt a n g e  t h e e f e cts  of  a k a i nit y  v ers us  
s a i nit y, w hi c h  ar e  g e n er a  y  c o v ar yi n g  a n d,  t h us, s o m eti m es 
c o nf o u n di n g  f a ct ors i n si mi ar st u di es. H er e,  w e  c e ar y  s h o w 
t h at s a i nit y a n d  a k a i nit y  e f e cts  ar e  oft e n  d e c o u p e d  a cr oss  a g a  
gr o u ps,  as  o n y  a  s m a   s u bs et of  str ai ns a p p e ar e d  t o h a v e  si mi ar 
r es p o ns es t o b ot h  hi g h-s a i nit y  a n d  hi g h- a k a i nit y  gr o wt h  
c o n diti o ns.  

O ur  st u d y is disti n ct  fr o m pr e vi o us  o n es  b e c a us e  o ur  hi g h-
t hr o u g h p ut s cr e e ni n g pr o vi d es  r e ati v e y br o a d  t a x o n o mi c 
i nf or m ati o n a b o ut  t o er a n c e t o a k a i nit y  a n d  s a i nit y; h o w e v er,  
t his br o a d  vi e w  pr e v e nts  a n  i n- d e pt h a n a ysis  of  e a c h  i n di vi d u a  
str ai n, as  h as  b e e n  t h e f o c us of  pr e vi o us  st u di es. S p e ci f c a  y,  

Fi g ur e  6.  Gr o wt h  r at es of  e a c h  a g a e  str ai n i n t h e hi g h- p H  a n d  hi g h- a k a i nit y  s cr e e ni n g ( P h as e  3 ),  esti m at e d  usi n g  t h e R  p a c k a g e  “ gr o wt h T o o s”. Fi  e d  
cir c es  a n d   i n es r e pr es e nt t h e m e a n  a n d  9 5 %  c o n f d e n c e  i nt er v a  of  gr o wt h  r at e i n hi g h  p H  a n d  a k a i nit y;  gr a y  di a m o n ds  s h o w t h e a v er a g e  gr o wt h  r at es 
of  t h e s a i nit y tr e at m e nt ( 9. 5  g / L  N a C );  a n d  ast eris ks  s h o w t h e a v er a g e  gr o wt h  r at es i n t h e c o ntr o  tr e at m e nt. 

T a bl e  3.  C o m p aris o n  of  p H / Al k ali nit y  L e v els  a n d  Gr o wt h  R es p o ns es  i n T his  St u d y  t o a  S el e cti o n  of  R e c e ntl y  P u blis h e d  Arti cl es  
F o c us e d  o n  Al g a e  C ulti v ati o n  u n d er  I n cr e as e d Al k ali nit y  

a g a e  str ai n 
a k a i nit y
( m M )  i niti a  p H  

gr o wt h  r at e
( d − 1 )  

bi o m ass  pr o d u cti vit y
( g / m 2 / d )  r ef er e n c es n ot es  

4 9  str ai ns 2 5  8. 5  n ot  m e as ur e d  n ot  m e as ur e d  P h as e  1  of  t his st u d y 

4 9  str ai ns 7 5  1 0  u p  t o 1. 5 6  n ot  m e as ur e d  P h as e  2  of  t his st u d y 

1 0  str ai ns 1 5 0  1 0  u p  t o 0. 0 7  n ot  m e as ur e d  P h as e  3  of  t his st u d y 

N a   oc hl or o psis  s ali  a 1 1. 9 − 2 3. 8  8. 4 − 8. 6  u p  t o 0. 7 5  n.r.  W hit e  et  a . 4 6  

Tetr asel mis  s uecic a 1 1. 9 − 2 3. 8  8. 4 − 8. 6  u p  t o 0. 5 2  n.r.  W hit e  et  a . 4 6  

Nit zsc hi a  s p. 1 7 8. 6  n.r.  u p  t o 0. 4 6  n.r.  C h a g o y a  et  a . 4 8  

E u h al ot hece  Z M 0 0 1  5 0 0 − 1 8 4 0  9. 5 − 1 0. 8  u p  t o 1. 3 6  u p  t o 1. 2 1  g / L / d  C hi  et  a . 4 7  

S y  ec h oc ystis  P C C  6 8 0 3  1 0 − 6 0 0  9. 5  n.r.  n.r.  C hi  et  a . 2 0  gr e w  at  u p  t o 3 0 0  m M  

C hl orell a  s or o ki  i a  a U T E X  
1 6 0 2  

1 0 − 6 0 0  9 − 9. 5  n.r.  n.r.  C hi  et  a . 2 0  gr e w  at  u p  t o 1 0 0  m M  

D u  aliell a  ( 3  di f er e nt  s p e ci es ) 1 0 − 6 0 0  8 − 9  n.r.  n.r.  C hi  et  a . 2 0  gr e w  at  u p  t o 6 0 0  m M  

Cy a  ot hece  s p. 1 0 − 6 0 0  8 − 8. 2 5  n.r.  n.r.  C hi  et  a . 2 0  gr e w  at  u p  t o 6 0 0  m M  

C.  s or o ki  i a  a S L A- 0 4  6 0  9. 9  n.r.  u p  t o 3 8. 5  V a d a m a ni  et  a . 1 8  

C y a  o b acteri u m  s p. S S L 1  1 9 0  1 0 − 1 1. 3  u p  t o 4. 2  1 5. 2  G a o  et  a . 2 3  

N.  i  c o  s pic u a hi d e br a n di  1 0 0 − 3 0 0  9 − 1 0  u p  t o 1. 4 4 a  u p  t o 4 1. 5  B ur c h  et  a . 2 1  

P h or mi di u m  al k ali p hil u m  5 0 0  1 0. 5  n.r.  3. 1 − 5. 8  H ai n es  et  a . 4 9  +  mi cr o bi a  c o ns orti u m  

Art hr os pir a  pl ate  sis  2 0 0  9  n.r.  2 − 1 4  Ji m e n ez et  a . 5 0  

A.  pl ate  sis  3 7 4  8. 5  n.r.  4 4  m g / L / d  K o u k  s a o g u et  a . 5 1  

A.  pl ate  sis  2 0 0  9. 0 − 9. 5  0. 0 2 4  7 0  m g / L / d  J u n g et  a . 5 2  

B.  br a u  ii  1 1. 9  9. 0 − 9. 5  n.r.  1 2  m g / L / d  Z h a n g  et  a . 3 9  ↑  h y dr o c ar b o ns
w / a k a i nit y  

a Esti m at e d  fr o m h o ur y  di uti o n  r at e; n.r.:  n ot  r e p ort e d b y  a ut h ors  i n t h e m a n us cri pt.  
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e ar i er  st u di es s h o w e d h o w   i pi d c o nt e nt  a n d  ot h er  i m p ort a nt 
bi o c h e mi c a  c h ar a ct eristi cs  w er e  a f e ct e d  b y  i n cr e as e d a k a i nit y,  
us u a  y  wit h  si g ni f c a nt i n cr e as es i n  i pi d a c c u m u ati o n. 4 3 − 4 6  

T a b e  3  s h o ws t h e p H  a n d  a k a i nit y   e v e s us e d  as  w e   as  t h e 
o bs er v e d  gr o wt h  r at e a n d  bi o m ass  pr o d u cti vit y,  i n a  
r e pr es e nt ati v e s e e cti o n of  r e c e nt st u di es o n  a g a e  c u ti v ati o n  
wit h  i n cr e as e d a k a i nit y.  I n s u m m ar y, t h e a k a i nit y  v a u es  i n t his 
st u d y ar e  i nt er m e di at e r e ati v e t o t h os e us e d  i n ot h er  st u di es, 
w hi c h  r a n g e fr o m f air y  o w a k a i nit y  ( < 1 2  m M ) 4 6  t o e xtr e m es  
i n w hi c h  a g a e  gr e w  at  u p  t o 1 0 0 0  m M  a k a i nit y. 4 7  T h e  o bs er v e d  
gr o wt h  r at es i n P h as e  2  ( u p  t o 1. 5 6  d − 1  wit h  7 5  m M  a d d e d  
a k a i nit y )  ar e  i n  i n e wit h  gr o wt h  r at es i n pr e vi o us  st u di es 
( T a b e  3 );  h o w e v er,  pr e vi o us  st u di es s h o w hi g h er  gr o wt h  r at es 
i n m e di a  si mi ar t o o ur  P h as e  3  m e di u m,  w hi c h  h a d  1 5 0  m M  
a d d e d  a k a i nit y,  i n di c ati n g gr e at er  t o er a n c e f or e xtr e m e  
c o n diti o ns  t h a n o bs er v e d  a m o n g  t h e str ai ns w e  t est e d. F or  
e x a m p e,  Sy  ec h ocystis  P C C  6 8 0 3  di d  n ot  gr o w  i n o ur  1 5 0  m M  
a n d  p H  1 0  m e di u m,  w h er e as  it di d  gr o w  i n 3 0 0  m M  a k a i nit y  
a n d  p H  9. 5  i n C hi  et  a ., 2 0  s u g g esti n g t h e i m p ort a n c e of  r e ati v e y 
s m a   di f er e n c es  i n i niti a  p H  a n d  ot h er  e n vir o n m e nt a  
c o n diti o ns.  N ot e  t h at T a b e  3  is n ot  m e a nt  t o b e  a  
c o m pr e h e nsi v e  r e vi e w of  t h e  it er at ur e; h o w e v er,  a  s yst e m ati c 
r e vi e w / m et a- a n a ysis of  hi g h- a k a i nit y  a g a e  c u ti v ati o n  w o u d  
i n d e e d b e  a  v a u a b e  f ut ur e c o ntri b uti o n.  

I n c o ntr ast  t o pr e vi o us  st u di es f o c usi n g o n y  o n  t ar g et a g a e  
str ai ns, o ur  st u d y c e ar y  s h o ws t h at t h e b e n e f ci a  i m p a cts of  
m o d er at e  a d d e d  a k a i nit y  ( 2 5  m M )  o n  i n d ustri a  str ai ns c o u d  
a s o  sti m u at e t h e gr o wt h  of  u n d esir e d  or  p ot e nti a  y  h ar mf u  
t a x a. S p e ci f c a  y,  w e  o bs er v e d  t h at t h e gr az er  P oteri o oc hr o m o  as  
a n d  t h e t o xi c b o o m-f or mi n g  a g a e  Micr ocystis  a n d  Pl a  kt ot hri x  
a   h a d  i n cr e as e d gr o wt h  at  2 5  m M  a d d e d  a k a i nit y  r e ati v e t o 
t h e c o ntr o  ( Fi g ur es  1  a n d  S 1 ).  T h er ef or e,  w hi e  w e  k n o w  fr o m 
pr e vi o us  w or k  t h at m o d er at e  i n cr e as es i n a k a i nit y  c a n  s er v e t o 
i n cr e as e  i pi d a c c u m u ati o n,  o ur  st u d y s u g g ests t h at s u c h  e v e s 
m a y  b e  i ns u f ci e nt t o yi e d  t h e c o b e n e ft  of  a cti n g  as  a  cr o p  
pr ot e cti o n  m e as ur e.  O n  t h e ot h er  h a n d,  w e  o bs er v e d  i n hi biti o n 
of  a   p ot e nti a  y  h ar mf u  s p e ci es i n o ur  st u d y wit h  hi g h er   e v e s 
of  p H  ( ∼ 1 0 )  a n d  a k a i nit y  ( 7 5  m M ).  A n ot h er  c a v e at  of  o ur  
r es u ts is t h at t h e gr o wt h  r at es w e  o bs er v e d  w o u d   i k e y di f er  
wit h  di f er e nt  gr o wt h  c o n diti o ns  ( e. g.,   i g ht, t e m p er at ur e, 
n utri e nts,  i n or g a ni c c ar b o n  a v ai a bi it y )  a n d  t h at t h e di f er e nt  
i niti a  d e nsiti es  d u e  t o t h e s eri a  tr a nsf er e x p eri m e nt a  d esi g n  
m a y  h a v e  i ntr o d u c e d s o m e v ari a bi it y  i n t h e e x a ct  gr o wt h  r at e 
o bs er v e d  ( Fi g ur e  S 7 ).  H o w e v er,  t h e m ai n  o ut c o m e  of  
i m p ort a n c e is w h et h er  a  c ert ai n  str ai n w as  a b e  t o a c hi e v e  
p ositi v e  gr o wt h  i n a  c ert ai n  e n vir o n m e nt,  a n d  o ur  r es u ts 
d e f niti v e y  s h o w w hi c h  str ai ns ar e  ( or  ar e  n ot )  c a p a b e  of  
gr o wt h  i n e a c h  hi g h- p H / a k a i nit y  e n vir o n m e nt.  T h e  a p pr o a c h  
us e d  h er e  is a  p o w erf u  t o o  f or s cr e e ni n g; h o w e v er,  it c o m es  
wit h  c ert ai n   i mit ati o ns. It is t h er ef or e r e c o m m e n d e d t o v a i d at e  
pr o misi n g  c u t ur es  a n d  c u ti v ati o n  c o n diti o ns  i n  ar g er s yst e ms, 
w hi c h  a  o w  t h e p ossi bi it y  of  c o nti n u o us y  m o nit ori n g  a n d  
c o ntr o  i n g  p H,  a k a i nit y,  i n or g a ni c c ar b o n  c o n c e ntr ati o ns,  a n d  
ot h er  p ar a m et ers  t h at mi cr o p at e  s cr e e ni n g t ests d o  n ot  r e a di y 
a c c o m m o d at e.  

W hi e  o ur  st u d y c o n fr ms  t h at e xtr e m o p hi es  ar e  i n d e e d r ar e, 
it d o es  s u g g est t h at t h e p ot e nti a  of  mi cr o a g a e  fr o m r e ati v e y 
“ n or m a ” a q u ati c  s yst e ms s h o u d n ot  b e  i g n or e d. Pr e vi o us  w or k  
h as  e m p o y e d  bi o pr os p e cti n g  e f orts  a n d  i d e nti f e d pr o d u cti v e  
a k a i p hi i c  a g a e  fr o m a k a i n e   a k es s u c h as  S o a p  L a k e  i n 
W as hi n gt o n. 1 9 ,2 3  W e  s u g g est t h at a k a i n e  s yst e ms ar e  a  c e ar  a n d  
 o gi c a  v e n u e  f or bi o pr os p e cti n g  a n d  t h at t his s h o u d c o nti n u e;  
h o w e v er,  t h er e m a y  a s o  b e  hi d d e n  p ot e nti a  i n y o ur   o c a  

p u d d e,  as  c o m m o n  p o n d  a g a e   i k e Sce  e des m us  a n d  its r e ati v es, 
as  w e   as  c o m m o n  c y a n o b a ct eri a,  w er e  t h e m ost  s u c c essf u  i n 
o ur  hi g h- a k a i nit y  s cr e e ni n g. A  k e y  b e n e ft  of  bi o pr os p e cti n g  f or 
 o c a  y s o ur c e d a k a i p hi i c  str ai ns is t h at t h e y ar e   i k e y t o b e  
b ett er  a d a pt e d  t o  o c a  c i m at e  c o n diti o ns,  w h er e as  str ai ns fr o m a  
s e e ct f e w g e o gr a p hi c a  y / c i m ati c a  y  dist a nt  a k a i n e   a k es m a y  
n ot  h a v e  tr aits c o nf erri n g  o pti m a  a d a pt ati o n  t o  o c a  c o n diti o ns.  
F ut ur e  w or k  m a y  a s o  b e n e ft  fr o m c o m bi ni n g  t h e hi g h- a k a i nit y  
a p pr o a c h  wit h  ot h er  str at e gi es, e. g.,  usi n g  r ati o n a  y d esi g n e d  
p o y c u t ur es  of  a k a i n e-t o er a nt  str ai ns a n d  pr o bi oti c  b a ct eri a  t o 
st a bi iz e o ut d o or  pr o d u cti o n,  or  t h e us e  of  a d a pti v e   a b or at or y 
e v o uti o n  t o p us h  t h e  i mits of  t o er a n c e t o hi g h  a k a i nit y  a n d  
hi g h  p H  i n c o m m er ci a  a g a e  str ai ns. E x p eri m e nt a  gr a di e nt  
d esi g ns  wit h  m or e  tr e at m e nt  e v e s (i. e.,  m or e  t h a n t h e t hr e e 
 e v e s us e d  h er e )  wi   a s o  f urt h er e u ci d at e  p H  a n d  a k a i nit y  
t o er a n c e t hr es h o ds t o o pti miz e  pr o d u cti vit y  i n k e y  a g a  
s p e ci es. A  s y n er gisti c a p pr o a c h  c o m bi ni n g  hi g h- p H  a n d  hi g h-
a k a i nit y  c u ti v ati o n  wit h  ot h er  a d v a n c es  i n t h e e c o o g y  a n d  
e n gi n e eri n g  of  a g a e  f ar mi n g wi    i k e y m u ti p y  t h e o bs er v e d  
b e n e fts  of  s u c h str at e gi es. 

■ C O N C L U SI O N S  

O ur  st u d y s cr e e n e d 4 9  a g a  str ai ns (i n c u di n g  gr e e n  a g a e,  
c y a n o b a ct eri a,  di at o ms,  a n d  ot h ers )  f or t h eir a bi it y  t o gr o w  i n 
t hr e e i n cr e asi n g y h ars h   e v e s of  p H  a n d  a k a i nit y  ( as  w e   as  
e q ui v a e nt  c o n c e ntr ati o ns  of  a d d e d  s a i nit y ). W e  s h o w t h at 
m o d er at e  i n cr e as es i n p H  a n d  a k a i nit y  (i niti a  p H  v a u es  of  8. 5  
a n d  2 5  m M  a d d e d  c ar b o n at e  a k a i nit y )  c a us e  si g ni f c a nt gr o wt h  
i n cr e as es i n m a n y  str ai ns; h o w e v er,  t h es e i n c u d e b ot h  d esir e d  
pr o d u cti o n  str ai ns as  w e   as  p ot e nti a  y  h ar mf u  a g a e.  Hi g h  
a k a i nit y   e v e s (i niti a  p H  of  1 0  a n d  7 5  m M  c ar b o n at e  
a k a i nit y )  br o a d y  i n hi bit e d gr o wt h  of  m ost  s p e ci es, wit h  o n y  
9 / 4 9  str ai ns s h o wi n g p ositi v e  a v er a g e  gr o wt h  r at es a n d  o n y  o n e  
s p e ci es gr o wi n g  i n t h e e xtr e m e  c o n diti o n  (i niti a  p H  of  1 0  a n d  
1 5 0  m M  c ar b o n at e  a k a i nit y ).  S a i nit y  i n cr e as es t e n d e d t o c a us e  
v er y  di f er e nt  gr o wt h  r es p o ns es w h e n  c o m p ar e d  t o p H /  
a k a i nit y  i n cr e as es, s u g g esti n g t h at t h e os m oti c  str ess i n hi g h-
a k a i nit y  m e di a,  i n m ost  c as es,  is n ot  as  i m p ort a nt i n dri vi n g  
gr o wt h  i n hi biti o n as  p H.  T his  st u d y e x p a n ds  o ur  k n o w e d g e  of  
t h e s p e ci es p o o  t h at w e  m a y  e x p e ct  t o gr o w  i n c o m m er ci a  a g a e  
f ar ms usi n g  s u c h c u ti v ati o n  str at e gi es a n d  i d e nti f es k e y  a g a  
t a x a t h at g e n er a  y  c a n  b e  hi g h y  pr o d u cti v e  i n a k a i n e  
c u ti v ati o n  s yst e ms at  v ari o us   e v e s of  p H  a n d  a k a i nit y.  
A k a i n e  c u ti v ati o n  is a  pr o misi n g  str at e g y f or e n a b i n g  t h e 
e x p a nsi o n  of  o ut d o or  mi cr o a g a e  pr o d u cti o n,  a n d  o ur  st u d y 
pr o vi d es  a  fr a m e w or k t h at c a n  b e  us e d  i n f ut ur e bi o pr os p e cti n g  
e f orts  t o e x p a n d  t h e arr a y  of  a k a i n e-t o er a nt  a g a  cr o ps  t h at w e  
c a n  h ar n ess  t o m or e  s ust ai n a b y f e e d a n d  f u e  s o ci et y o n  a  
c h a n gi n g  p a n et.  

■ A S S O CI A T E D  C O N T E N T  

D at a  A v ail a bilit y  St at e m e nt  

A   d at a  a n d  c o d e  us e d  ar e  p u b i c y  a v ai a b e  o n  Z e n o d o  at  
htt ps: / / d oi. or g / 1 0. 5 2 8 1 /z e n o d o. 1 8 6 2 5 8 0 7 . 

*sı  S u p p orti n g  I n or m ati o n 

T h e  S u p p orti n g  I nf or m ati o n is a v ai a b e  fr e e of  c h ar g e  at  
htt ps: / / p u bs. a cs. or g / d oi / 1 0. 1 0 2 1 / a css us c h e m e n g. 5 c 0 9 9 0 6 . 

T a b es  wit h  t est st atisti cs t o ass ess  tr e at m e nt e f e cts;  
gr o wt h  c ur v es  f or a   e x p eri m e nt a  u nits;  f g ur es  a n a yzi n g  
di f er e nt  gr o wt h  r at e esti m ati o n  m et h o ds  a n d  i niti a  
d e nsit y  e f e cts;  a n d  a t er n ati v e  vis u a iz ati o ns  of  f g ur es  i n 
t h e m ai n  t e xt ( P D F )  
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■ A U T H O R  I N F O R M A TI O N 

C orr e s p o n di n g  A ut h or  

P atri c   K.  T h o m as  −  De p art me  t  of  A q u atic  Ec ol ogy,  S wiss  
Fe der al  I  stit ute of  A q u atic  Scie  ce  a  d  Tec h  ol ogy  ( E a w ag),  
8 6 0 0  D u be  d orf,  S wit zerl a  d;  Ce  ter  f or Bi o fl m  E  gi  eeri  g,  
M o  t a  a  St ate  U  i versity,  B o ze m a  ,  M o  t a  a  5 9 7 1 7,  U  ite d  
St ates;  or ci d. or g / 0 0 0 0- 0 0 0 2- 7 2 5 9- 5 7 6 6 ; 
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R o bi n  G erl a c h  −  Ce  ter  f or Bi o fl m  E  gi  eeri  g,  M o  t a  a  St ate  
U  i versity,  B o ze m a  ,  M o  t a  a  5 9 7 1 7,  U  ite d  St ates;  
De p art me  t  of  C he mic al  a  d  Bi ol ogic al  E  gi  eeri  g,  M o  t a  a  
St ate  U  i versity,  B o ze m a  ,  M o  t a  a  5 9 7 1 7,  U  ite d  St ates;  

or ci d. or g / 0 0 0 0- 0 0 0 2- 7 6 6 9- 3 0 7 2  
A nit a  N ar w a ni  −  De p art me  t  of  A q u atic  Ec ol ogy,  S wiss  Fe der al  

I  stit ute of  A q u atic  Scie  ce  a  d  Tec h  ol ogy  ( E a w ag),  8 6 0 0  
D u be  d orf,  S wit zerl a  d;  or ci d. or g / 0 0 0 0- 0 0 0 3- 4 5 6 1-
0 1 6 3  

C o m p et e  c o nt a ct  i nf or m ati o n is a v ai a b e  at:  
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A   a ut h ors  c o ntri b ut e d  t o t h e c o n c e pti o n  a n d  d esi g n  of  t h e 
st u d y. P. K. T.  c o n d u ct e d  t h e e x p eri m e nt.  P. K. T.  p erf or m e d  
st atisti c a  a n a ys es,  d at a  vis u a iz ati o ns,  a n d  wr ot e  t h e dr aft  
m a n us cri pt.  R. G.  a n d  A. N.  r e vi e w e d a n d  e dit e d  t h e dr aft  
m a n us cri pt.  A   a ut h ors  a p pr o v e d  t h e f n a  v ersi o n  of  t h e 
m a n us cri pt  f or s u b missi o n. 

N ot e s  

T h e  a ut h ors  d e c ar e  n o  c o m p eti n g  f n a n ci a  i nt er est. 

■ A C K N O W L E D G M E N T S  

W e  w o u d   i k e t o t h a n k G a bri e  a  M e g e  f or is o ati n g m a n y  of  t h e 
str ai ns i n t h e E a w a g  c u t ur e  c o  e cti o n;  S hi g er u  O k a d a,  L e v  
T y psi n,  a n d  S a m m y  P o ntr e  i  f or pr o vi di n g  a d diti o n a  a g a  
c u t ur es;  A  P ar k er  f or h e p  a n d  g ui d a n c e  wit h  st atisti c a  a n a ysis;  
a n d  M art a  R e y es,  R a p h a ë  B oss art,  a n d  Si v a n a  K äs er  f or 
a d diti o n a  h e p  wit h  is o ati o n, m ai nt e n a n c e,  a n d  c h ar a ct er-
iz ati o n of  a g a e  str ai ns. T his  r es e ar c h w as  f u n d e d b y  a  s e e d gr a nt  
fr o m E a w a g,  t hr o u g h t h e U nit e d  St at es  N ati o n a  S ci e n c e  
F o u n d ati o n  u n d er  gr a nt  n o.  2 1 2 5 0 8 3  ( U R o L- MI M ),  a n d  
t hr o u g h t h e P ost d o ct or a  F e  o ws hi p  pr o gr a m  of  U. S.  D e p art-
m e nt  of  A gri c u t ur e’s  N ati o n a  I nstit ut e of  F o o d  a n d  A gri c u t ur e  
( pr oj e ct  a w ar d  n o.  2 0 2 5- 6 7 0 1 2- 4 4 7 7 7 ).  
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