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1. RESUMEN






En la investigacion de que se da& cuen
ta en esta memoria se ha estudiado la influencia de la in
tensidad de iluminacién sobre la velocidad de crecimiento
de Chlorella Pyrenoidoéa,en el intervalo de 18 a 352C; en

un aparato de cultivo discontinuo.

Los resultados obtenidos indican que-
la intensidad de iluminacién se atentia rapidamente con la
distancia al pénetrar la luz en la suspensién de algas,-
siendo el coeficiente de extincién de 2,42 1/ g cm.La dis
tribucién de intensidades de iluminacién en la cémara de
cultivo ha permitido determinar la intensidad media de i
1uminacién,Im,que se ajusta aceptablemente,en funcidén de
la intensidad de iluminacién correspondiente al medio de
cultivo fresco,Io,y a la concentracién de biomasa,c,a la

ecuaciédn

IO acC
)

(1 -e

acC

donde o es una constante que incluye el coeficiente de -
extincibén y una longitud caracteristica que depende de -

la geometria de la cémara de cultivo.

La interpretacién de los experimentos
pone de manifiesto que en las condiciones utilizadas en
esta investigacién,agitacién mecénica para suplementar la
mezcla suministrada por el burbujeo,el grado de mezcla es

perfecto y la velocidad especifica de crecimiento es fun



cién de la intensidad media de iluminacién y no de su dig

tribucién espacial.

En el intervalo de 250 a 2500 lux,la-
velocidad especifica de crecimiento, u ,durante la zona -
exponencial parece variar linealmente con la intensidad-
incidente,hasta aproximadamente unos 1000 lux,para a con
tinuacién observarse un efecto de saturacién.Los valéres

encontrados se ajustan bién a la ecuacién exponencial

I
Is
= - e
m Mo (1 )
v Como era de esperar,la velocidad de -
crecimiento,p,durante la zona lineal varia linealmente -

con la intensidad de iluminacién.

Se han determinado los valores de los
pérametros de las ecuaciones que relacionan @ y p con -
Io a las temperaturas de 18,25,30 y 359C.S0lo a la menor
de estas temperaturas se observa un efecto negativo al -
aumentar la intensidad de iluminacién,en el intervalo es

tudiado.

Sobre la base del mecanismo simplifi-
cado para la fotosintesis,propuesto por Lumry y Rieske -
(1959) se han interpretado los resultados obtenidos lle-

gandose a la conclusién de que durante la zona exponen—-



cial las células son capaces de adaptar,en cierto grado,
su contenido en clorofila a las variaciones lentas de 1la

intensidad media de iluminacién provocadas por el creci-
miento.







-2, INTRODUCCION






2.1 INTERES DEL CULTIVO DE ALGAS UNICELULARES

El principal interés del cultivo de -
algas unicelulares a escala industrial es indudablemente
su utilizacién en la alimentacién animal y humana.En es-
te sentido,las algas unicelulares presentan algunas ven-
tajas importantes con respecto a las plantas superiofes,

entre las que cabe destacar:

a) en el caso de las algas unicelulares toda la biomasa-
es utilizable como alimento ya que no poseen estructu
ras no digeribles,al contrario que en las plantas su-
periores en que solo suele utilizarse los frutos,semi
llas o raices que,en general,constituyen menos de la

mitad del peso seco total de la planta.

b) como media,el contenido en proteinas de las algas uni
celulares es alrededor del 50% de su peso seco.Estas
proteinas son de bajo peso molecular (f&cil digestibi
lidad) y contienen los diez aminoAcidos esenciales pa

ra la alimentaciédn humana.

Por otra parte,aunque de acuerdo con
los datos méas recientes,el aprovechamiento de la energia
solar es del mismo orden en las algas unicelulares y en
las plantas sup2riores:luz de baja intensidad,~20% del -
espectro visibl2;luz plena del sol, ~2 a 3% del espectro

visiblejesta disminucién tan apreciable que pone de mani
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fiesto el fendmeno de saturacién de luz podria eliminar-
se en parte en el caso de las algas unicelulares como pa
recen sugerir los experimentos con luz intermitente,que-

se considerardn més adelante.

La creciente necesidad de proteinas -
para una poblacién humana en continuo aumento y todavia
hoy mal alimentada,ha determinado un grdn interés por -
los organismos unicelulares como fuente de proteina,Cos-
ta Novella (1974),y particularmente por las algas verdes
que dado su caracter autotré6fico tienen requerimientos -

minimos en cuanto a nutrientes,Burlew (1953).

Aunque se han utilizado diferentes es
pecies de algas,la mayor parte de los trabajos de inves-
tigacién en este campo han sido realizados con Chlorella
dada su velocidad de crecimiento relativamente rapida y
su tolerancia a una gran variedad de condiciones de cul-
tivo,Rainbow y Rose (1963).La produccién encontrada osci
la generalmente entre 10-15 gramos de peso seco / dia m2
que es unas‘lo veces superior a la produccién de los me-
jores cultivos agricolas,asi Fogg (1957) considera que -
en condiciones climéticas favorables pueden conseguirse

rendimientos anuales de cerca de 30 Tn de peso seco/acre,

Con respecto al contenido en proteiv-
nas de estas algas y sus caracteristicas de asimilacién

se han realizado también un grén ntmero de trabajos de -
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investigacién Brandt y col.(l975),Bhattacharyya y col.(19
71) .Estos Gltimos autores calculan una produccién anual -
de proteinas de alga‘de 7,4 Tn/acre y encuentran que la -
Chlorella seca tiene un contenido apreciable en vitaminas
y coenzimas.También se han realizado experimentos de nutri
cibn en seres humanos con resultados prometedores,Dam y

col.(1965).

2.1.1 Las algas como materia prima en la industria

E1l aprovechamiento industrial de las -
algas unicelulares no se basa unicamente en su contenido
en proteinas,atn cuando éste sea el aspecto mas interesan
te como se ha indicado anteriormente,si no que también --
pueden extraerse de ellas algunas otras sustancias de in-

terés en la industria quimica,alimentaria o farmacettica,.

Asi,el contenido en clorofila de estos
microorganismos es muy superior al de las plantas superio
res,por lo que puede extraerse de ellos con mayor facili-
dad y menor coste.Aunque naturalmente la demanda relativa
mente baja de este producto no justificaria por si sola -

el cultivo industrial de las algas unicelulares. -

Las grasas contenidas en ellas tienen
un alto porcentaje en &cidos dgrasos insaturados,por 1o que
se estan investigando aplicaciones de las mismas como acei

tes secantes para pinturas y barnices,Milner (1953).
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| | En algunas especies como Scenedesmus Q
bliquus el contenido en esteroles es apregiable y podria
tener interés su extraccién con vistas a la sintesis de -

cortisonas.

_ El mayor interés de estos procesos’ra—
dica en que después de la separacién la proteina es utili
zable,a veces en mejores condiciones,y también en que las
condiciones de crecimiento pueden determinar de manera -
muy apreciable la composicién de las algas cosechadas, -
Spoehr y col;(1949),Fogg v ¢01.(1953) .Asi estos autores -
encuentran que bajo condiciones favorables a un rapidd -
‘crecimiento los productos de la fotosintesis son utiliza-
dos fundamentalmente en la sintesis de protoplasma y las
células tienen un alto contenido en proteinas,mientras -
que cuando el crecimiento es retardado los productos pri-
marios de la fotosintesis se dirigen a la produccién de -
materiales de reserva,aumentando el contenido en carbohi—

dratos y lipidos.

Por otra parte,la fotosintesis implica

.

absorcibén de CO2 y desprendimiento de O2

do aplicaciones muy especificas,pero interesantes,para el

lo que ha sugeri

mantenimiento de la vida humana en viajes espaciales, Shu-
ler v Affens (1970).

Es interesante también sefialar que la

aplicacién de las algas unicelulares al tratamiento de las
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aguas,residuales urbanas puede presentar 1avventaja de que
enteste_caSoilé.biomaSa producida es un subproducto valio
so,al mismo tiempo que se consigue disminuir de manera muy
apreciable la DBO de las aguas tratadas.En general,estas-~
aguas constituyen un medio de cultivo idéneo por su alto-
- contenido en N y por el CO, que se desprende como conse--
cuencia de la'descomposicién bacteriana de la materia or-

ganica.

Finalmente,el cultivo a escala indus -
trial de estos microorganismos utilizando energia no so--
lar para el bombeo centrifugacién y secado tiene un balan
ce de energia positivo,es decir,que la energia solar ab--—
sorbida y almaéenada en las algas es superior a la ener—-
gia mecinica y térmica consumida en el funcionamiento de-
la instalacién,Es evidente,dada la crisis energética,cada
vez mds aguda,el interés de este Gltimo aspecto considera

do,

2.1.2 Produccién de algas a escala industrial

Degpués de la primera planta piloto en
la' que se lleva a cabo un estudio sistem&tico de la influ
encia de las dlferentes variables en el cultivo industrial
de la Chlorella montada por la Carnegie Institution de Ar
‘thur D. Little Inc. en Cambridge (Massachusetts) en 1951,
se han puesto a punto gran ntmerc de cultivos continuos -

semiindustriales en Estados Unidos,Japén,Alemania y Fran-
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cia.

E1l principal problema jindustrial con--
siste en disefiar la instalacién para conseguir que el al-
ga crezca a la maxima velocidad posible y poder cosechar-
la de manera continua,sin alterar las condiciones del cul
tivo.La necesidad de conseguir los maximos ren&imientos -
por unidad de 4&rea,g/ h m2 radica en que el coste total -
serd proporcional a la superficie de la instalacién,por =-
lo que el coste unitario serad inversamente proporcional -

al rendimiento.

En esencia,una planta industrial de cul

tivo deberé& disponer de los siguientes elementos:

a) Una cémara de cultivo con superficie superior transpa-
rente.En general,el cultivo cerrado permitirad disponer

una presién parcial de CO_, superior a la atmosférica -

2
con objeto de alcanzar las condiciones éptimas de cre-
cimiento y evitar m&s facilmente problemas de contami-
nacién,qge si bién parecen ser poco importantes en el

caso de las bacterias no ocurre asi con los protozoos.
E1l cultivo abierto parece ser adecuado solo en el caso
del tratamiento de aguas residuales,en el que,como Ya

se ha indicado,la biomasa es un subproducto y elrobje-

tivo esencial del proceso es la depuracién;

b) Un sistema de circulacién de la suspensién de algas en



c)

d)

e)

£)

15

el medio de cultivo,para evitar la sedimentacién y per
mitir que el proceso sea continuo.El grado de turbulen
cia en la cémara de cultivo deberia ser tal,que permi-

tiera un maximo aprovechamiento de la energia luminosa.

Un sistema de control de la temperatura que mantenga -
ésta en toda la instalacién en el valor 6ptimo para el
alga considerada.En este sentido conviene destacar que
variaciones ciclicas de la temperatura acopladas a 1o0s
periodos de luz y de oscuridad parece que puedan incre

mentar el rendimiento,Burlew (1953).

Un sistema de suministro de 002 y nutrientes para man-

tener la concentraciédn de CO2 disuelto y de los ‘nutrien

tes también en sus valores 6ptimos.

Un sistema de cosechado de las algas que permita reti-
rar del medio de cultivo,de manera continua,la biomasa
producida para mantener su concentracién constante.En-—
este sentido la utilizacién de la sedimentaciébn para -
conseguip una concentracién parcial previa a la centri
fugacibn parece ser el sistema m&s idéneo,Albertsson —
(1972).

Finalmente las algas cosechadas deberén ser tratadas de
alguna forma para conservarlas hasta‘el momento de su-
empleo,Con‘este fin,la liofilizacién,Osmund Holm Hansen

(1967),el secado por pulverizacién y el desengrasado y



16

desecaci6n simulténeos,parecen ser las técnjcas mas.acon-

sejables.
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2.2 SISTEMAS UTILIZADOS

Los microorganismos mas vtilizados en
los trabajos de investigacién en este campo,son las algas
verdes unicelulares de los géneros Chlorella,Chlamydomo -

nas y Scenedesmus.

En esta investigacidén se ha utilizado
Chlorella Pyrenoidosa,cuya clasificacién taxonbémica se in

dica a continuacién,Javornicky (1973):

DIVISION : CHLOROPHYTA
CLASE : CHLOROPHYCEAE
ORDEN o CHLOROCOCCALES
FAMILIA : CHLORELLACEAE
GENERO : CHLORELLA

ESPECIE : PYRENOIDOSA

Esta eleccién se realizé porque de a -
cuerdo con el estudio bibliogréafico,este alga verde pro -
porciona un§'de 1asbmayores velocidades de crecimiento y
se adapta con facilidad a muy diferentes condiciones am -

bientales,

2.2.1 Cpecimiento autotréfico

Teniendo en cuenta el objeto de la pre

sente investigacién se llevé a cabo una revisién biblio -
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grafica con el fin de seleccionar el medio de cultivo mas
adecuado, imponiendo las condiciones de que el crecimiento
fuera autotré6fico,es decir,que la fuente de energia fuera

la luz y la fuente de carbono el CO_, ;y de que el nitrdége

no asimilable se encontrara en la firma de No; .
En general,estos medios de cultivo con
sisten en una disolucibn acuosa que contiene menos del 1%
de sales y gases disueltos.El medio de cultivo selecciona
do fué el medio A propuesto por Rodriguez-Lopez (1964) que
de acuerdo con Zarnowski (1972) es uno de los més idoheos
| para Chlorella.la composicibén y preparacidn de este medio

de cultivo se indica en la parte 3 de esta memoria.

Es interesante destacar,sin embargo, -
que los medios de cultivo utilizados en el crecimiento au

totréfico de Chlorella con NO, como fuente de N varian am

pliamente en su composicién,cgmo se observa en la.tabla -
2.1 en la que se indican algunos de ellos a titulo de -
ejemplo.En esta tabla se dan las concentraciones eh g/'l

de los macronutrientes,considerando como tales 1los elemen

tos Mg,Fe y Ca.

Puede observarse en la tabla 2.1 que -
las concentraciones de los eleméntos indicados en los di-~
ferentes medios propuestos varian entre limites muy am; . =
Plios y que incluso no existe acuerdo en sobre si la pre-

sencia del Ca es necesaria o no Stewart (1974),Scott (1943).



TABLA 2.1

Medios de cultivo més frecuentes

Nombre Utilizado DETMER KNOP KNOP NIHEI
: en esta sin Ca ‘modificado y

Macronutrientes g/’lf:inﬁestigaciéﬁ | col.
N ‘ 0,140 0,085 0,168 0,168 0,693

P 0,157 0,057 0,279 0,279 0,285

s 0,033 0,067 0,320 0,320 0,325

X 0,390 0,203 0,819 0,819 2,289

Mg 0,024 0,050 0,243 0,243 0,247

Fe 0,001 0,004 0,001 0,001 0,001

Cca 0,004 0,244 - 0,030 - - -
Referencia Rodriguez- Scott Myers Phillips y Nihei y

Lépez(1964) (1943) (1944) Myers(1954) | col.(1954)

61



TABLA 2.1 (cont.)

Medios de cultivo més frecuentes

0c

Nombre SOROKIN RODRIGUEZ-~ BEALE HASE JAGUZINS-
' v LOPEZ B v y XKTEGO
Macronutrientes g/ 1 KRAUSS | col. col.

N 0,173 0,173 0,448 0,693 0,069

P 0?285 0,285 0,124 0,285 0,044

S 0,136 - 0,326 0,320 0,325 0,013

X 0?841 07841 1,326 2,289 0,193

Mg 0,099 0,247 0,243 0,247 0,010

Fe 0,010 0,002 0,001 0,001 10,0004

Ca 0,030 - - - 0,040 - - - - -
Referencia Sorokin y Rodriguez- Beale y Hase y | Zarnowski

| Xrauss(1958) | Lépez(1964) co01.(1971) | coi.(1971)](1972)




" TABLA 2.1 (cont.)

Medios de cultivo m&s frecuentes

Nombre . JAPON KANAZAWA KNOP ' MYERS PIETROD-
‘ ' - | WORTECKA
Macronutrientes g/ 1
N 0,280 0,693 0,156 0,168 0,279
P 0,068 0,285 0,036 0,279 0,068
S 0,040 0,325 0,013 0,172 0,040
X 0,086 2,289 0,476 0,819 0,858
‘Mg 0,030 0,247 0,010 0,119 0,030
Fe 0,001 0,001 0,0002 0,028 0,001
Ca - - - - 0,024 - - - 0,002
Referencia Zarnowsk'i(l972)

Tc



TABLA 2.1 (cont.)

Medios de cultivo més frecuentes

¢d

Nombre . PRATT TRZEBONKA TAMIYA EDTA~ k'DAVIS
SETLIK KNOP
Macronutr ientes g/1 4 7
N 0,014 0,175 0,693 0,168 1,386
P 0,004 0,071 0,570 0,278 0,278
s 0,001 0,093 0,650 0,320 0,320
X 0,046 0,090 2’648 0,817 4,211
Mg 0,001 0,062 0,493 0,243 0,243
Fe 0,0002 0,004 0,001 0,005 0,020
Ca - - - - - - - - - - - - - - -
| | ; |
Referencia Zarnowski(1972) Tamiva vy Davis y c01.{1953)
| | col.(1953) .
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_ Por otra parte,ademé&s de los elementos
indicados anteriormehte el medio de cultivo debe contener
pequefias cantidades de otros elementos considerados como
micronutrientes,y entre 1los que cabe mencionar Mn,Zn,Cu,B
y Mo,por citar solo aquellos en 10s que todos los investi

gadores estan de acuerdo en su necesidad.

Con objeto de suministrar estcs micro-
nutrientes al medio de cultivo se suelen utilizar solucio
nes mas concentradas de los mismos que se emplean en la -
proporcibn de 1 a 1000 y que se designan con nombres ya -
establecidos,cqmo por ejemplo las soluciones Arnon A-4,A-

5,B-7 v Hutner,Hase (1971),Krauss (1953) y Starr (1971).

Conviene destacar que la deficiencia -
en alguno de estos micronutrientes esenciales puede dismi
nuir de manera muy apreciable la velocidad de crecimiento

de las algas,Reisner y Thompson (1956).

Otro factor importante a tener en cuen
ta es el pH.del medio de cultivo,ya que aunque las algas
durante su crecimiento pueden influir dentro de ciertos -
1imites en el valor de esta variable,mediante sustancias
segregadas por las mismas,Sorokin (1971),su establecimien
to en el medio de cultiveo inicial permitird una mas facil
adaptacién al mismo.El valor del pH seleccionado fué de -
6,5 que al mismo tiempo que permite el crecimiento 6ptimo

de Chlorella inhibe en parte la contaminacién por bacte -
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rias.

Durante el crecimiento fotoautotréfico
de las algas la fuente de carbono serd el aphidrido carbd

nico.,

Las investigaciones al respecto sugie~

ren que el camino de la fijacién autotréfica del 002 en -

las algas es el ciclo de Calvin.Latzko y Gibbs (1969),han
encontrado que todas las enzimas necesarias para este ci-

clo estén presentes en Chlorella.

Puesto que la mayor parte de las algas

son organismos acuaticos el CO,. deberéd disolverse en el -

2
medio acuoso previamente a su asimilacién.En este medio -

se encontraréd fundamentalmente como CO2 disuelto o como -

los aniones CO_H vy CO.

3

3 dependiendo del valor del pH.

No existe acuerdo en la bibliografia

sobre que formas del CO_ en disolucién son esencialmente

2
asimiladas por las algas.Aunque la mayor parte de los in

vestigadores consideran que Chlorella absorbe el CO2 en
la forma sin disociar,ya que las membranas celulares son
mds permeables a ella,Osterlind (1948),Briggs y Whittin—
gham (1952);sin embargo,las elevadas velocidades de asimi
lacibén encontradas por Osterlind (1949) a pH relativamen-

te altos,en que la concentracién de CO_, disuelto es des -

2
preciable,Emerson y Green (1938),sugieren que debe haber-
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algtn mecanismo celular para la utilizacién de COSH— o Cog

Por otra parte dado que el CO2 es un -
gas relativamente poco soluble en agua,en el rango de pre
siones en que se trabaja se cumple la ley de Henry y por
tanto a cada temperatura,la concentracién de 002 disuelto
ser& proporcional a la presiébn parcial del anhidrido car-

bénico en la fase gaseosa.

Emerson y Green (1938),encuentran que

del 0,1 al 0,5% en volumen de CO_, en la fase gaseosa es -

suficiente parea una maxima velocidad de fotosintesis y que
aumentar esta concentracibén hasta el 5% en volumen no pro
voca ninguna mejora,sin embargo a partir de esta Gltima -
concentracién aparecen efectos téxicos.En contradiccién -
con lo anterior,Spoehr y Milner (1949),indican que hasta

el 5% V/V el aumento de la concentracién de CO2 en la fa-
se gaseosa ejerce un efecto positivo sobre la velocidad -

de fotosintesis.

‘ Osterlind (1950) llega a la conclusién
de que en 1askcondiciones naturales,0,03% en volumen de -
vCOQ,la velocidad de fotosintesis estd en parte limitada -
por el aporte de 002,y por tanto que puede cohseguirse in
crementar la velocidad de crecimiento utilizando atmésfe-
ras artificiales més ricas en Co,.

Warburg (1952) considera que una con -
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centracién del 5% de CO_ es la necesaria para una veloci-

dad maxima de crecimienio,de acuerdo con lo indicado ante
riofmente por Spoehr y Milner.Mientras que Davis,Myers y
Dedrick (1953) vuelven a encontrar que entre el 0,5 y el

4,5% V/V la velocidad de crecimiento no varia significati
vamente,de acuerdo con 1o indicado anteriormente por Emer

son y Green.

Nielsen (1955),al contrario que Oster-
lind,utilizando suspensiones muy diluidas encuentra que -
la velocidad de crecimiento es independiente de la concen

tracién de 002 por encima del 0,01-0,03%.

Es interesante destacar,que no existe
acuerdo entre los investigadores que han trabajado en es-

te campo y que pueden clasificarse con facilidad en dos -

grupos:

Emerson y Green (1938) iDavis Myers y
Dedrick (1953) y Nielsen (1955) concluyen que no existe -
un efecto positivo sobre la velocidad de crecimiento Cla~-
ro al aumengar la concentracibén de CO, en la fase gaseosa

2

,y si acaso 1la concentrac16n 6ptima de CO, es muy'pequeﬁa,

2
préxima a la natural,menor del 0,5%;por el contrarlo Spoe
hr y Milner (1949);0sterlind (1950) y Warburg (1952) si ~

encuentran una mejora apreciable y situan la concentracién

6ptima de CO, alrededor del 5% v/V.
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Puesto que los efectos negativos no se
-han encontrado por debajo del 5% en volumen,es préactica u
niversal el uso de esta concentracién en los estudios de
crecimiento autotréfico de algas.Las diferencias anterio-
res podrian justificarse en parte teniendo en cuenta que
los diferentes investigadores no han trabajado en condicio
nes comparables, sobre todo en lo que se refiere a la den-

sidad del cultivo y a la temperatura.

Por otra parte,puesto que el 002 di --
suelto es consumido durante el crecimiento y debe ser re-
puesto a partir del que se encuentra en la fase gaseosa -
es evidente que problemas cinéticos de la transferencia -
del 002 desde el gas al liquido,pueden interferir también
con el proceso del crecimiento.Estos fenémenos estan rela
cionados con el grado de agitacién de la fase liquida,el-
grado de subdivisidén del gas en el seno del liquido y el

caudal de fase gaseosa por unidad de volumen de liquido.

Hasta el momento,la atencién de los in
vestigadores se ha dirigido unicamente a analizar la in--
fluencia del caudal de gas,pudiendo destacarse los traba-
jos de Geoghegan (1953) y Beale y Appleman (1971),que en-
tre ambos analizan la influencia del caudal de gas en el
intervalo de 6,25 m1/1/min a 500 ml/ 1/ min,para una -—
mezcla gaseosa con un 5% V/V de CO,.En este intervalo no
se aprecia influencia del caudal de la fase gaseosa sobre

la velocidad de crecimiento de las algas,
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2.2.2 Crecimiento heterotréfico y mixotréfico

'Cierta atencién se ha dedicado también
al estudio del crecimiento de Chlorella con compuestos or
génicos como fuente de C y en ausencia de luz (crecimien~
to heterotr6fico) o en presencia de luz (crecimiento mixg

tréfico).

Rodriguez~L6épez (1964 y 1966) estudia
el crecimiento de Chlorella Pyrenoidosa en presencia de -
una serie de carbohidratos,encontrando que solo la g1u¢o~
sa, fructosa y manosa son consumidas con velocidad aprecia
ble.La luz estimula fuertemente el consumo de azlcares,que
son polimerizados a almidén en el microorganismo,provocan
do gigantismo de las células e inhibicién de la divisién,
Este autor considera que puede ser de gran interés practi
co el alcanzar por este tratamiento Fformas gigantes de -
Chlorella para usarlas como inb6culo en cultivos cuya velg
cidad de crecimiento se desee aumentar,tal como se despren
de de sus experimentos de crecimiento autotréfico en los
medios A y B,inoculados con células normales y células gi

gantes,

Otro posible factor que hace interesan
te este tipo de investigaciones es si la velocidad especi
fica maxima de crecimiento es superior en condiciones mi-
xotréficas a la que se obtiene en el crecimiento autotréd-

fico de un microorganismo dado,como parece deducirse del-



trabajo de Endo y Shirota (1972) que encuentran que la e-
ficienéia en la utilizacién de la luz es muy superior en
el cultivo mixotr@fico que en el cultivo autotréfico.Se--
gln estos autores,de una manera aproximada el crecimiento
mixotréfico podria considerarse la suma de los obtenidos

en condiciones heterotréficas y autotréficas.

Sin embargo,los resultados de Pearsall
y Bengry (1940) y los de Follmann,Markl y Vortmeyer (1978)
son éqntrarios a los de los autores anteriormente mencio—
nados,en el sentido de que encuentran que la velocidad es
~pecifica méxima de crecimiento no cambia de manera apre--
ciable al pasar de condiciones autotréficas a mixotréficas.
Debe sefialarse sin embargo que el Gltimo grupo de investi
gadores mencionado si encuentran un efecto positivo de la
presencia de glucosa en el medio de cultivo,en condiciones
de limitacién de luz,lo cual puede significar la posibili
dad de incrementar de manera apreciable la velocidad de -
crecimiento de un cultivo denso,en el que la limitacién

por la luz es provocada por la misma concentracién celular.
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2.3 CINETICA DEL’CRECIMIENTO LIMITADO POR LA LUZ

Cuando las algas unicelulares crecen -
bajo pequefias intensidades de iluminacién se observa gene
ralmente una relacibdn lineal entre la velocidad de foto -
sintesis y la intensidad de iluminacién,sin embargo,a va-
lores altos de la intensidad de iluminacién la velocidad
de fotosintesis se hace constante e independiente de ésta.
Esto mismo puede afirmarse para la velocidad especifica -
de crecimiento tanto si se expresa la concentracién de -
biomasa por peso seco,volumen empacado o nfimero de célu -

las,

La intensidad méxima de la luz del sol
es de 10 a 20 veces superior al valor de IS para Chlorella,
es decir el valor de la intensidad de iluminacidén a partir
del cual la velocidad especifica de crecimiento permanece
practicamente constante.Parece,por tanto, que como el obje
tivo esencial es el aprovechamiento de la energia solar -
no deberfian darse frecuentemente problemas de limitacidn
por la 1uz,§in embargo,es preciso considerar que de acuer
do con la ley de Beer la intensidad de iluminacién se ate

nta rapidamente al penetrar en la suspensién de células.

Teniendo en cuenta los coeficientes de
extincibn determinados experimentalmente para cultivos de
Chlorella,puede calcularse gque para una concentracién de

1 g/1 (no demasiado alta) la intensidad de iluminacién -
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se reduciria a 1/20'de la incidente a una profundidad li=~

geramente superior a 1 cm.

. El célculo anterior pone de manifiesto
que en una delgada capa del medio de cultivo proéxima avla
superficie iluminada se desaprovecha una gran parte de 1la
energia solar,mientras que dehajo de esta capa 1é veioci-

dad de crecimiento esté& limitada por la luz.

‘ Estas consideraciones ponen de manifi-
esto que el aspecto esencial que debe conocerse a fondo -
para el desarrollo industrial del cultivo de algas unice-
lulares es la influencia de la intensidad de iluminacién

sobre la velocidad especifica de crecimiento.

~ Con objeto de analizar la influencia -
de esta variable,controlando las condiciones adecuadamen-
te es preciso realizar estudios cinéticos con aparatos de
laboratorio e iluminacién artificial;aunque naturalmente-
dada la influencia de la geometria y del grado de mezcla-
o turbulencia en la historia de iluminacién de una célula
a 1lo largo de su ciclo de vida,asi como de las variacio--
nes diarias y esfagionaleé de la intensidad de iluminacidn
procedente del sol,seré preciso pasar por instalaCiones -
plahta piloto con luz natural antes del disefio del equipo

industrialQ
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2.3.1 épgratos.utilizados

La velocidad de crecimiento de algas u
nicelulares bajo limitacién de luz presenta problemas di-
ferentes a los del crecimiento bajo limitacién de un sus-
trato disuelto e incluso a los del crecimiento bajo limi-
tacibn porkun gas que se transfiere al medio de cultivo.
En efecto,en estas circunstancias la intensidad media de-
iluminacién en el medio de cultivo depende de la concen—-
tracién de biomasa y por consiguiente esta filtima varia—-
ble parece influir sobre la velocidad especifica de creci

miento.

E1l prollema es mas complicado en el ca
so del cultivo discontinuo ya que entonces,aunque la in -
tensidad de iluminacién incidente sea constante,la inten-
sidad de iluminacién en el medio de cultivo variaré con -
la posici6n y coan el tiempo.Esta circunstancia complica -
considerablemente la interpretacién de los resultados ob-
tenidos y ha llevado a un gran ntmero de investigadores a
disefiar sispemas de cultivo continuo,er los que al ser -
constante la concentracién de biomasa la intensidad de i-

luminacién varia solo con la posicién.

a) Cultivo continuo

Si se representa por Vc el volumen del

medio de cultivo en litros,por ¢ la concentracién de bio-
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masa en g/ 1,por F el caudal de alimentacién de medio de
cultivo fresco en 1/ h y por p la velocidad especifica de

crecimiento en h T,un balance de biomasa de forma general

seré ’
d
FO+ ucV, = F‘-c+—-(cvc) [2.1]
at
que puede ponerse en la forma
d
— (Vc ¢c) = —~Fc +unuc Vc [2.2]
dt ,

En general,se han utilizado dos tipos
de dispositivos de cultivo éontinuo,segan gque la veloci =
dadide-alimentacién de medio fiesco se regule mediante un
dispositivo fotométrico para mantener constante la concen
tracién de biomaSa en la cémara de cultivo e igual a un -

valor previamente escogido o no se regule,

En el primer caso ¢ seria constante -
desde el primer momento y la ecuacibn [2;2] se reduciria

a

L3

d Vc
= - P +,U,VCv [2.3]

dat
A este primer tipo pertenece el apara-
to propuesto por Myers y Clark en 1944 que ha sido amplig

mente utilizado.En este dispositivo se alimentaba conti -

nuamente medio fresco,con un caudal regulado como se ha -
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descrito anteriormente,pero no se extrala medio de culti-
vo;por tanto Vc aumenrta continuamente con el tiempo y F es
cero (téngase en cuenta que F aparece en el 22 miembro de
la ecuacién [2.3] representando el caudal de salida)

dv

dfc = u VC [2.4]

separando variables e integrando esta filtima ecuacién
In e = u( t=-to) [2.9]

que permite calcular u por medidas de los voltimenes de me

dio de cultivo en funcién del tiempo.

Posteriormente Phillips y Myers (1954a)
utilizando también un dispositivo fotométrico para regular
la entrada de medio fresco,pero manteniendo constante el-
volumen de 15 camara de cultivo mediante un sifén,disefian

un aparato en el que la ecuacién [2.3] se reducira. a

‘ 0 = = F 4 uV, [2.9]
es décif'
F
p= — = D [2.7]
7 |
Cc

que permite'la medida directa de la velocidad especifica

de crecimiento a partir del caudal de alimentacién regis-
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trado y del volumen de la camara de cultivo.

Los dos aparatos descritos pueden deno
minarse como dispositivos de dilucidn controlada y camara
de cultivo de volumen variable el primero y de volumen -

constante el segundo.

Cuando no se controla automaticamente
la velocidad de dilucién caben,en principio, también las -
dos posibilidades anteriores:volumen variable o volumen -
constante de la cémara de cultivo.Sin embargo,solo se ha
utilizado el dispositivo de volumen constante propuesto -
por Novick y Szilard (1950) con el nombre de quimiostato-
y utilizado también por Monod (1950),que puede describir-
se como un dispositivo de dilucibén constante y volumen -

constante.

‘ , En las condiciones de este tltimo apa-
rato,en que la velocidad de dilucién es ajustada por el -
propio investigador,las condiciones de estabilidad requie
ren que é€sta sea menor que la maxima velocidad especifica
de crecimiento posible,para evitar el lavado de la cémara
de cultivo.Una vez que la velocidad de dilucién ha sido -
fijada,la densidad de poblacibén en la cémara de cultivo -
se ajusta por si misma al valor de estado estacionario co
rrespondiente a las condiciones existentes en dicha céma-
ra,y en este momento la velocidad especifica de crecimien

to coincide con la velocidad de dilucidn.
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v . Un dispositivo de dilucibn constante,no
controlada,y volumen variable (sin salida de medio de cul
tivo) alcanzaria una - concentrac16n de biomasa constante -

cuando

— = uV, | - [2.4]
dt ;

1o que exigiria que el volumen de la ca&mara de cultivo va
riara logaritmicamente con el tiempo.Esta es la razén fun
damental de que esta cuarta posibilidad no haya sido uti-

1lzada hasta el momento.

En todos los dispositivos de cultivo -
continuo descritos la velocidad especifica de crecimiento
medida corresponder4d a las condiciones existentes en la -
camara de cultivo,en el caso de cultivos de algas unicelu
lares limitados por la luz,corresponderd a las condiciones
dé iluminacién existentes en dicha cé&mara.Generalmente se
utilizan céamaras muy estrechas (en el sentido de paso de
la luz) y bajas concentraciones celulares para poder des-—
Preciar la atenuacién de la intensidad de iluminacién in-
cidente y poder considerar ésta counstante en toda 1la cama

I’a-

b)'Cultivo disqontinuo

En los aparatos de laboratorio que fun

cionan en régimen no estacionario,cultivo discontinuo o -
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por cargas,la intensidad de iluminacién en el medio de Cul
tivo varia con la posicién y con el tiempd,debido a1'aumeg'
to de la concentracién de biomasa.Por estas circunstancias
,se alcanza generalmente una concentracién de biomasa a -
l1a cual toda la energia radiante incidente es absorbida -
en la cémara de cultivo.A partir de este momento la velo-
cidad de crecimiento se mantiene constante determinada -
por la velocidad de aporte de la energia radiante.Esta re
gién denominada zona lineal de crecimiento aparece siempre
cuando se utilizan estos aparatos si los experimentos se-

prolongan por un tiempo suficiente.

Si el volumen de la cémara de cultivo-
es apreciable es necesario utilizar agitacién mecénica pa
ra mantener uniforme la concentracién de biomasa y evitar
la sedimentacién de las células,ya que generalmente el -
burbujeo de la mezcla gaseosa no es suficiente para conse

guir este fin,Winokur (1948),Fogg vy col.(1959).

Sin embargo,el principal problema en -
estos aparagos es el ya indicado de la vafiacién de la in
tensidad de iluminacién,por esta razén el disefio de la cé
mara de cultivo se suele hacer con vistas a un facil cal-
culo de la distribucién de luz en la misma,Tamiya (1953b).
Este autor utiliza una cémara de cultivo de muy poco espg
sor en 1a'direcci6n de propagacién de la luz (2,8 cm) ,de
volumen relativamente pequefio y por tanto sin agitacidén -

mecénica.,
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Bvidentemente,solo la regién previa a
la zona lineal de crecimiento puede utilizarse con el fin
de analiZar la influencia de las variables de operacibn -
sobre la velocidad especifica de crecimiento,e incluso pa
ra la interpretacién de estos datos seré preciso conocer-

la distribucién espacial de intensidades de iluminacién.

Puesto que la velocidad especifica de
crecimiento serd un valor medio para toda la cémara de -
cultivo,su relacibn con la distribucién de luz en la mis-

ma vendra dada por

o= ;i./X/ w [x()] av [2.9)
Yool

o por
wo=p (1) T A
donde
. l :
: IIFl - -:]-c-///v I(r) av B [2.19]
‘ &

dependiendo delygrado de agitacién de la suspensién de ceé
1ulas y de la velocidad con que éstas se adapten a la in-

tensidad de iluminacién local.

Por estas razones el desarrollo de ex-

presiones para la intensidad media de iluminaciébdn,en fun-
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cién de la geometria del sistema y de la intensidad de i-
luminacién incidente,ha recibido considerable'atencién -
por parte de los investigadores,Tamiya (1951) ,Rabe y Be’-
noit (1962),Roger y Villermaux (1975).

2.3.2 Influencia de la intensidad de iluminacidn

Las ecuaciones propuestas para relacio
nar la velocidad especifica de crecimiento con la intensi
dad'de iluminacién,en un cultivo de algas limitado por la
luz,han sido revisadas por Oorschot (1955) que las resume
en el modelo discontinuo

p= a1 I I [2.11]

o S
I, 3 I [2.19

# S

H
=

el modelo hiperbélico de Tamiya y col.(1953b)

. |
M rim o | [2.13]
b +alg

i

y el modelo exponencial

I v
o ) IS' . - .
La comparacién de los resultados expe-
rimentales de Oorschot sobre crecimiento de Chlorella y =
Scenedesmus,con las ecuaciones anteriores,pone de manifies

to que los dos primeros modelos indicados simplifican mu-
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1

cho la realidad,en un caso por un paso dema51ado brusco de
la zona en que u es proporc1onal a I a la zona de u cons
tante y en el Otro por una translc16n demasiado lenta.Se-
gtn este autor los resultados experimentales se encuentran
en una situaciébn intermedia entre el modelo discontinuo y

el modelo exponencial.

Un resultado semejante puede deducirse
de las curvas de irradiacién de Myers (1946) y Phillips vy
Myers (1954b) como se vera posteriormente en la interpre-
tacién de resultados.Tanto los resultados de estos autores
como los de Pipes y Koutsoyannis (1962) obtenidos en dis-
positivos de cultivo continuo,parecen ajustarse mejor a -

la ecuacién exponencial indicada antes.

Por otra parte,Matthern,Kostick y Oka-
da (1969) utilizando muy altas iluminaciones totales,de -
25000 a 300000 ltmenes,en el estudio del crecimiento de -
Chlorella 7-11~05,en un dispositivo especial,que incorpo-
ra los conceptos basicos del fermentador aerobio para cé-
lulas heteroﬁréficas al estudio de organismos autotréfi--
cos a altas intensidédes de iluminacién,que designan HI--
LIS (high intensity light system),encuentran que la velo-
cidad de crecimiento es funcién del logaritmo de la ilumi
nacién total;teniendo en cuenta que se trata de un apara-
to continuo (c constante)esto significa que los resulta-—-

dos de estos autores se ajustan a la ecuacién exponencial,
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Los investigadores que utilizan la tég
nica del cultivo discontinuo,tales como Winokur (1948),Al
géus (1951),Tamiya y col.(1953b) y Sorokin y Krauss (1958)
yal representar los datos dé concentracién celular frente
al tiempo obtienen gré&ficos como los que se indican en la

siguiente figura

logec ‘ , ¢

*

segtn se realice la representacién en coordenadas semilo-

garitmicas o lineales,

La segunda forma de la figura anterior
,corresponde en su parte recta a la zona lineal de creci-

miento ya comentada anteriormente,mientras que la porciébén
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recta inicial que se observa en la primera de las dos gra
ficas se designa como zona exponencial de crecimiento y -
es interpretada por Sofokin y por Tamiya admitiendo que -
en esa zona la concentracidén celular es lo suficientemen-
te baja para que sean despreciables las sombras mutuas en
tre las células y la intensidad de iluminacién pueda con-

siderarse constante.

Tamiya,explica la aparicién de las dos
zonas caracteristicas utilizando la ecuacién hiperbélica-
para relacionar la velocidad especifica de crecimiento con
la intensidad de iluminacién local y aplicando la ecuacién
[2.@ para deducir la velocidad e5pecifiﬁa de crecimiento

media.

Conviene sefialar sin embargo,que la ex
plicacién dada anteriormente,de Sorokin y Tamiya, sobre la
existencia de la zona exponencial de crecimiento no pare-
ce consistente con los resultados de este filtimo autor en
10 que se refiere a la concentraciédn de biomasa a la que-
acaba 1la zona exponencial.Asi por ejemplo,para una inten-
sidad de iluminacién de 5000 lux,Tamiya indica que la zo-
na exponencial acaba a una concentraciédn celular de 0,5 -
ml/ 1 de volumen empacado,si se tiene en cuenta que en es
ta investigacién se utiliza una cémara de cultivo plana -
de 2,8 cm de espesor y que el coeficiente de extincién me
dido pbr Tamiya es de 0,41 1/ ml cm,puede calcularse apli

cando la ley de Beer que la intensidad de iluminacién exis
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tente en la cémara de cultivo variara desde 5000 lux en la
superficie por la que penetra la luz hasta 2800 lux en la
superficie por la que sale,variacién considerablemente a-

preciable para que pueda despreciarse.

Informacibébn valiosa para llegar a com-
prender el mecanismo por el que tiene lugar la fotosinte-
sis suministran los experimentos con luz intermitente,es-
decir,alternando periodos de iluminacién y de oscuridad -
sobre la cémara de cultivo.Estos experimentos,Kok (1953),
Phillips y Myers (1954b),ponen de manifiesto que la inter
mitencia determina un mayor aprovechamiento de la energia
luminosa incidente,como si las reacciones fotoquimicas de
la fotosintesis fueran considerablemente mds réapidas que=-
las reacciones oscuras y la célula fuera capaz de absor--
ber en cortos periodos de tiempo una energia que luego i-

r4 consumiendo poco a poco en la biosintesis.

. Los resultados cuantitativos de Phillips
y Myers (1954b) sobre iluminacién intermitente se conside
rarén mas adglante en la interpretacién de resultados.Es-
interesante, sin embargo,volver a insistir en que esta cir
cunstancia puede permitir obviar en parte el inconvenien-
te de la saturacibn de luz y que un proceso semejante a -
la intermitencia consiste en conseguir un grado de mezcla

elevado en un cultivo denso,Burlew (1953),Holland (1969).



2.3.3 Qu;tiyo sincronico

En la mayor parte de los trabajos de -
investigacién comentados anteriormente se utilizan pobla-
ciones de células que se encuentran en distinto grado de-
desarrollo,es decir,que tienen diferentes edades,entendien
do por edad el tiempo transcurrido desde la divisién ante
rior.Con objeto de analizar si la velocidad de fotosinte-
sis vy por tanto el crecimiento,cambian durante el curso -
del ciclo normal de vida de las células es preciso utili-
zar cultivos sincrénicos en el que la mayor parte de las

células tengan la misma edad.

Es evidente que en un cultivo industrial
interesa la velocidad media de crecimiento,ya que en un -
pProceso continuo existirdn normalmente células de todas -
las edadés posibles de acuerdo con una distribucién esta-—
distica,sin embargo los cultivos sincrbnicos pueden sumi-
nistrar informacién muy valiosa para profundizar en el me

canismo y velocidad de la fotosintesis.

Tamiya y col.(1953a) y Nihei y col.(19
54) distinguen dos tipos de células de caracteristicas di
ferentes:las llamadas "células oscuras" (dark cells) de -
pequefio tamafio y ricas en clorofila que manifiestan una -
gran actividad fotosintética y las"células claras" (1ight
cells).Cuando se suministran nutrientes y luz a las célu-

las oscuras aumentan de tamafioc hasta convertirse en célu-—
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las claras,las cuales posteriormente se dividen en un cier
to ntmero de células oscuras.La divisién no implica incre
mento en masa celular y tiene lugar solo bajo condiciones
aerobias,independientemente de que las células se encuén—

tren iluminadas o en la oscuridad.

Segtin estos autores,el proceso de cre-
cimiento global del alga tiene lugar por la repeticién de
este cambio mutuo entre los dos tipos de células.De esta-
manera es posible separar experimentalmente los dos aspeg
tos esenciales del crecimiento:el incremento en masa y el

incremento en ntimero de células.

. Sin embargo,la mayor parte de la infor
macibn de que se dispone sobre cultivos sincrénicos de -~
Chlorella ha sido suministrada por Sorokin (1960a) y Soro
kin y Krauss (1962 y 1965) que utilizan la cepa de alta -
temperatura de Chlorella Pyrenoidosa 7-11-05 y consiguen—
un cultivqysincrénico por un régimen intermitente luz-o0sS—
curidad a 399C de la siguiente forma:durante 9 horas se -
ilumina el qultivo con una intensidad de‘21500 lux y a =
continuacibén durante 15 horas se mantiene en oscuridad to
tal.Estos autores comprueban que después de tres o cuatro
ciclos y al final del tltimo periodo de oscuridad las cé-
lulas eran en mas del 99% células pequeflas jévenes,recién

divididas.

Los resultados obtenidos indican una -
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amplia variacién de 1la actividad metabélica de las célu -
las durante su ciclo de vida,aunque esta actividad se re-
fiera al contenido en clorofila,en contra de la hipétesis
de Bongers de que la actividad fotosintética durante el -
desarrollo de las células permaneceria constante si se re
firiera a los componentes de la misma fotosinteticamente-
activos.Utilizando estos cultivos sincrénicos,Sorokin y -
Krauss estudian la influencia de la intensidad de ilumina
cibn y temperatura sobre el crecimiento y sobre la divi--
si6én celular independientemente,los resultados obtenidos—
indican una mayor sensibilidad de la divisién celular a -
altas intensidades de iluminacién,este hecho puede ser -
responsable en parte de la limitacién del crecimiento en-
cultivos asincroénicos sometidos a altas intensidades de i
luminacién,ya que se inhibe 1la divisién celular y las cé-
lulas grandes de edad avanzada tienen una baja actividad-
metabblica.Esta hip6tesis estd de acuerdo con las altas -
velocidades de crecimiento observadas por estos autores -
en cultivos sincrénicos de células jévenes y con el hecho
de que la intensidad de iluminacién correspondiente a la-
saturacién sea considerablemente m&s alta para los culti-

vos sincrbénicos que para los asincrénicos,

También han trabajado con cultivos sin
crénicosvde Chlorella Hase y Morimura (1971) v Galloway y
col.(1974). |
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2.3.4 Adaptacién a los cambios de iluminacion

Se entiende por adaptaéién el ajuste -
fisiolégico a un cambio en las condiciones ambientales.Es
bién conocido que las algas unicelulares son capaces de -
adaptarse a diferentes intensidades de iluminacién,norma;
mente variando la velocidad de sintesis de los pigmentos

fotosintéticos.

Myers y Graham (1959) estudian el con-
tenido en clorofila de Chlorella Ellipsoidea creciendo ba
jo diferentes intensidades de iluminacién en un aparato -
de cultivo continuo, sus resultados parecen indicar que el
contenido en clorofila es casi inversamente proporcional-
a la intensidad de iluminacién en él intervalo estudiado-

por estos autores.

Nielsen y Jorgensen (1962) han estudia
do la adaptacién de Chlorella a cambios bruscos de la in-
tensidad de iluminacién desde 3 a 30 klux y viceversa,en-
contrando que esta adaptacibn es un proceso.lento que tie
ne 1ugar simﬁltaneamente con el crecimiento y que se veri
fica por ajuste de la velocidad de sintesis de clorofila.
Asi,cuando}éélulas creciendo bajo una intensidad de ilumi
nacién de 3 klux se someten bruscamente a 30 klux el con-
tenido en clorofila por unidad de peso’secd diQminuye a -
casi la mitad en las primeras 24 horas,puesto que el peso

seco se ha incrementado en este tiempo por un factor de -
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3,5 la sintesis de clorofila durante este periodo habra -
sido pequefia.Por el contrario,cuando se cambia bruscamente
de 30 klux a 3 klux el contenido en clorofila por unidad-
de peso secc durante las primeras 24 horas se incrementa-
por un factor de 2 1o que significa que la produccién de-
clorofila durante este periodo ha sido el doble que duran

te el crecimiento a 3 klux.

. En un trabajo posterior de estos auto-
res (1968),se estudia la adaptacién de Chlorella Pyrenoi-
dosa a intensidades de iluminacién variables entre 0,32 vy
21 klux.Los an&lisis del contenido en clorofila del alga-
ponen de manifiesto que ésta se adapta a las diferentes -
intensidades de iluminacién variando la cantidad de pig--
mentos por célula.Por ejemplo,las algas creciendo a 1l klux
tienen cerca de 10 veces mé&s clorofila por célula que las
que crecen a 21 klux.En la siguiente figura,se indica de-
manera cualitativa la variacibn del contenido en clorofi-
la a por célula,en el intervalo de intensidades de ilumi-

nacibén antes indidadq,encontrada por estos autores:

CHLa
¢ﬁuw;
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debe tenerse presente que el intervalo de intensidades de
iluminacién explorado por estos autores corresponde a una
variacién de aproximadamente 70 veces en el valor.de I, -
mientras que Myers y Graham (1959) varian la intensidad -
de iluminacién poco m&s de 4 veces.Es evidente,por tanto,
que los resultados de ambos grupos de investigadores son-

consistentes.

. A conclusiones semejantes llega Simmer
(1969),sometiendo un cultivo de Scenedesmus Obliquus a -
cambios bruscos de iluminacién y Beale y Appleman (1971)~
que encuentran que el contenido en clorofila de Chlorella
es el factor limitante del crecimiento como ocurre en los
cultivos densos,cuando las algas crecen bajo peéueﬁa ilu-
minacién e incluso cuando la luz es usada con menor eficg
cia por inhibicién parcial de la fotosintesis con 3-(p-¢19

rofenil)-1,1 dimetilurea.

2.3.5 Influencia de la temperatura en cultivos limitados

por la luz

Las ecuaciones anteriormente indicadas
para ajustar los datos de las curvas de irradiacién tie--
nen la caracteristica comtin de que la velocidad especifi-
ca de crecimiento aumenta continuamente con la intensidad
de iluminacién tendiendo,mas o menos rapidamente,a un va-
lor méximo constante u .5in embargo,los resultados expe

rimentales indican que muy altas intensidades de ilumina-
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cibén pueden inhibir el crecimiento de‘las algas,un modelo
: tiplco que tlene €n cuenta este hecho es el propuesto por
Steele (1977)

I
H o= u --I-- e( : —' Im) [2.15]
’ m I
m
donde Im representa la intensidad a la cual la velocidad-

especifica de crecimiento alcanza su valor maximo.

bNo obstante,hasta intensidades de ilu-
minacién préximas a la luz plena del sol solo se observa-
de manera aprecizble la disminucién de la velocidad espe-
cifica de crecimiento con la intensidad de iluminacién, a-
temperaturas bajas.En efecto,Tamiya v col,(1953b) en sus-
experimentos con Chlorella Ellipsoidea encuentran que a -
72C el crecimiento es disminuido muy apreciablemente al -
aumentar la intensidad de iluminacién por encima de 5000-
lux,mientras que a 15 y 252C no se observa efecto negati-

vo de I hasta 50000 1lux.

Un resultado semejante es observado por
Sorokin y Krauss (1962) en el estudio de la influencia -
combinada de la temperatura y la iluminacién sobre el cre
cimiento de Chlorella Pyrenoidosa 7-11-05 en cultivo sin-
crénico.Estos autores encuentran disminucién apreciable -
de la velocidad especifica de crecimiento al aumentar la-

intensidad de iluminacién a las temperaturas de 10,15 y -
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209C,ademas la disminucion empieza a apreciarse a intensi
dades mas bajas cuanto menor es la temperatu?a.Sin embar-
go,a temperaturas superiores a 252C no se obsérva este -
efecto en el mismo intervalo de intensidades de ilumina--

cibn.

La explicacién de estos hechos es difi
gil en cultivos asincrénicos en 1os que los resultados ob
servados son consecuencia de la influencia combinada de -
la iluminacién y la temperatura sobre los dos aspectos -
del crecimiento:la acumulacibén de material celular y la -
divisién.De acuerdo con Sorokin (1960b) el aumento de la-
intensidad de iluminaci6n favorece la acumulacién de mate
rial celular,pero sobre todo al aumentar la temperatura -
hasta su valor 6ptimo,mientras que perjudica la divisidn—
celular sobre todo a temperaturas bajas.Estas considera—-
ciones de tipo cualitativo se indican de una manera grafi

ca en la siguiente figura,tipo Arrhenius

log velocidad
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La interaccitn ertre los dos factores
que se estan considerando:iluminacién y temperatura es in
dudablemente muy fﬁerte y el efecto de cualquiera de ellos
sobre la velocidad de crecimiento estd apreciablemente in
fluido por el valor del otro.Por esta razén ha recibido -
gran atehcién por parte de los investigadores,asi Halldal
y French (1958) proponen un dispositivo experimental en -
el que se establecen gradientes cruzados de temperatura e
iluminacién con el fin de determinar las condiciones épti
mas de crecimiento de diferentes algas;McCombie (1960) es
tudia las interacciones de estos dos factores en el creci
miento del alga verde Chlamydomonas Reinhardi v Maddux y

Jones (1964) para Nitzschia Closterium y Tetraselmis.

2.3.6 Cinética y mecanismo de la fotosintesis

. Es bién conocido que 1la fotosintesis -
implica dos claées’de procesos:procesos fotoquimicos y -
procesos enzimatiéos.La velocidad de los procesos fotoqui
micos depende de la absorcién de luz por 1los pigmentos fo
tosintéticos y por tanto de 1la concentracién de estos pig
mentos y de la intensidad de iluminacién,mientras que la-
velocidad de los procesos enzimiticos dependerd de la con

centracién de enzimas activas y de la temperatura.

Aunque en la fotosintesis hay dos foto
rreacciones y dos sistemas de pigmentos y los procesos en

zimaticos son también de gran complejidad,se han propues—
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to mecanismos simplificados para tratar de explicar la ci
nética global de 1la fotosintesis,entre los cuales uno de-
los mas sencillos es el propuesto por Lumry y Rieske (19

59),que se utiliza mas adelante en la interpretacién de -

los resultados.

Usualmente,las investigaciones sobre -
el mecanismo de la fotosintesis se llevan a cabo con clo-
roplastos aislados mds que con células y desde el punto -
de vista del estudio del crecimiento de las algas para su
aplicacién industrial,el interés de estos mecanismos radi
ca en que pueden suministrar modelos matematicos para re-
presentar e1 crecimiento,Be1yanin y col.(1968),Govindjee
y co0l.(1968),Wren y col.(1972).Por esta razén se utiliza-
genéralmente el mecanismo simplificado de la fotosintesis
en doé etapas,una de caracter fotoquimico y otra de carég

ter enzimdtico.
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2.4 OBJETO DE LA PRESENTE INVESTIGACION

La presente investigacién constituye -
el primer trabajo en una linea iniciada en el departamen-
to de Quimica Técnica en 1976,con vistas a estudiar el a-
provechamiento industrial de la energia solar médiante al

gas unicelulares.

En primer lugar,por tratarse de una 1i
nea de investigacién nueva,en nuéstro departamento, se 1lle
v6 a cabo un estudio bibliogré&fico lo més exhaustivo posi
ble sobre el tema,que se ha ido actualiiando en los Glti-

mos afios.

En segundo lugar,era preciso disefiar y
montar una instalacién de laboratorio que ?ermitiera el -
control preciso de las variables de operacién,fundamental
mente, en eéta‘primera etapa,de la intensidad de ilumina-—-
cibén.Asi como poner a punto las técnicas de medida y ané-

lisis necesarias.

Puesto que con vistas a su aprovecha--
miento industrial,los cultivos de alga§ han de ser nécesg
riamente densos por razones econbmicas,y dadaila aprecia-
ble atenuacién de la intensidad de iluminacién en 1los mis
mos,la atencién se dirigid en primer lugar a la medida de
la distribucitén de las intensidades de iluminacién puntua

les en el medio de cultivo,coeficientes de extincién y co

P o&ﬁL}OfEaﬁ%@.
™ h '4";‘ » -’\ v:

- C PRI
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rrelaciones que permitieran evaluar la intensidad‘media<a

de iluminacién,

A continuacién se trataba de analizar-
la influencia de la intensidad dé ilumiﬁacién sobre la ve
locidad de crecimiento y reéoger informacién suficiente -
sobre la 1n£1uenc1a de la aglta010n o turbulencia con el-

fin de obv1ar en parte el problema de saturac1én de luz.

Finalmente era preciso analizar la in-
fluencia de la temperatura en un rango préximo a la tempe

ratura ambiente.

Disponiendo de la instalacién de labo-
ratorio para analizar las restantes variaﬁles,tales como-
composicidn del medio de cultivo y caudal y composicién -
de la fase gaseosa, junto con la inférmacién obtenida has-
ta el momento se considera posible el disefio y.montaje de
una instalacién planta piloto externa,cha utilizacién se

ria la continuacién de este trabajo.



3. TECNICA EXPERIMENTAL






59

3.1 DESCRIPCION DE LA INSTALACION

La eleccién del emplazamiento de la -
instalacién para el estudio cinético del crecimiento estu
vo basada en criterios de control de las variables a estu
diar.Por ello se utiliz6é un cuarto oscuro interior donde-
la temperatura ambiental permanecia practicamente constan
te a lo largo del afio y la iluminacién existente solo era
artificial.Esto facilitaba las condiciones de termostata-
cibn y el que la iluminacién incidente sobre las células-

fuera solo debido a las lé&mparas colocadas exprofeso,

v En la figura 3.1 se ha representado es
quematlcamente la instalacibn.A continuacién se describen

los elementos que la forman y su funcionamiento.

a) Aire:El1 aire procedente de 1a habitacién se introduce-
en el montage mediante el compresor —1— SIROCCO mod.Cl
con regulador de caudal,pasa a través de un flltro -2~
de algodén hidréfobo con objeto de eliminarle impure-—-—
zas en suspensifén,mediante una unién en T colocada en-
la conduccién se permite entrar al aire en una columna
estabilizadora -3~ contenlendo agua,lo que p031b111ta-
conocer su presidén de salida y la pérdida de carga ori
ginada por la instalacibén.A contlnua016n se mide el —-
caudal mediante ei diafragma de vidrio —-4- y entra en-
el depésito -5~ donde se mezcla con el diéxido de car-

bono y se humidifica.La humidificacién se realiza a -~
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fin de evitar en lo posible las pérdidas posteriores -
de medio de cultivo debidas al burbujeo en los vasos -

de crecimiento.

b) Diéxido de carbono:E1 diéxido de carbono proviene de -

la bala -6~ a la que se han conectado dos manorreducto
res -7- en serie con objeto de conseguir un control fi
no del caudal,entra en la columna estabilizadora -3’-

y a‘la salida de ésta se mide su caudal mediante el -
diafragma -4’- entrando ya en el depbsito -5- donde se
humidifica haciéndolo burbujear sobre égua y se mezcla

con el aire.

c) Mezcla gaseosa:La mezcla gaseosa aire-diéxido de carbo

no formada sale del depésito -5~ pasa por una columna-
estabilizadora ~-3’’-= v un medidor de caudal -4’’-.Es--
tas medidas nos proporcionan un mayor control de la fa
se Jgaseosa y finalmente se introduce en 1los vasos de -

crecimiento -9~ mediante el distribuidor de gases -8-.

De acuerdo con el estudio bibliografi-

.

co realizado se utilizé una mezcla gaseosa con 5% en -

volumen de CO, y con un caudal de 500 ml/1/min,condicio

2
nes Optimas para el crecimiento de las algas que asegu
raban la no limitacién del crecimiento por este nutrien

te.

d) Fluido termostatico:Dado el intervalo de temperaturas



62

utilizado se empleé agua como fluido termostatico.En -
el bafio del termostato ~10- HETO_mod;01T623 se mante-—-
nia el agua a la temperatura seleccionada para cada ex

perimento.

El agua del bafio se hace circular me--
diante la bomba centrifuga -11- por la camisa de los -
tres vasos de cultivo que esté&n conectados en serie y-

retorna al bafio -10-.

Cuando se trabaja a temperaturas proxi
mas a la ambiente y a fin de conseguir una mayor esta-
bilidad de la temperatura de trabajo,el agua de retor-
no es enfriada‘haciéndola pasar a través de un refrige
rante ~12- antes de intfoducirse en el bafio termostati

co =-10-.

e) Distribuidor de gases:Con objeto de conseguir que el -

£)

caudal de gas en cada uno de los tres vasos de cultivo
sea aproximadamente el mismo,se regula la pérdida de -~
carga de las tres ramas del distribuidor ~8- con las -

valvulas —13—;

Vasos de cultivo:El crecimiento ha tenido lugar en tres
vasos -9-,idénticoé disefiados para este_frabajb y con-
sistentes en dos cilindros concéntricos;El cilindro in
terno va abierto por su parte superior,ei cilindro ex-

terno va soldado por su parte superior al cilindro in-
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terno a fin de formar la camisa,en la que mediante una
entrada inferior y una salida superior va a circular -

el agua de termostataciébn,

Las caracteristicas geométricas de es-

tos cilindros se indican en la siguiente tabla:

cilindro didmetro interno altura
interno 7,5 cm 24 cm

externo 9,5 cm 25 ¢cm

Agitacidén:La agitacién suministrada por el burbujeo de
la mezcla daseosa en el medio de cultivo es reforzada-
por la accibén de tres agitadores magnéticos -14- SELEC
TA mod.Agimatic situados debajo de los tres vasos de -~

cultivo;

Iluminacién:La iluminaciébn es proporcionada por dos -

léamparas fluorescentes WESTHINGHOUSE PLANT-GRO mod. F
40/GRO especiales para crecimiento,por emitir la mayor
parte de su luz a longitudes de onda correspondientes-

a las zonas roja y azul del espectro.

Las caracteristicas técnicas de estas

lémparas se indican en la siguiente tabla

Potencia nominal (watios) ........ 40

Longitud nominal (metros) ........ 1,22
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Horas de vida,aproximadas ....... 12000

. En la figura 3.2 se ha representado un
esquema de la distribucién espectral de la luz suminis -

trada por estas lamparas.
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| En la instalacién,las lamparas van mon
tadas en un panel mévil -16~,10 que permite acercarlas
o} alejarlas a lbs vasos de cultivo ~9- segtn la inten-

sidad de iluminaciébn requerida.

Para conseguir intengidades de ilumina
cién bajas se han construido unos paneles de tela metd
lica de distinta luz de malla enmarcada en madera y -
pintado el conjﬁnto de negro mate.lLa interposicién de-
estos paneles entre la fuente luminosa y 1os vasos de-
cultivo,bién de uno en uno o formando qombinaciones, -
nos ha permitido obtener las intensidades mé&s bajas que

se seleccionaron para los experimentos,
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3.2 PROCEDIMIENTO

a)‘Conservacién'de cultivos stock:E1 almacenamiento de las
algas se lleva a cabo en tubos de ensayo de 100 cc de-
capacidad,llenos con 20 cc¢c de una disolucién contenien
do medio de cultivo y bacto-agar DIFCO al 2% en peso,-
obtenida calentando hasta comienzos de ebullicién.La -
disolucibn se esteriliza en un autoclave TD mod.alto -
durante media hora a 1,5 kg/cm2 (1112C) y solidifica -
por enfriamiehto hasta temperatura ambiente.La solidi-
ficacibn se realiza en posicién inclinada para aumen-—

tar la superficie de inoculaciébn.

El pH del medio de cultivo antes de la
esterilizacibén se ajusta a 7 para evitar una posible -
pérdida del pbder gelificante del agar si se esterili-

za en medio Acido,

La inoculacidén se realiza en condicio-
nes estériles mediante asa de platino flameando la bo-
ca de los tubos,se sigue la técnica de inoculacién en

zig-zag.
Las células originales de Chlorella Py
~ renoidosa fueron suministradas por el Instituto Grego-

rio Marafién del C.S.I.C.

Los tubos inoculados pasan a la habita
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cién- de cultivo donde se mantienen a la temperatura am
biente y en régimen de iluminacién continua.

La viabilidad de los organismos se mapn

tiene por inoculacién a medio fresco periodicamente.

b) Preparacién del medio de cultivo:E1 medio de cultivo u

tilizado en este trabajo ha sido el medio A propuesto-
por Rodriguez-~Lépez M.(1964) .La composicién del medio-

de cultivo se indica en la tabla 3.1.

E1l medio de cultivo se prepara a par--
tir de unas disoluciones madres previamenfe preparadas
y que se mantienen en nevera para evitar contaminagio—
nes,salvo la soluciébén D pbrque precipita en frio.Los -
constituyentes y concentraciones de estas disoluciopes

madres se indican en la tabla 3.2;

Un litro de medio de cultivo se prepa-
raba de acuerdo con el siguiente esquema;
‘ Solucién A ........ 100 cc
Solucidn B ........ . 10 cc
Solucidn Gv........ 10 ce
S01ucibn D v.evvn... 1 CC
'SoluéiOn E veeeenns 1 cc

SoluCion F ® &6 @« s 0 @ 50 1 cc
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TABLA 3.1 -

Macronutrientes : Concentracién, g/ 1

KNO, - 1,011
Na,HPO, . 12H,0 | 1,631
NaH,PO, . 2H,0 | 0,078
MgSO0, . 7H,0 0,247
CaCl,.2H,0 - 0,015
FeSO +7H,0 ' : ‘ 0,007 (complejado con

4
EDTA)

Micronutrientés;~ Conqentracién, P.p.m.

1Mn o | 0,06
Zn T 0,07
Cu o - ' . 0,06

: Bb _ rg‘f>1 ».Jv‘ R P R 0,01
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Solucién

| _TABLA 3.2

(Nﬁﬁ Mo.,0

Nutriente

KNO,,
Na,HPO, .12H,0

NaH2P04.2H20

‘Mg80,.7H,0

CaCl,.2H,

FeSO4.7H
EDTA

20

Mn$04le20
2080, . TH,0
Cu804.5H20v

;505

.4H_ 0

724" 2

Concentracion, g/ 1

10,111
16,310
0,780

24,650

1,470

7,000
9,300
0,170
0,290

0,250

0,061

0,013

N



71

Agua destilada hasta 1000 cc.
El pH del medio se lefa mediante un pH
metro BECKMAN mod.H-5 y se ajustaba en los experimentos

de crecimiento a 6,5.

Precultivo:Antes de dar comienzo los experimentos se -

cultivan las algas en medio sélido.Para ello y en con-
diciones estériles se inoculan 10 tubos de medio y se-
situan en la habitacién de cultivo a temperatura ambien

te e iluminaciébn continua,
La duracibn de este periodo es de cua-
tro dias para todos los experimentos obteniéndose asi-

‘cantidad suficiente de biomasa.

Preparacio6n del inéculo 1liquido:E1l inéculo liquido del

que se parte para cada experimento estd formado por u-

na suspensibn de las células del predultivo.

. Transcurridos los cuatro dias sefialados
y en condiciones no estériles se suspenden las célﬁlas
mediante la adicién de medio de cultivo liquido a los-
tubos del precultivo.La suspensién se consigue agitan-
do suavemente los tubos a fin de no arrastrar particu-
las de agar y‘se concentra paséandola sucesivamente por
los 10 tubos inoculados.Una vez obtenido el iné6culo 11

quido se determina su concentracién y se calcula el VO
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e)

lumen necesario para partir en todos los experimentos
de crecimiento de concentraciones similares,aproximada
mente 0,008 g/1.

Inoculacién al medio de cultivo:Preparado el in6culo -

liquido se procede a la inoculacién del medio de culti
vo total a utilizar,que en todos los experimentos ha -
sido de 1500 cc.la inoculacibébn que consiste en el ver-
tido del inéculo concentrado en el medio de cultivé se
realiza en un recipiente distinto de los reactores,és-
to tiene por objeto trabajar en esos momentos con vola
menes grandes a fin de que los errores de pipeteo del-

in6culo concentrado sean 10 mas pequefias posibles.‘

Acabada la inoculacién,se agita la nue
va suspensién_durante unos minutos pafatque se homoge-~
neice y se divide en tres porciénes de SOOicc;cada una
de ellas es introducida en un vaso en los que previa--
mente se ha ajustado la temperatura y la ihténéidad de
1lum1nac16n incidente.Se regulan los caudales de los -

componentes de la mezcla Jaseosa y flnalmente se conec

_tan los agitadores magnéticos situados en la base de -

los vasos de cultivo.

La duraciébn del periodo de crecimiento
varié segln los experlmentos ‘desde 60 a 288 horas y la
frecuencia de toma de muestras desde 1ntervalos de 2 -

horas a intervalos de 9 a 15 horas.
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3.3 MEDIDA DE CAUDALES

Para la medida de los caudales de aire
ydi6xido de carbono y mezcla se utilizaron diafragmas de-
vidrio conectados a un manbmetro diferencial multiplicador

de dos liquidos agua y alcohol amilico coloreado con yodo.

“E1 uso de tales mandmetros tuvo por ob
jeto el obtener una mayor precisibén en el ajuste de los -

relativamente bajos caudales de trabajo.

Los diafragmas se calibraron midiendo-
las diferencias de altura manométrica Ah que originaban -

el paso de caudales conocidos de aire,CO_ y mezcla median

2
te un medidor de burbuja conectado en serie con la insta-

laciébn.

Los resultados obtenidos en este cali-
brado se recogen en la tabla 3.3 donde también se indican
los coeficientes de regresidén de log Q frente a logah y -

sé‘represenQan en las figuras 3.3,3.4 v 3.5.



Ah , mm

11
21
29
39
46
57

CO,

- Qacc/min

22
56

62

TABLA 3.3
‘Aire oo ,Mezcla ,
Ah , mm Q,cc/min Ah, mm Q, cc/min
7 227 7 293
47 822 15 586
87 1166 29 944
127 1453 33 1078
167 1724 43 1328
207 1974 52 1475
250 2143 - 61 1661
- - - - 68 1798
- = - - 77 1983
- - - - 87 | 2142
- - - - 05 . | 2260
r2=0,998 =0,997

YL
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3.4 DETERMINACTON DE LA INTENSIDAD MEDIA DE ILUMINACION EN
- LOS VAS0S DE CULTIVO

Para la medida de las intensidades pun
tuales de iluminacién se preparéd un bastidor de lucita,en
el que se insertaron nueve fotocélulas L.D.R,que permitia
situar éstas a distintas alturas sobre el fondo del reci-
piente,aunque siempre sumergidas totalmente en el liquido
de cultivo.Un esquema del bastidor se indica en la figura
3.6 y la disposicién geométrica de cada una de las cély—-
las dentro de la seccién del vaso en la figura 3.7.La di-
visién del bastidor en tres piezas méviles que podian uti
lizarse independientemente,permitia evitar que las fotocé
lulas anteriores hicieran sombra sobre lés posteriores en

el momento de la medida.

Cada una de las fotocélulas se calibré
previamente contrasténdola frente a un luxémetro I.C.E co
nectado a un polimetro I.C.E de 20 k/V de resistencia es
pecifica,que permitia medir la intensidad de iluminacién
directamente, en lux vy de esta forma hacerla corresponder-
con la resistencia medida en la fotocélula.Este calibrado
se realizd utilizando las mismas lamparas fluorescentes -
descritas anteriormente,con el voltaje estabilizado a 220
V y a 10 distancias al foco luminoso distintas,para cada-
uﬁa de las nueve células.Los resultados obtenidos se indi
can en la tabla 3.4 y se han representado en las figuras-

3.8,3.9 y 3.10,en cada una de las cuales aparece la linea



FIG 3.6




FIG 3.7




TABLA 3.4

Luz PLANT-GRO Voltaje 220 V
Resistencia ’ Intensidad Resistencias fotocélulas

Distancia l.uxém. lux Q 2, Qg Q Qg Q6 Qq Qg Qq
1 850 850 186 239 281 261 244 202 363 428 377
2 1500 425 374 492 572 534 480 419 765 930 810
3 2200 260 589 778 920 821 767 655 1232 1477 1258
4 3100 165 854 1126 1346 1178 1097 929 1870 2320 1820
5 4000 125 1140 1497 1792 1547 1470 1255 2680 3290 2640
6 5000 95 1468 2010 2440 2150 1889 1590 3440 4370 3450
7 6500 70 1811 2600 3160 2730 2480 2260 4610 5730 4360
8 8000 55 2370 3200 3890 3350 3030 2800 5670 7120 5390
9 10000 44 2840 3830 4670 4010 3660 3390 6890 8670 6670
10 12000 35 3450 4650 5640 4810 4380 8150 9530 7950

4080

c8
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de calibrado (recta en papel doble logaritmico) de tres -
células escogldas arbltrarlamente con el fin de que no se-‘
superpongan 1o0s puntos experimentales.Se observa en estas
figuras,que aunque la respuesta de las nueve fotocélulas-
es muy semejante existen ligeras diferencias entre ellas-
fundamentalmente en la ordenada en el origen,lo que justi

fica la necesidad de este calibrado prev1o.

Las lineas anteriores se han ajustado-
por regresién lineal estando el cbeficiente'de correla --
cién en todos 10s casos comprendido entre 0,998 v l,las e
cuac1ones obtenidas que relacionan la re31stenc1a de las-
fotocélulas con. la intensidad de luz se indican en la ta-

bla 3. 5 habiéndose utilizado éstas en 10 suce31vo.

Para el calculo de las intensidades mg
dias de iluminacién en las distintas secciones del vaso =~
se asign6é a cada una dé 1as fotocélulas un &rea de medida
,un esquema de esta distribucibn se indicé_en la figura -

3.11 y el valor de cada &rea en la tabla,3;6.

. Esta distribucién se hizo en funcibén -
de la significacidn de la medida de cada unia de las foto-
células,debido a su distinta visién del foco luminoso,asi
como de la influencia del 31stema éptlco formado por el -

vaso de cultivo con la camisa de agua de termostataC16n.

Como ya se ha indicado el diametro de-~



TABLA 3.5

Fotocélula L | _Beuacidén ‘ | S _x

ne 1 log I=5,45 - 1,10 log @ - 0,999
ne 2 log I=5,51 - 1,07 1log g 0,999
ne 3 log I=5,55 - 1,06 log Q 0,999
ne 4 log I=5,60 - 1,09 109 0 0,999
ne s log I=5,58 - 1,10 10g 0 0,999
ne 6 log I=5,40 - 1,06 log Q 0,999
ne 7 log I=5,55 - 1,01 log @ 0,999
ne 8 log I=5,60 - 1,00 log o | 0,998
n? 9

log I=5,66 - 1,05 1og O 0,998

L8






Area total =44,179 cm

Area corona circular = 40,715 en®

célula”

1

R RN B - U B N P R

2

ahBLA 3.6

g ados

28,5

33,0

28,5

area; cm2

3,223
3,732
3,223
9,274
3,464
9,274
4,128
3,732
4,128

89
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103 vasos de cultivo era de 7,5 cm,al introducir el basti
dor con las fotocélulas la distribucién de éstas era la -
siguiente:ias células 4,5 y 6 estaban situadas en el dia—
| metro paralelo al foco luminoso y las 1,2,3 y 7,8,9 eran~
simétricas con respecto a este didmetro y situadas é una-
distancia de 2,6 cm.La distancia entre células era de 0,65
cm salvo las centrales en que la separacién era de 0,12 -

cm,

A la célula centrada en el vaso (n°5)y
cuya medida iba a estar 1n£1uenc1ada por todo el sistema~
se le asigné como area de medida el circulo trazado desde
su centro y que paéaba por la mitad de la distancia de se

paracibn entre las células centrales,

| Las células 2 y 8 se limitaron trazan—
do las lineas que unian el centro del sistema con la mi—m
tad de la distancia de separaciébn con las células adyacen

tes.

. Las 4reas de las cé;ulas 1l yv 3 queda=-~
ron fijadas por el &rea de 1la fotocélula ne2 y ias lineas
que unian el centro del sistema con los extremos de la -
cuerda en la que estaban situadas;las fotocélulas 759 -
quedaron dellmltadas por la fotocélula n?8 y las 11neas -
trazadas desde el centro al punto medio del arco compren~
dido entre el diémetro central y 1o0s extremos de las 1i--

neas de delimitacién del Area de 1a célula nesg.
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, Las areas de medida de las fotocélulas
ntmeros 4 y 6 quedaron fijadas por la distribucién ante--
rior. B o |

Una vez fijadas estas &reas y conocidas
1as,intehsidades puntuales de iluminacién se calcularon -
las intensidades medias en las distintas secciones del va
SO,deyqultivb mediante aplicacién de la expresién siguien
te:
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3.5 MEDIDA DE LA CONCENTRACION CELULAR

Como indice de la concentracién celu--
lar répido y fé4cil de determinar se ha utilizado la D.O -
de la suspensién medida a 600 nm.La seleccién de esta lon
gitud de onda basada en el estudio bibliografico,se con—-
firm6 trads la realizacién del espectro completo de una -
suspensioén del alga utilizada,siendo ésta la longitud de-
onda a la que la absorbancia era menor.No obstante,el in-
tervalo de concentraciones donde se cumple la ley de Lam-
bert-Beer es pequefio y hay que recurrir a la dilucién de-

las muestras.

En los célculos cinéticos se utilizé -
el peso seco expresado en g/ 1 (gramos de algas secas por

litro de suspensién).

Para la obtencién de este indice se -
realiz6 una curva de calibrado D.O-peso seco,curva que se
obtuvo midiendo la D.0O de suspensiones cuya concentracién
eén peso se cpnocia tras centrifugacién lavado y deseca —-

cién a 103°C hasta pesada constante,

La D.0 a 600 nm se media mediante un -
fotocolorimetro BAUSCH-LOMB mod.Spectronic 20.Los resulta
- dos del calibrado ya comentado se recogen en la tabla 3.7
y se han representado en la figura 3.12.Por regresién 1li-

neal se obtiene.
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| _TABLA 3.7

0,2384
0,1192
0,1135

. Q?;O37

010954 .
0,0822
0,0722
0,0554
0,0477

- 0,0287

10,0048
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¢ = 0,49 D.O - r" = 0,999 [3-9
Para la medida de la concentra016n ce-

lular durante los experlmentos C1nét1cos se tomaban mues-
tras por dupllcado de cada uno de los vasos de cultivo,u=

tlllzandose el valor medio de ambas.
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3.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO EN CLOROFILA Y EN PROTEINA
BRUTA

E1l contenido en clorofila de la suspen
si6n de células se determiné segtin el método de Arnon (19
49) modificado en el tiempo de extraccién de la misma for

ma que Wren y Harshman (1972).

En un matraz Erlenmeyer de 100 cc pro-
visto de tap6n esmerilado se introducian 0,5 cc de 1la sus
pensibn dé células'y se extraia la clorofila por adicibn-
de 20 cc de acetona y 4,5 cc de agua.El tiempo total de -
extraccién fué de 72 horas con una agitacién de 2 h/dia -
para todas las muestras analizadas.Posteriormente se fil-
traba y se media la absorcién del filtrado a 652 nm, fren-

te a un blanco de acetona-agua al 80%.

De acuerdo con Mackinney (1941) 1la den
sidad 6ptica de una disolucién de clorofila en acetona-a-
gua él 80% medida en una cubeta de 10 mm de paso 6ptico y
a las 1ongitpdes de onda de 663 y.645 ﬁm estén relaciona-
- das con los contenidos de clorofila a y b,expresados en -

g/ 1,mediante las ecuaciones

D.0geq = 82,04 c 4 9,27 ¢ = [3-9

D.O645 = 16775 ca + 45,6 Cb b.ﬂ
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Las .dos longitudes de Qnda citadas co-
rresponden como puede verse en la figura 3,13 a 1os MAXi~
mos de absorc16n de la cloroflla bya respectlvamente en

esa zona del espectro.

De las ecuaciones [3;@ Ly [3;4 podria

obtenerse el contenido total en clorofila

¢ = c_+ ¢ = 0,0202D.0,, +0,00802 D.0,..  [3.5]
que requeriria la medida de la absorcién de la disolucibn

a las dos longitudes de onda indicadas.

Sin embargo los espectros de absorcién
de ‘ambos tlpOS de cloroflla se cortan a 652 nm, siendo el—
coef1c1ente de absorc16n especiflca para ambos de 34, 5 a
estavlongltud de onda,ver figura 3.13.Por tanto la concen
tracién total de clorofila puede obtenerse también median

te la ecuacibdn

D.0 :
c = 652 [3.6]
34,5

~ Teniendo en cuenta,que para la medida
se ha diluido la muestra de 0,5 a 25,el contenido en clo-
rofila de la suspensién extraida del medio de cultivo se
calculaba mediante la expresién |
‘D.0_., 50

CHL = 822 /1 .7

34,5
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Con objeto de poner a punto el anadlisis
del contenido en proteina bruta de las ¢élulas, se 11ev6 a
cabo éste en algunos de ;CS exPerimentos,utilizando el m¢
todo semi~-micro Kjéldhal,Norma UNE 64011,engontrandose'que
estemcdntenido oscilaba generalmente,éntre el 25 y 55% en

peso.
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3.7 MEDIDA DE LAS PROPIEDADES FISICAS DE LA SUSPENSION DE
CELULAS -

Es evidénte,que para el disefio de uni-
dades de cultivo continuo a escala industrial es preciso-
conocer con precisibén la densidad y viscosidad de la sus-
pensién de células y las caracteristicas de sedimentacién

de éstas filtimas.

La medida de las densidades,en el in--
tervalo de temperaturas de 18 a 352C y hasta concentracio
nes celulares de aproximadamente 1 g/fl se 1llevdé a cabo -
mediante tres picnémetros de liquidos,calibrados previa--
mente con agua destilada.Los resultados obtenidos se indi
can en la tabla 3.8,en la que se observa que no existen -
diferencias significativas entre la densidad del medio de

cultivo puro y la de las suspensiones ensayadas.

Para medir la viscosidad se utilizé un
viscosimetro CANNON-FENSKE,id6bneo para liquidos coloreados
cuya constanﬁe se determiné previamente con agua destila-
da.En cada caso se realizaron tres medidas promediandose-
los tiempos obtenidos.Los resultados obtenidos se indican
en la tabla 3.9,en la que se observa que la viscosidad a-

umenta ligeramente con la concentraciédn celular.

Se realizé también un ensayo de sedi--

mentacién intermitente en una probeta de 18 cm de altura



Temperatura
2C

18
o5
30
35

Agua

0,9957

TABLAis.B*

Densidades , g jec

Medio de cultivo

Suspensién de células

0,5017 g/ 1 1;0976;g/j.
1,0027 1,0032 1,0033
1,0012 11,0016 1,0006
1,0000 0,9997 0,9996
10,9980 0,9984 10,9983

20T



TABLA 3.9

Viscosidades , c.p.
‘Temperatura}~ DL kA.Jgua , Medio de cultivo . ‘Suspensidn de :cé.lul:as
°c B | 0,5017 g/1 1,0976 g/ 1
18 - 1,0530 1,0601 1,0736 1,0823
25 - 0,8904 0,8974 0,9040 00,9096
30 . 0,7975 0,8066 0,8154 0,8224
35 0,7194 - 0,7214 0,7288 0,7364

€0t
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v 4 cm de diadmetro interno a la que se habia adosado una-

escala vertical graduada en mm.

Se inicié el experimento con 250 cc de
una suspensién de 1,1 g/1 perfectamente homogenea,que se
habia tomado de un vaso de cultivd.Una vez introducida 1la
suspensién en la probeta se fueron tomando medidas de la-
altura de la interfase,que separa la suspensit6n del liqui

do claro sobrenadante a distintos tiempos.

' Los resultados obtenidos se indican en
la tabla 3.10,y se han representado en la figura 3.14,en-
la que se observa que hasta los 4,3 dias aproximadamente-—
no se ha alcanzado el punto critico y por tanto la compre
sién del sedimento no ha empezado a influir en la veloci=-
dad de sedimentacién,que durante todo este tieﬁpo permane
ce constante e igual a 1€ mm/dia. |
, La velocidad de sedimentacidn obtenida4
es del mismo orden que las indicadas por Davis y col. (19~
53). '



t,d

0,00
0,02
0,04
0,06
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0,13
0,15
0,17
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0,23

0,33
0,35

0,38

0,40

TABLA 3.10

Ensayo de sedimentacién intermitente

0,0
2,0
2,3
3,0
3,5

4,0
4,5
5,0
5,5
6,0
6,5
7,0
8,5
9,0
9,5

10,0

10,5

L.d
0,42
0,44
0,46
1,13
1,21
1,31
1,46
2,04
2,27
2,46
3,06
3,23
3,40
3,46
4,04
4,27

11,0

11,5
12,0

22,5
23,5

25,5

30,5
35,5
38,5
44,5
53,5
59,5
65,5

. 66,0

105

 Ah, mm

o5
85,0
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4.1 INTENSTIDAD DE TLUMINACION

Con objeto de analizar la influencia
de la intensidad de iluminacién sobre la cinética del cre
cimiento del alga Chlorella Pyrenoidosa,era preciso,en -
primer 1ugar,disponer del coeficiente de extincién y de -
la intensidad media de iluminacién en los vasos de culti
vo,en funcién de la concentracién celular y de la intensi

dad incidente.

4.1.1 Coeficiente de extincién

Para determinar el coeficiente de ex-
tincién de las células se realizaron una serie.de medidas
con las fotocélulas centradas n? 2,5 y 8 situadas a una-
altura aproximadamente intermedia de 7,20 cm sobre el fon
do en el vaso de cultivo RA'

Las suspensiones de distinta concentra
cibn de biomasa se prepararon a partir de células cosecha

das en la fase de crecimiento lineal.

De acuerdo con la ley de Beer la inten
sidad medida deberia variar con la concentracién celular
~en la Porma
e—(km+ kac)x [4.1]

I=1,
' 1
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donde, km y ka.represgntan el coeficiente de extincibn -
del 1iquido de cultivo y de las células a concentracidn-
unidad,respectivamente,x la distancia desde la fotocélu~-
la hasta el 1limite de la fase liquida por el que entra -
la luz e I, la intensidad de luz incidente a través de -

ese limite.

Si se denomina

I =1, ¢ " [4.9]
a la intensidad medida cuando se utiliza el liquido dé -

 cultivo sin células y se combinan las dos ecuaciones an-

‘terjores,se obtiene

1l

I=1, e Xa"X [4.9

Los vaiores medidos de I se indican -
en la tabla 4.1 y se han representado en la figura 4.1 -
de acuwerdo con la ecuacidn [4.ﬂ ,es decir,en coordenadas

semilogaritmicas.

Se observa en esta tltima figura que
la ecuacién [4.ﬂ se cumple aceptablemente para la foto-
célula n? 2 pero no para las fotocéluias ne 5y 8,en las
qﬁe a concentraciones celulares altas la intensidad medi
da es apreciablemente superior a la que corresponderia -

de acuerdo con la ecuacibébn anterior y este efecto es mas
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acusado en la fotocélula no8.

Este resultado puede explicarse por la
geometria del sistema utilizado,ya que al tratarse de un
cilindro iluminado lateralmente aumentara la intensidad-
luminosa en’las zonas més alejadas de la supérficie por-
la que entra la luz,mientras que en el caso de la fotocé
lula n? 2,muy préxima a esta pared (1,1 cm),la capa de -
liquido. comprendida entre ella y este limite es casi pla

na.

Una vez comprobado que las lecturas -
de la fotocélula n? 2 podian ser utilizadas para determi
nar el coeficiente de extincién,por aplicaciébédn de la ley
de Beer,se realizaron medidas a tres intensidades de ilu
minacién incidentes en cada uno de los tres vasos de cul
tivo variando la concentracién celular.Los resultados ob
tenidos se indican en las tablas 4.2 y 4.3 y se han re -
presentado en las figuras 4.2,4.3 y 4.4.para los vasos -
de cultivo RA’RB vy RC respectivamente,

Se observa en estas figuras que las -
medidas experimentales se ajustan bien a la ecuacién[4.ﬂ,
resultando para cada vaso rectas aproximadamente parale-
las para las tres intensidades de iluminacibn empleadas.
Por regresién lineal se obtienen los valores que se indi

can en la tabla 4.4 para el producto kax



~TABLA 4.2

Intensidades-puntuales~de"iluminacién,’1ux

Fotocélula 2

c,g/1 Ry “EE_ _qu_ c,g/1 R, _ifi_ f_c___
' 0,000 1372 1623 17bo 0,000 1728 1982 1929
0,020 1288 1599 1635 0,012 1648 1870 1878
0,041 1250 1498 1457 0,031 1587 1785 1770
0,068 1242 1329 1312 0,078 1381 1587 1575
0,227 800 836 857 0,194 1026 1170 1157
0,453 445 481 470 0,409 595 645 637

0,648 285 272 299 0,682 334 275 350

PIT



.Intensidades‘puntuales de iluminacién, 1uX

c,g/1

0,000
0,022
0,045
0,064
0,214
0,428
0,612

TABLA 4.3

FPotocé&lula 2

®a

2563
2344
2181
2097
1363

762

483

2899
2656
2563
2319
1575

861
542

3017
2937

2721

2593

1687

911

568

CTT
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Vaso de cultivo
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y 1ux

1390

1685
2490

1640
1980
2840

1645
1910
3070

kax', l/yg

2,46
2,43
2,72

2,76
2,85
2,74

2,69
2,54
2,78

0,998

0,998

0,999

0,998
0,999
0,999

0,997
0,998
0,999
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Los resultados indicados en esta tabla
ponen de manifiesto que el valor de kax es practicamente
constante,independiente de la intensidad de iluminacion-
incidente y del vaso de cultivo empleédo,como seria de -
esperar.Teniendo en cuenta el valor de x y utilizando el
valor medio del producto kax‘que resulta de la tabla an-
terior,se obtiene

2,66 1/ g

k= =2,421/g em
1,1 om

Es interesante comparar este resulta-
do con el obtenido por Myers (1953) a partir de los da--
tos de Emerson y Lewis (1943) .Estos autores utilizan u-
na capa plana de 1,4 cm de espesor a una sola concentra-
cién'celular~de'0,24 g/ 1 y aplican la ley de Beer para-
la atenuacién de tres longitudes de onda diferentes,sus-

- resultados son

A = 4400 A k=1,91/gcm
= 5600 A k= 0,4 1/gcm
A = 6800 A ka= 1,5 1/7g cm

Por otra parte Tamiya y col.(1953b)em
pleando también células de la fase lineal de crecimiento
pequefias y ricas en clorofila miden el coeficiente de ex

tincién a diferentes longitudes de onda obteniendo 1los -
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resultados que se indican en la figura 4.5.

Como se ha indicado en la Técnica Ex-
perimental,las la&mparas fluorescentes empleadas en esta-
investigacién emiten el mayor porcentaje de la eriergia -
alrededor de 4500 y 6800 A,por 1o que considerando funda
mentaimente estas dos 1ongi£udes de onda el valor que se
ria de esperar para'esta investigacién de acﬁerdo con -
los datos de Myers seria aproximadamente de 1,7 1/ g cm

y a partir de los datos de Tamiya de 2,4 1/ g cm

Puede observarse que esgte tltimo va -
lor coincide muy aceptablemente con el obtenido en esta
investigaciOn,aunque el valor de Myers es algo mas peque

fio.

4.1.2 Intensidad media de iluminaciébn

Por el procedimiento descrito en la -
Técnica Experimental se midié la variacién de la intensi
dad puntual‘de iluminacibn, tanto con la posicibébn como --
con la concentracién celular.Para ello se realizaron me-
didas sobre secciones situadas a 5 alturas distintas so-
bre el fondo de los vasos y a 7 concentraciones de bioma
sa distribuidas regularmente en el intervalo estudiado -

en los experimentos cinéticos.

En todos los casos las células utiii-



>
e

7000
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zadas fueron cosechadas en el periodo lineal de crecimien
to,es decir, se trataba de células pequeflas ricas en clo-
rofila;y el programa experimental anteriormente indicado
se repitid para cuatro infensidades de iluminacién inci-
dentes conSeguidas variando la posicién relativa de los-
vasos de cultivo y‘las lamparas fluorescentes o modifi -

cando el voltaje aplicado a estas fltimas.

Las alturas de las secciories en las -
que se realizaron las medidas de la ihtensidad puntual -
de iluminacién fueron: 3,85;5,40;7,20;9,10 y 10,65 cm,de
manera que la menor de ellas permitia el funcionamiento
correcto del agitador magnético a fin de mantener unifor

me la concentracién celular .

A partir de las medidas puntuales,a -
cada altura se determiné la intensidad media -por seccién
de la forma indicada en la Técnica Experimental,que se -
han designado por I

y1,,1,,I, e I_ de abajo a arriba.

1'72773’74 5

. Conocidas las intensidades medias de
iluminacién a las 5 alturas indicadas se calculéila in -
tensidad media en todo el vaso por integracién grafica -
a partir de la representacién de los 5 valores anterio -
res frente a la altura.Después de los primeros cAlculos-
se comprob6é que este método era equivalente a utilizar -

la expresibn
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I..4,63+1. .1,67+1,.1,85+1,.1,73 +I1..1,42
SO S S A s 2 [4.4]

m. 11,3

donde los valores numéricos del numerador representan la
altura asignada a cada seccién y 11,3 cm es la altura to
tal de los 500 cc de medio de cultivo que se utilizaron

en todos los experimentos.

1os valores obtenidos por este método
para las cuatro intensidades de iluminacién incidentes u

tiiizadas se indican en las tablas 4.5 a 4.8.

Si las camaras de cultivo utilizadas
hubieran sido rectangulares y con iluminacioén normal por
una de sus caras,es evidente que‘como'hénldemostrado las
medidas.realizadas con la fotocéluia n? 2,se cumpliria -
la ley de Beer én todo ellvaso y la intensidad de ilumi-
- nacibén eY1stente a cualquier profundidad,x,a partir de -
la cara iluminada vendria dada por 1la ecua016n [4 ﬂ

1(x) =1_ e 2™ | (4.9

, Para obtener la intensidad media de -
iluminacién en una camara rectangular de espesor L,basta
ria realizar la integral |

o ' L

1 , / |
Im—.--—-—/ I(x) dx [4.¢]
Lo



Vaso

=
>

(A
Q o

920
1179
1135

~TABLA 4.5

1Iﬁtensiﬁad~media»de’iluminaciéng»iux

c¢=0,000 g/ 1

915 905
1169 1166
1241 1234

917
1184
1126

1046
1348

1286

932
1198
1184

GeT



Vaso

oI B v
Q W »

Vaso

W oA W
Q w w

770
902

985

859

872

868

TABLA 4.5 (cont.)

Intensidad media de iluminacibén , lux

764
918
978

719
865
851

c=0,025 g/ 1

13 ' I4v
754 768
915 , 941
965 1000

c=0,049 g/ 1

'3 _a
715 718
860 874
848 - 863

B2
1065

1131

799
985

955

"’778

941
1001

785

883

872

02T



TABLA 4.5 (cont.)

!

Intensidad media de iluminacidn , lux

c=0,069 Q/ 1 |

621 618 622 - 631 685 - 630
783 771 - 762 758 798 976
703, . 6% 696 - 700. | 786 710"

Wow W
aQ W

c=0,231 g/ 1

Vaso , T T I | b I 1

R - 302 SwB0LE ey v U207 OVTHELTIRGA 310 301
369 351 354 360 380 . 364
367 359 - 356 - 354 384 364

oW
Q o9 >

LeT



Vaso

R ok
Q w >

Vaso

o oW W
Q wWw »

o

171
184

86

107
119

TABLA 4.5 (cont.)

‘Intensidadimedia de iluminacidn , lux

142
156
183

87 .

88
118

c=0,462 g/ 1

IB
141
152
178

c=0,660 g/ 1

87
105
116

137
158
173

84
98
112

141
167

185

87
106

118

T AN

163

102
117



TABLA 4.6

- Intensidad. r_ne;dia,»de iluminacidn , 1ux
c=0,000 g/ 1

aso I, i, 1, ___1_4__ —2 ___i[.Q__

1244 1244 1235 1246 1408 1263
1510 1496 1495 - 1511 1698 1530
1549 1543 . 1530 1536 1745 1568

H R =
Q w >

62T



Vaso
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Q w

Vaso

Ao W
Q w »

TABLA 4.6 (cont.)

Intensidad media de iluminacidn , lux

c=0,020 g/ 1

L 1, I, I,
iwju 1082 mﬁ 1090
1351 1344 1341 1355
1386 1375 1364 1377

c=0,041 g/ 1

I I T, 1,
968 ' 967 961 968
1167 1165 1163 1175

1150 . 1141 1138 . 1149

1217
1511
1545

1069
1294
1290

08T

11096
1369

1399

979

1183

11 64



Vaso

| W
Q w >

Vaso

'Z’?J.;’TJ
Q w >

856

938
928

396
438
436

‘Intensidad media de iluminacién , 1ux

850
931
926

396

414

429

TABLA 4.6 (cont.)

c=0,068 g/1
Iy
850
925
921

c=0,227 g/ 1

391 | )
422
428

855
936
921

’ 388 o
420

422

934
1024

1030

407
448
448

864
946
938

396
430
433

TeT
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vVaso
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Q w >

194

207
204

118

122

125 -

TABLA 4.6 (cont.)

Intensidad media de iluminacidén , lux

192
205
204

118
111
124

c=0,453 g/ 1

190
204
201

c=0,648 g/ 1

113
116
i22

187
200
196

113
123
121

5191
211
199

116

127

123

19’2
205
202

120
123

eeT




Vaso

W
Q w

1639

1852

1823

. Intensidad media de iluminacién , 1lux

T
=N

2

1613
1835
1807

TABLA 4.7

c=0,000 g/1

T3

15904
11835
1790

1616
- 1853

1848

1832

2098
2079

1648
1878
1851

£eT



TABLA 4.7 (cont.) e
: . S
Intensidad media de iluminacidn , lux
c=0,012 g/ 1
vaso -I"l » : IQ _ IB 14 : 15 ' | ,, Im v
R, 1438 1429 1420 1437 1465 1437
Ry 1645 1637 1629 1646 1733 1652
R, 1668 1655 1630 1636 1878 1681
¢=0,031 g/ 1
vaso R U 13 T s I
R, 1284 1270 1267 1271 1334 1284
Ry 1461 1449 1443 1453 11530 . 1464
R, 1465 1454 1473 1460 © 1501 - 1468



Vaso

W W
a o p

Vaso

[z B - v B |
Q oW >

 TABLA 4.7 (cont.)

i
Intensidad media de iluminacién, 1ux

c=0,078 g/ 1

I I I £

973 955 947 955
1096 1085 11085 -1082
1107 1092 1076 1075

c=0,194 g/ 1

557 . 549, . . 537 . . .535

629 620 - 617 602
649 639 628 623

- 1002
1152
1160

567
658
688

“1097
1101

551
625
645

Get



Vaso

oW b
Q W

Vaso

2o B I
Q wWw »

261
266
286

151
148
158

TABLA 4.7 (cont.)

‘Intensidad media de iluminacidn , lux

259
271
282

144
140
160

c=0,409 g/ 1

'3

255
281
279

c=0,682 g/ 1

142 -
127
153

250
276
276

136
137
153

262

281

300

140
144
163

284

145

141

258
272

157 7



Vaso

WboOoAd W
Q w »

2202

2509

2646

TABLA 4.8

Intensidad media de iluminaciéﬁarlux

c=0,000 g/ 1

2183 2143 2121
2494 _ 2438 2421

2623 - 2536 249¢

o

2278

2577
2671

2187

2490

- 2605

LeT



Vaso

o R W
Q w »

Vaso

A W w
Q W >

1875
2128

2363

1593
1827
2011

Intensidad media de iluminacién , lux

1866

2105
2352

1586
1810
2002

TABLA 4.8 (cont.)

c=0,022 g/ 1

1,

1812
2069
2259

c=0,045 g/ 1

3
1537
1772
1915

1775
2037

2183

1497
1703
1821

1900
2162

2270

1584
1801
1893

1793

1950

geT

‘f18515:
2105
2305

1567



‘Vaso

WoR "
Q w »

Vaso

°goR W
Q W >

1435
1618

1796

682

778

879

TABLA 4.8 (cont.)

‘Intensidad media de iluminacién, lux

-

679
782
868

c=0,064 g/ 1

1547
1704

¢=0,214 g/ 1
657

758
816

1335
1503
1612

607
702
737

1401
‘1565
1664

600
674
705

656
751
823

6€T



vaso

oI o o
aQ w >

Vaso

W o |
Q w >

330

356
412

212
229
255

TABLA 4.8 (cont.)

Intensidad media de iluminacidn, lux

328
373
411

| 210
232
048

c=0,428 g/ 1

'3

318
360
387

¢=0,612 g/ 1

197
223
240

289
326
342

177
199
209

274
304
320

165
176
189

5314‘
348 -

386

196
217
236 -

ot
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sustituyendo~[455] en‘[4.@’ e integrando

'IO
T = wom -
n : (1 -¢€

k Le
a

~k |
a"c )

[4.7]

Cabe pensar,que la ecuaciébdn [4.7] pue
da ser aplicable a un vaso de cultivo de cualquier forma
‘representando entonces L una longitud caracteristica o -

recorrido de la luz a través del medio de cultivo.

Por esta razbn,se ha reagrupado la e-

cuacibn [4.7] en la forma

m ~-axC
)

= ( 1 - e
I o C

[4.9

englobando en « el producto kaL,y se ha utilizado para -
ajustar las medidas experimentales por regresién no 1i -
neal,utilizando un método iterativo en el que se supone
el valor de a vy se tantea hasta hacer minima la desvia -
cibn standard entre los valores calculados por [4. ] v -
lcs experimentales.

Los valores calculados de ‘Im/IO para
cada concentracién éelular v cada vaso de cultivo,a par-
tir de 1las tablas 4.5 a 4.8 se indican en las tablas 4.9
a 4.12,y los valores de a obtenidos por el métodé de —=
cdlculo indicado,para cada vaso y cada intensidad de ilu

minacibén incidente se encuentran en la tabla 4.13.
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TamA 4.9
I,= 932 lux I,= 1198 lux I,= 1184 lux
c,9/1 (Im/?JA ﬂiaﬂ/agB,' (x./1)¢
0,000 1,000 1,000 1,000
0,025 0,835 0,785 0,845
10,049 0,842 0,737 0,736
0,069 | 0,676 0,648 0,600
0,231 0,323 0,304 0,307
0,462 0,150 0,136 0,153

0,660 0,092 0,085 0,099
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ABLA 4.10

I,=1263 lux I,= 1530 lux I,=1568 lux

c,g/1 (1,730, (1,71 )4 (1,714

0,000 1,000 1,000 1,000
0,020 0,868 0,895 0,892
0,041 0,775 0,773 0,742
0,068 0,684 0,618 0,598
0,227 0,314 0,281 0,276
0,453 0,152 0,134 0,129

0,648 0,092 0,078 0,078



144

c,g/1

0,000
0,012
0,031
0,078
0,194
0,409
0,682

IO = 1648 lux

Ul ols

1,000“
0,872
0,779
0,587
0,334
0,157
0,088

%o

_TABLA 4.11

= 1878 lux IQ = 1:851 lux
(1,/ 1,0y 1,/ 15)g
1,000 1,000
0,880 0,908
0,780 0,793
0,584 0,595
0,333 0,348
10,145 0,153

0,075 0,085




145

TABLA 4.12

Io = 2187 lux Io = 2490 lux Io = 2605 lux

c,g/1 (17104 (1,715 (1./ 1)
0,000 1,000 1,000 1,000
0,022 0,846 0,845 0,885
0,045 0,717 0,720 0,749
0,064 0,643 0,633 0,666
0,214 0,300 0,302 0,316
0,428 0,144 0,140 0,148

0,612 0,090 0,087 - 0,091
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o Vaso de cultivo

Ra

JABLA 4,13

I

y lux

932
1198
1184

1263
1530
1568

1648
1878

1851

2187
2490

2605

ai»l/(g |

13,2
14,4
14,4

13,3
14,9
15,8

15,5
15,7
14,8

15,4
15,6
14,0

0,0193
0,0297
0,0193

0,0176
0,0224
0,0199

0,0213
0,0202
0,0132

0,0095
0,0108
0,0183
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Se obsérva en esta Gltima tabla que -
el valor de « parece no depender de la p031c16n del va-
so ni de 1la 1aten51dad de 1lum1ndc10n incidente,sino que
permanece practicamente constante oscilando en el inter-
valo de 13 a 16 1/ g.E1l valor medio de a obtenidoc ha re
sultado ser de 14,7 1/ g,lo que teniendo en cuenta el va
lor del coeficiente de extirnciébén obtenluo anteriormente
conduce a una longitud caracteristica o recorrido medio-
de la luz en el vaso de cultivo de &6 cm,valor que esta -
de acuerdo con el tamafio de éstos (di&metro interior:7,5
cm) .Es decir,que la intensidad media de iluminacién en -
los vasos de cultivo utilizados en esta'investigaciOn es
equivalente a la que habria en una cémara de cultivo pa-
ralelepipédica de 6 cm de egspesor en la que penetrara la

misma intensidad incidente por una de sus caras.

Utilizando el valor de « obtenido en
la ecuacién [4.8]
Im 1
~ = ‘ (1 ~¢e
IO 14,7 c

~L4 7 ey [4.9]

ecuacidén que se ha representado en la figura 4.6 junto -
con l1os resultados éxperimentales.Se observa en esta fi-
gura que la ecuaciébn [4.9] ajusta bién las medidas de in
ter.sidad media de iluminacién realizadas,por 1o que se -

ha utilizado en los cllculos sucesivos para evaluar ésta.
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4.2 INFLUENCIA DEL GRADO DE MEZCLA

Si las células‘estuvieran fijas er. una
misma posicién dentro del vasc de cultivo,sieﬁdo a pesar
de ello uniforme la concentracién de biomasa,y el creci-
Vmiento estuviera limitado por la iluminacién,la veloci--
dad especifica media de crecimiento en todo el vaso ven-

dria dada por

1
=~._../ pu(T) av [4.10]
v v ,

donde u(1) seria 1la velocidad especifica de crecimiento
local funcibn,evidentemente,de la iluminacién local,Tami

va y col.(1953b).

Por el contrario,si la agitacién del-
vaso de cultivo es intensa y por tanto el grado de mez -
cla,las células pasarian por todas las posiciones del.vg
so de cultivo con relativa rapidez y podrian comportarse
como si estuvieran sometidas a una iluminaciébn uniforme-—
dada por la intensidad media de iluminacién en el vaso -

de cultivo,Rieske y col.(1949).
g= w(L) [4.17]
Es evidente que la situacién real es

tard comprendida entre estos dos casos limites y se apro

ximaréd mas a uno u otro. extremo dependiendo de la veloci
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dad de adaptacién de la maquinaria fotosintética de las
‘células a intensidades de iluminacién cambiantes y del -

grado de agitaciér. del medio de cultivo.

Con objeto de comprobar cual de estos
dos modelos limites se aproxima mas a la realidad en las
condiciones experimentales utilizadas en esta investiga—
cibn,se realizaron tres experimentos cinéticos variando-
la velocidad del agitador,M - 1 a M - 3,a 3092C y con una
intensidad de iluminaciérn inicial,Io,de unos 500 lux ——-—

aproximadamente.

Los valores medios de la intensidad -
de iluminacién en cada seccibn,asi como los medios tota-
les para cada uno de los vasos,se indican en la tabla 4.
14 y los resultados obtenidos de la concentracién de bio
masa a distintos tiempos,para cada uno de estos experi--

mentos,en las tablas 4,15 a 4.17.

En las figuras 4.7 yv 4.8 se ha repre-
sentado la concentracién de biomasa frente al tiempo pa-
ra estos experimentos,en la primera en coordenadas semi- =
logaritmicas y en la segunda en coordenadas lineales. Es
tas dos representaciones ponen claramente de manifiesto-
la existencia de los periodos exponencial y 1ineai'de -
crecimient> indicados en 1a bibliografia,pero no aparecen
diferenci:is sensibles por el grado de agitacién del medio

de cultivo,lo que indica que la situacién real se encuen




TABLA 4.14

Experimentos M -1, - 2,M - 3

Intensidad media de iluminacidn, lux

v | 1 : , B T
aso E I, I, I, 15 | e}

477 471 455 454 532 482
493 487 480 512 - 580 504
480 480 460 . 464 535 . 481

b K" w
Q w »

I6T



SR

_TABLA 4,15

' Experimehto M~ 1 . Cinética del crecimignto, 1400 r.p.m, -

—t.h <:9/y
- 0,00 0,0086
7,00 0,0135
22,00 ~ 0,0269
26,00 0,0306
31,00 - 0,0380
46,00 0,0710
50,00 0,0808
55,00 | ~ 0,0980
70,00 ~ 0,1556
74,00 0,1666
79,30 0,1813
94 .00 - 0,2401
98,00 10,2548
102,00  0,2646
118,25 f 0,338
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TABLA 4,16
Experimento M - 2 Cinética del crecimiento, 1200 r.p.m.
0,00 0,0086
7,00 0,0135
22,00 - 0,0269
26,00 0,0306
31,00 0,0380
46,00 | 0,0735
50,00 | 0,0833
55,00 0,0992
70,00 0,1605
74,00 | 0,1666
79,00 0,1860
94,00 0,2401
98,00 | 0,2597
103,00 o 0,2744

118,25 0,3479
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T

TABLA 4.17

Experimento M -3 Ginética de‘l crecimiento, 1100 r.p.m.

t.h £.9/3
0,00 | 0,0086
7,00 0,0135
22,00 0,0269
26,00 0,0306
31,00 . - 0,0404
46,00 0,0747
50,00 0,0870
55,00 | 0,1053
'7'0,'00 , 0,1666

74,00 | 0,1764
79,00 0,1960

194,00 0,2548
98,00  0,2793
103,00 0,2940

118,25 . 0,3724
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tra mas proxima a la ecuacién [4.11] que a la ecuacién[4
.10}, |

Es interesante destacar que Tamiya y
col.(1953b)utilizan la ecuacién [4.1@ para explicar la
aparicién de los periodos exponencial y lineal de creci-
miento, suponiendo una influencia de la intensidad de ilu
minacibén sobre la velocidad especifica de crecimiento -
que responde a la ecuacién de Monod.Aunque los resulta—-
dos de Tamiya fueron obtenidos en una cémara plana de 2,
8 cm de espesor,sin agitacién mecénica,parece 16gico su-
poner que el simple burbujeo del gas en la misma determi
ne un dgrado de agitacién proéximo a la mezcla perfecta 1lo
que significa de acuerdo con los resultados de esta in -
vestigacién que la situacién real en sus experimentos de
beria estar més préxima a lo previsto por la ecuacién [4
1] .

En el mismo sentido,pueden interpre -
tarse los experimentos con luz intermitente,comentados -
en la introdpccién de esta memoria.En efecto,cuando se -
hacen crecer las células en una cémara de cultivo de muy
pequeiio espesor y a bajas concentraciones de biomasa,de-
manera que la intensidad de iluminacién sea practicamen—
te uniforme e igual a IO por evitarse las sombras mutuas
entre las células,y se somete la suspensién a iluminacit
intermitente,la situacién es semejante a la de un culti-
Vo de espesor y concentracién de biomasa apreciable some

tido a iluminacién continua y agitado.
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4 Los resultados obtenidos por Kok (19-

53) y los de Phillips y Myers (1954b)ponen de manifiesto
'que cuando se utiliza iluminacién intermitente el compor

tamiento de las células es intermedio entre 1o previsfo—
por las ecuaciones [4.10] y [4.11] aproximandose a esta-

Gltima al disminuir los tiempos de flash,

Es evidente que tiempos de flash pe -
quefios en iluminacién intermitente son equivalentes a al
tos grados de agitacibn en cultivos de espesor o concen-
tracién de biomasa apreciable.Para los experimentos de -
luz intermitente la ecuacién equivalente a la [4.ldl se-

ria

= u(x) te [4.12]

tf-etd

‘mientras que la-ecuacién equivalente a la [4.11] seria -

la misma
o= p(zm) | [411]
doﬁde
t ' v
I = T £ : [4.13]
m o} I
tf * td : :

Los autores anteriormente citados en-
cuentran en todos los casos que las velocidades especifi

cas medias de crecimiento son superiores a lo previsto -
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por la ecuacién [4.lﬂ e inferiores a lo previsto por la
ecuaCién'[4.ll] aunque se aproximan a esta Gltima al dis
minuir los tiempos de flash haciéndose practicamente i -

.guales para tiempos de flash del orden de 1 ms.

Por ejemplo,a partir de los resulta -
dos de Myers se obtiene la curva de saturacién que se in
dica en la figura 4.9,si se consideran los cuatro experi
mentos realizados por Myers con un valor del tiempo fra-

ceional

t + T

las velocidades especificas de crecimiento medias medi -

das experimentalmente son

tpsms | i nt
66,70 0,0225
16,70 0,0492
4,17 0,0638
1,04 0,0767

La intensidad de iluminacién usada en los flash fué de

59000 1ux,a la que de acuerdo con la figura 4.9 le co =~
rresponde una velocidad especifica de crecimiento de -
0,0875 n™'.Por tanto utilizando 1la ecuacién [4.12] el -

valor de u esperado seria
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7=0,1.0,0875=0,00875 h™*

8i se promedia en el tiempo la intensidad de iluminacién

,ecuacién [4.13]
Im=:59000.0,1::5900 lux

con lo que el valor de g esperado de acuerdo con [4,lﬂ
seria el que se obtiene de la figura 4.9 para esta Glti-
ma iluminacién,0,0790 nt,

Es evidente <uz los valores de u me-
didos experimentalmente ponen claramente de manifiesto -
lo que se indic6d anteriormente.También se deduce de es -

tos resultados que para intensidades de iluminacibn co -

rrespondientes a la primera zona lineal de la figura 4.9
ambos modelos conducen al misio vesultado,sin embargo pa
ra intensidades de iluminacidén superiores a IS la turbu-

lencia (equivalente a la intermitencia) permite un mayor

aprovechamiento de la energia luminosa.
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4.3 INFLUENCIA DE LA INTENSIDAD DE ILUMINACION

Para estudiar la influencia de la in-
tensidad de iluminacién sobre la cinética del crecimien-
to de Chlorella Pyrenoidosa se realizaron una serie de -
experimentos,de C -~ 1 a C - 7,a 30°2C y en las condicio—-

-nes ya indicadas en la Técnica Experimental.

La intensidad de iluminacién,Io,se va
ri6 entre 250 y 2500 lux aproximadamente,mediante la uti
lizacién de mallas met4dlicas de diferentes luces que se
interponian entre los tubos fluorescentes vy los vasos de
cultivo.En cada experimento se seguia la cinética del cre
cimiento’independientemente en los tres vasos de cultivo
:RA,RB y RC,cuya posicién se ajustd procurando que los -

valores de Iofueran practicamente los mismos.

La duracién de los experimentos fué -
tal que permitia tener un ntmero suficiente de puntos ex
perimentales tanto de la zona exponendial como de la zo-
na lineal de crecimiento,por lo que varié desde 275 ho-
ras para la intensidad de iluminacién mas baja hasta 96
horas para la mas alta.Algunos de estos experimentos se
Prolongaron por més tiempd después de centrifugar el me-
dio de cultivo,separar las células y resuspenderlas en -
medio fresco,con objeto de evitar cualquier limitacién -
del crecimiento por déficit de algtn nutriente o acumula

cién de productos téxicos del metabolismo,si bién esta -
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Gltima hip6tesis ha sido descartada generalmente por los

investigadores,como se ha indicado en la Introduccién de
esta memoria.Los resultados obtenidos pusieron de mani -
fiesto que en los periodos de tiempo indicados anterior-
mente no se producia ningtin efecto limitante del creci -
miento méds que ei que se pretendia estudiar,ya que en -
ningtn caso se producia un incremento de la velocidad de

crecimiento después de la primera centrifugacién.

Por otra parte,un calculo aproximado
pone de manifiesto también que el medio de cultivo uti-
lizado posee un potencial de nutrientes superior al con-

sumido para la biomasa producida.

En efecto de acuerdo con los resulta-
dos de Zarnowski (1972) que estudia comparativamente los
consumos de nutrientes en 16 medios de c¢ualtivo para Chlg
rella,entre los cuales estd el utilizade en esta investi
gacién,para producir 1 gramo de biomasa se consumen como
media,las siguientes cantidades de nutriantes esencia;es‘

(dejando aparte de momento el CO, y el agua)

N ........ 65,5 mg
veeaeaes 25,9 mg
vreecees 27,6 Mg

la mas alta concentracién de biomasa alcanzada antes de

‘ta primera centrifugacién,de los experimentos que se es-
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tan comentando,corregponde al C - 7 y fué de 1,37 g/ 1 ,
que teniendo en cuenta que el volumen de medio de culti-

vo fué de medio litro deberia implicar un consumo de

N ..o.oo0v. 44,7 mg
e 9o 000004 l7y7 mg
K-oooa.-c 18,2 mg

apreciablemente inferior a las disponibjlidades del me -
dio de cultiVo usadp;que de acuerdo con su composicién -
indicada en la parte 3 de esta memoria,contiene por cada
500 cc | | |

N ........ 70 mg
{oa-o.oa 78,5 mg
ceessee 195 mg

Los resultados obtenidos en estos experi -
mentos se encuentran en las tablas 4.18 a 4.31.Para cada
uno de ellos,se indican en una primera tabla las concen-
traciones de‘biomasa medidas a distintos tiempos en cada
uno de los tres vasos asi como el valor medio de las mis
mas y en una segunda tabla se indican las medidas de in-
tensidad de iluminacién correspondientes al principio -
del experimento,es decir, a los vasos de cultivo con el

medio fresco antes de introducir el inéculo.

Los valores de la concentracidn de -
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IABLA 4.18

Experimento C -1 Cinética del crecimiento
t,h c 19/ 1 cys g/l cor9/1 ¢ ,9/1
0,00  0,0089  0,0089 0,0089 0,0089
9,00 0,0119 0,0119 0,0119 0,0119
24,00  0,0171 0,0171 0,0179 0,0174
33,00 0,0210 0,0211 0,0220 0,0214
49,50 0,0293 0,0301 0,0301 0,0298
57,00 0,0320 0,0331 0,0350 0,0334
72,00 0,0422 0,0450 0,0450 0,0441
81,00 0,0522 0,0552 0,0572 0,0549
96,00 0,0670 ~ 0,0690 0,0710 0,0690
105,00 0,0812 0,0884 0,0916 0,0871
107,00 0,0836 0,0920 0,0956 0,0904
116,00 0,0984 0,1024 0,1084 0,1031
131,00 0,1180 0,1252 0,1320 0,1251
140,00 0,1340 0,1360 0,1480 0,1393
156,50 0,1688 0,1728 0,1840 0,1752
164,00 0,1824 0,1888 0,2000 0,1904
179,00 0,2160 0,2288 0,2424 0,2291
188,00 0,2288 0,2472 0,2488 0,2416
203,00 0,2624 0,2960 0,2888 0,2824
212,00  0,2848 0,3144 0,3144 10,3045
227,00 0,3136 0,3520 0,3360 0,3339
236,00 0,3376 0,3824 0, 3680 0,3627
259,50 0,3856 0,4720 0,4208 0,4261

275,50 0,4336 0,5376 00,4576 0,4763




Vaso

" R W
Q w »

243
258
251

‘Intensidad media de iluminacidn ., lux

241
258
249

_TABLA 4.19

Experimento C - 1

235
255
244

(1) =252

233

254

246

. 260

291
282

242
261

253

L9T



168

| mamLA 420

Experimento C - 2 B Cinética del crecimiento
t,h cA,g/l cB,g/l cc,g/l cm,g/l
| o;oo 0,0089 0,0089 0,0089 0,0089
9,00 0,0126 0,0126 0,0126 0,0126
24,00  0,0261 0,0290 0,0270 0,0274
33,00 0,0330  0,0379 0,0345 0,0351
48,00 0,0610 0,0764 0,0680 0,0685
57,00 0,0768 0,1080 0,0920 0,0923
72,00 0,1256 0,1688 0,1408 0,1451
81,00 0,1440 0,1912 0,1656 0,1669
96,00 0,1888 0,2528 0,2208 0,2208
105,00 0,2128 0,2920 0,2560 0,2536
120,00 0,2512 0,3456 0,2976 0,2981
129,00 0,2656 0,3824 0,3200 0,3227
144,00 0,3248 0,4688 0,3936 0,3957

153,00 0,3680 0,5008 0,4320 0,4336



TABLA 4.21

Experimento C - 2

Intensidad media de iluminacién , lux

Vaso I : I I I, I I

458 453 443 448 504 459
525 520 512 512 579 527
493 488 480 483 555 - 497

A "W R\
Q w >

;fl(Io%né49%
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~FARLA 4.22

Experimento C - 3 Cinética del crecimiento
t,h | cA,g/l %3,9/1 cc,g/l cm,g/l
0,00 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078
7,75 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122
22,25  0,0269  _ 0,0269 0,0220 0,0253
31,25 0,0380 0,0380 0,0318 0,0359
48,25 0,0906 0,0931 0,0661 0,0833
55,25 0,1237 0,1249 0,0882 0,1123
70,25 0,1935 0,1984 0,1494 0,1804
79,25 0,2327 0,2499 0,1911 0,2246
94,25 0,3234 0,3381 0,2695 0,3103
103,25 0,3626 0,3920 0,3234 0,3593
118,75 0,4655 0,4949 0,4214 0,4606
127,75 0,5047 0,5488 0,4557 0,5031
151,75 0,6174 0,6860 0,5782 0,6272

166,25 0,7350 0,8185 0,6762 0,7432



TABLA 4.23

ExXperimento C - 3

Intensidad media»de.iluminacion,;lux

Vaso I I I 1 I - e

706 743 742 726
769 764 751 747 © 814 768
717 709 - j01 718 818 726

WoRNow
Q o >
~J
\Y)
Ui
~
W)
e}

SToln=740

TLT



_TABLA 4.24

Experimerito cC -4 Cinética del crecimiento
t,h ¢, 9/1 cy 9/ 1 cer 9/ 1 cm,g/l
0,00 0,0100 ~ 0,0100 0,0100 0,0100
9,00 0,0245 0,0245 0,0245 0,0245
24,00 0,0698 0,0759 0,0698 0,0718
33,00 0,1029 0,1274 0,1029 0,1111
49,00 0,2572 0,3332 0,2866 0,2923
57,00 0,3332 0,4067 0,3430 0,3610
72,00 0,4704 0,5880  0,4900 0,5161
81,00 0,5292 0,6762 0,5782 0,5945

96,00 0,7154 0,8722 0,7252 0,7709



= - TABLA 4.25
Experimento C - 4
Intensidad media de iluminacitn , lux
Vaso I’l : 1‘2 ~ 13 I4< : I,5 o ,‘ ,Io
R, 1060 , 1049 1033 1053 1172 1067
Ry 1185 1170 1161 1183 1330 1197
R, 1107 1091 1080 . 1106 1269 1120

(Io)m= 1128

€LT
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- Experimento C -5 Cinética del crecimiento
t,h cA,g/l cB,g/l cC,g/l Cmyvg/l
0,00  0,0085 0,0085 0,0085 0,0085
6,75 0,0171 ~ 0,0171 0,0171 0,0171
22,75 0,0514 0,0576 0,0539 0,0543
31,58 0,0931 0,1151 0,1041 0,1041
46,00 0,2254 0,2744 0,2646 0,2548
54,75 0,3185 0,3724 0,3626 0,3512
71,25 0,4606 0,5586 0,5586 0,5259
78,75 0,5488 0,6566 0,6566 0,6207
94,75 0,7350 Q,8428 0,8526 0,8101
102,75 0,8134 0,9604 0,9702 0,9147

119,00 0,9996 1,1564 1,1858 1,1139



Vaso

oW W
a

1190
1223
1174

1167
1203
1152

TABLA 4,27

Experimento C - 5

- Intensidad media de iluminac ibn, 1ux

T I

_—3 -4
1145 1184
1183 1235

1120 1110

 ( 1 d)m = 1194

1309

1359
1209

1193
1232

1157

GLT



TABLA 4.28
Experimento C - 6 Cinética del crecimiento
t,h c,»9/1 cg g/ 1 cer9/1 c,19/1 -
0,00 0,0083 © 0,0083 0,0083 0,0083
9,00 0,0186 0,0191 0,0183 0,0187
24,00 0,0544 0,0500 0,0522 0,0522
33,00 0,1400 0,1504 0,1480 0,1461
48,00 0,3296 0,3408 0,3328 0,3344
57,00 0,3888 0,4496 0,4688 0,4357
- 72,00 0,6112 0,6208 0,7168 0,6496
81,00 0,7456 0,7872 0,8128 0,7819°

96,00 0,9280 1,0432 1,0048 0,9920



Vaso

o oW
Q w >

1637
1752

1690 v

_TABLA 4.29

Experimento C - 6

Intensidad media de iluminacidén, lux

2 3 4
1620 1588 1604
1741 1714 1739
1660 1624 1641

,(Io%n=1688

1752

1857

1738

1755

1673

: ;16136

LLT
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TABLA 4.30

. Experimento C -~ 7 Cinética del crecimiento

. t,n c,»9/1 g9/l cgr9/1 c 9
0,00 0,011l 0,0111 0,0111 0,0111
9,00 0,0306 0,0306 0,0294 0,0302
24,00 0,0980 0,0955 0,0980 0,0972

49,50 0,4704 0,5292 0,5194 0,5063

57,50 0,6174 0,6958 0,6860 0,6664

72,00 0,8428  0,9800 0,9604 0,9277
81,25 0,9800 1,1760 1,1564 1,1041

96,00 1,2152 1,4307 1,4503  1,3654




Vaso

0o W
aQ w >

2294

2539

2440

Intensidad media de iluminacién , lux

;12

2296
2498
2416

TABLA 4,31

Experimento C -~ 7

3 4
20992 2251
2443 2446
2351 2331
(Id%n=2410~

2457
2640

2532

‘2296
‘2516
a2417

6LT
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biomasa en funcién del tiempo para el experimento C - 1
corréspondiente a 250 1ux‘a§roximadamente,se han repre -
sentado en la figura 4.10,en la que se observa claramen-
te que a partir de las 130 horas el crecimiénto se hace
lineal.También se aprecia en esta figura que los resulta
dos obtenidos en los tres vasos de cultivo son semejan -

tes.

Andlogas conclusiones pueden deducir-
se de la figura 4.11 en la que se ha realizado la misma
representacibdn anterior en coordenadas semilogaritmicas,
se aprecia bién la zona exponencial de crecimiento que -

corresponde aproximadamente a las 120 primeras horas y -

no se observan diferencias sensibles entre los resulta

dos obtenidos en los tres vasos de cultivo.Por esta ra

zén,se trabajard en 1o sucesivo con los valores medios

de los tres vasos y con la intensidad media inicial.

En las figuras 4.12 y 4.13 se ha rea-
~lizado la misma representacién que en las dos figuras an
teriores con los valores medios para los tres vasos de -
la concentracidn de biomasa en funcién del tiémpo y para
los siete experimentos comentados cuyos resultados prima
rios se indican en las tablas anteriores.En estas figu -
ras, se observa claramente la existencia de las zonas ex-
ponencial y lineal de crecimiento en todos estos experi-
mentos,asi como que.la velocidad especifica de crecimien

to correspondiente a la zona exponencial y la velocidad-
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de crecimiento correspondiente a la zona lineal aumentan

con la intensidad inicial de iluminacién.

No obstante esta filtima conclusién es
evidente en la figura 4.12 en 1o que se refiere a la ve-
locidad de'crecimiento en la zona lineal,pero en la figu
ra 4.13 parece observarse un claro aumento de la veloci-
dad espécifica de crecimiento en los experimentos corres
pohdientés a las cuatro intensidades de iluminacién iri-
‘ciales m&s bajas,si bién la diferencia entre las tres a1
timas es mads pequefila como si empezara a notarse un efec-

to de saturacibn de 1luz.

Con el fin de cuantificar estas obser
vaciones se hacia necesario el ajuste de los datos con--
centracién de biomasa-tiempo a algtn tipo de funcidén que

permitiera su tratamiento matem&tico posterior.

Evidentemente la solucién mas inmedia
ta es aprovechar la existencia de las dos zonas indica—-
das y ajustar los datos del primer periodo exponencial a

la ecuacidn
lnc=uput+ b [4,14]

y 1los correspondientes al segundo periodo,lineal,a la e-

cuacién
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c=pt + b’ | o [4.19]

obteniéndose de esta manera los valores de u y de p pa-
ra cada experimento que deberan ser funcién del factor -
limitante del crecimiento,es decir,de la intensidad de -

iluminacidn,

Una dificultad evidente en este tipo
de tratamiento de los datos experimentales,consiste en -
decidir los datos a utilizar en cada uno de los dos ajus
tes anteriores,ya que el paso de la zona exponencial a -

la lineal se produce como es 16gico de una forma suave,

Esta dificultad podia obviarse en par
te por un método iterativo en el que se hacia una distri
bucién inicial de 1los pﬁntos experimentales por observa-
ciébn de las figuras anteriores,determinando por regresié
lineal los valores de los parametros u y b de la ecua -
cibn L4.14 correspondiente a la zona exponencial y 10S-
de los parémetros p vy b’de la ecuacién [4.1ﬂ correspon-

diente a la zona lineal.

Una vez realizado este calculo.previq
resolviendo el sistema formado por las dos ecuaciones ci
tadas podia determinarse el momento (cX , tx) en que pa=-
sa de una zona a otra,si bién este método implica un cam

bio mé&s brusco del observado experimentalmente.
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La solucioén simultdnea de las ecuacio

nes [4.14) y [4.15] conduce a 1a expresion

u u b’
In ¢, = e +
X X

P p

-b=0 [4.16]

que en los resultados de la mayor parte de 1los experimen
tos no tenia solucién porque las dos lineas representa -
das por las ecuaciones [4.14] 3% [4.15] no se cortaban -
siendo la expresién anterior siempre negativa, figura 4.
14.

No obstante el punto en qué‘ambas 1i-
neas se encuentran mas préximas vendrd dado por el méaxi-

mo de la ecuacién [4.16] que conduce a

- [4.17]
C = ] 4.17
X u :
El resultado de este cdlculo coinci -
dia practicamente,en la mayor parte de los casos,con el
limite de separacién escogido a priori por observacién -

visual de las figuras 4.12 y 4.13.

Es evidehte,sin embargo que el trata-
miento anterior adolece del defecto de que al considerar
separadamente ambas zonas los valores obtenidos a concen
traciones de biomasa apreciables no influyen para nada -
en el cédlculo de w y analogamente 1los valores iniciales-

1o influyen en el cAlculo de p.Por otra parte, ec también
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evidente que la transicién de una zona a otra se produ -
ce suavemente de una forma continua y no bruscamente al-

valor e de la concentracién de biomasa.

Por estas razones se traté de ajustar
conjuntamente todos los puntos experimentales de cada ex

perimentc a una funcién del tipo
¢ = £ (t) [4.18]

que cumpliera la condicién de reducirse a una exponeuncial
a bajos valores de c,ecuacién [4.14],y a una lineal a ¢

altas,ecuacibén [4.15] .

Teniendo en cuenta estas consideracio
nes y las expresiones mas uvsuales de la cinética bioqui=-
mica,la funcién m&s idénea podria ser

dc Ppuc

- | [4.19]
dt P + uc :

que cumple los dos limites anteriormente indicados.

Separando variables en la ecuacién[4.

19]e integrando se obtiene

1 ' 1
— 1Yl C 4 e C 4 D*’ =+t [4.20]
M P

Esta tltima ecuacidn se ha utilizado
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para ajustar todos los puntos de cada experimento por re

gfésién no lineal,Wentworth (1965).

Los resultados obtenidos en el trata-
miento independiente,de las zonas exponencial y lineal ;
se indican en la tabla 4.32,y los correspondientes al --—

tratamiento conjunto de ambas zonas en la 4.33.

La comparacibn de estas dos tablas pPo
ne de manifiesto que si bién los valores de p son del --
mismo orden,aunque ligeramente mayores los correspondien
tes al tratamiento conjunto,la diferencia entre los valo
res obtenidos para la velocidad especifica de crecimien-

to er la zona exponencial es muy apreciable.

Teniendo en cuenta los buenos coefi-
cientes de correlacidén,obtenidos en el tratamiento inde-
pendiente,para el ajuste de los primeros puntos experi -
mentales a la ecuacibn [4.14] y el hecho de que el crite
rio utilizado en la regresién no lineal del tratamiento
conjunto, fué hacer minima la desviacién standard,entre. -
los valores de ¢ calculados y los experimentales,lo que
disminuye de una forma muy apreciable la influencia de -
los puntos correspondientes a la zona exponencial,se de-
cidié utilizar los datos del tratamiento independiente -
yva que a pesar de las limitaciones anteriormente indica-
das,implican un menor dJrado de manipulacién matemética -

de los mismos y por tanto representan mé&s fielmente los
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datos experimentales,

4,3.1 Zona exponencial de crecimiento

Los valores de la velocidad especifi-
‘ca de crecimiento correspondientes a la zona exponencial,
indicados en la tabla 4.32,se han representado en la fi-
gura 4.15 frente a la intensidad de iluminacién inicial.
& observa en esta figura,que u parece variar linealmern-
te con IO hasta aproximadamente unos 1000 lux,para a con

tinuacién observarse un efecto de saturacién.

Las ecuaciones propuestas en la bi —-
bliografia para relacionar u con IO varian desde el mo-
delo hiperbélico propuesto por Tamiya y col. (1953Db)

a py I,

Moo= [4.21]

b+ a1y

hasta el modelo discontinuo dado por

L M= a IO IO € IS [4‘24
Mmo= #m IO ) IS [4.23]

Oorschot (1955) compara sus resulta -
dos experimentales con log dos modelos anteriores y uno

intermedio de tipo exponencial
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I
I

=y (1-e s ) [4.24]
encontrando,que se ajustan mAs a la ecuacién [4.24] que
~a las otras,aunque quedan comprendidos entre el modelo -

‘discontinuo Yy el exponencial.

Con objeto de comparar los tres mode-
los indicados se representan en la figura 4.16 para un -
valor de “pn de 0,1 n~t y de I_ de 1000 lux [ar: 1077
(lux h)~ ] en la que se observa que el modelo exponencial
cambia micho mA&s bruscamente de la parte lineal a la sa-

turacién que el propuesto por Tamiya.

Como se ha visto en la Introduccién
de esta memoria algunos investigadores enéuentran que -
intensidades luminosas muy altas inhiben el crecimiento
celular, sobre todo a bajas temperaturas,por ello se han
pPropuesto tamblén ecuac1ones pPara relacionar u con I

que tienen en cuenta este hecho,Steele (1977).

. (1..._1..
b= --;[-:-e Im [4.25]

m

m

que se ha representado también en 1la figura 4.16.Los re-
sultados experimentales obLtenidos en esta investigacién
se han ajustado por regresibén lineal a las ecuaciones[4.

21] y [4.25] Y pPor regdgresibn no lineal a la [4.24] Obte-~
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nléndose los valores de los parametros que se Lo o

contlnua01on
Mbdelo de Tamiya

woo= 0,200 1™ o= 9;35.10"5 (lux.n)™ 2% = 0 .o
Mpdelq exponencial

F— ”l —— =,
o = 0,099 h IS = 926 lux

Modelo de Steele

moo= 0,092 hul Im = 2627 lux :r‘2 = 0,938

Estos tres modelos se comparan oo

resultados experimentales utilizando los paré&metros :ndi

cados,en la figura 4.17.

También se han comparado los
delos indichos con los resultados obtenidos por ¥oorm
(1946) en un aparato ds cultivo continuo de volumci i

riable y dilucién controlada para mantener constar ¢ in

concentracién de biomasa, figura 4.18,y con 1los resulia -
dos experimentales de Phillips y Myers (1954b)obte iios
€ un aparato de cultivo continuo de volumen mowv-i =
dilucién controlada también, figura 4.19.No hs <

ble realizar este tratamiento con los resultado-
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ya y col.(1953p)dado que estos autores no dan valores nu
méricos de las velocidades especificas de crecimiento en

su trabajo y solo indican graficas semi-cuantitativas.

La observaci6n de las tres filtimas fi
guras,pone claramente de manifiesto que los modelos expo
‘nencial y de Steele reproducen mejor los resultados expe
rimentales obtenidos en esta investigacién y los de Myers

,qué-el modelo de Tamiya.

Sin embargo,la figura 4.19 pone de ma
nifiesto que el modelo de Steele se aparta apreciablemen
te de los resultados de Myers a altas intensidades de i-
luminacién.Este resultado era de preveer ya que el mode-
lo de Steele no coanduce a un valor de u constante a in-
tensidades de iluminacién elevadas si no a un maximo re-
lativamente plano para disminuir apreciablemehte al con-
tinuar aumentando la intensidad de iluminacién.Si bién -
esta circunstancia es precisamente 1o que se observa a -
temperaturas bajas,no ocurre asi por encima de los 202°C,
ya que a estas temperaturas es preciso utilizar intensi-
~ dades de iluminacién extremadamente altas para que se ob
serve un efecto negativo de la misma sobre la velocidad

de crecimiento.

Por otra parte,es evidente que los re
sultados de Myers al ser obtenidos en una cémara de cul-

tivo continua en la que se mantiene constante la concen-
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.tracién de biomasa son todos ellos comparables entre»Si 
y coyresponderan a intensidades de iluminacién proporcig
nales a las indicadas por Myers si es que no son coinci-
dentes.Sin embargo,en esta investigacién se ha utilizado
un vaso de cultivo discontinuo y el valor de u indica-
do en la tabla 4.32 corresponde a la zona exponencial de
crecimiento observada en cada uno de 1los experimentos -
realizados,por lo que la intensidad de iluminacién ha i~
do variando desde IO (o mejor dicho desde el valor de I
correspondiente a la concentracién del inéculo) hasta el
Vaior de T correspondiente a c_.En la tabla 4.34 se in-
dican los intervalos de intensidad de iluminacién a 1los
gque corresponden cada uno de los valores de u medidos

en esta investigacidn.

La misma dificultad antes menciorada
se presenta en los resultados obtenidos por Tamiva y col
(19535)ya que aunque'utiliza una camara de cultivo dis -
continuo muy estrecha (2,8 cm) a los valores de la con =
centracién de biomasa indicados por estos autores que a-
caba la fase exponencial de crecimiento,la intensidad de

‘iluminacién debe diferir sensiblemente de la inicial.

4.,3.2 Zona lineal de crecimiento

Es evidente que el hecho de que la ve
locidad de crecimiento en los vasos se haga lineal,es dg

cir,independiente de la concentracién de biomasa en la -



Exp.

¥

A

1

o EABLA 4.34

pTt

‘nogoggs‘

0,0427

10,0478
0,0727
0,0777
0,0837

0,0891

(1) c
Q

lux

‘235
463
699

1049

1122

1589

0004

203



204

tGltima parte de los experlmentos debe indicar que esta -
velocidad de crecimiento viene determlnada por algtn nu—
triente que se aporta al medio de cultivo a velocidad -~

constante.

En principio,cabria pensar que el CO2
y la energia juminosa podrian ser el nutriente indicado,
ya que ambos cumplen la condicit6n de suministrarse de u-

na forma continua y constante al med}o de cultivo.

Sin embargo,teniendo en cuenta el cau
dal de fase gaseosa que se burbujea a través del medio -
devcultivo,ya indicado en la Técnica Experimental,y que
&sta es aire con un 5% en volumen de 002,1a velocidad de

suministro deﬁ}CO2 por vaso de cultivo es:
12,5 gc/min S, 0,75 1/ h .. 0,033 mol-g/ h

suponiendo que todo este 002 se fijara en las células al

estado de oxidacién de carbohidrato (CHQO),Beale y Apple
s 4

man (1971),determinaria un incremento en masa del orden

de 1 gramo por hora.

Considerando el valor méximo de la ve
locidad de crecimiento en la zona lineal observado en --
10s experimentos comentados,tabla 4.32,se observa una Ve
locidad de -incremento de masa del orden de 0,01 g/ h, es

decir,100 veces mas pequefia que la calculada anteriormen
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te.

a - Es GV1dente que este calculo aproxima
do,pero conservativo ya que el crecimiento de biomasa xo
es debido solo a la biosintesis de carbohidrato,pone de
manifiesto que el Coé no puede ser el nutriente limitan-
te del crecimiento y por consiguiente el que determine -

la aparicién de la zona lineal.

S§in embargo,es posible que el aporte
de CO2 al vaso de cultiVo sea muy superior a su consumo
pero que la transferencia de 002 a través de la fase 1i-
quida controle la velocidad del proceso,con 1o que soria
el 002 el responsable de la zona lineal de crecimierto.
La méxima ve1001dad de transferencia del CO a través de

la fase 1iquida vendra dada por

k]

(€)Y

Tarvrvemad!

N = k. Ac* mol-g/h [

AN

siendo c* 1a solubilidad del 002 en el medio de cuitive,

ya que para un gas tan poco soluble como el CO2 es la ve
'locidad de transferencia a través de la fase liquida ia
que controla 1a velocidad global de absorcidn.Conside eran
do el medio de cultivo como agua a 30¢C, hipbtesis acepta
ble ya que 1a concentracién de nutrientes es pequeiia,el

valor de c* sera

c* = 1,41.10“'3 mol-g/ 1
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_ El coef1c1ente de transfereHC1a de ma
teria k puede estimarse mediante la correlac1én propues
ta por Calderbank y Moo-Young (1967),para burbujas de -

mas de 2,5 mm de didmetro,que es nuestro caso

k, = 0,42 ((gv )3 —?— )2/2 em/ s [4.27]

Como ya se ha visto en la parte 3 de
esta memeoria la viscosidad y densidad del medio de cult;
vo no difieren apreciablemente de la del agua,por 1o que

utilizando un valor de la viscosidad cinematica
' 2
v = 0,0085 cm“/s

y de ‘la difusividad del CO

2
D = 2,'2.].0"'5 cm2/’s
se obtiene

kl‘= 0,4 em/s . 1,44 m/h

No se disponen de correlaéiones ade -
cuadas para evaluar en nuestro caso el area interfacial
Ajpero teniendo en cuenta la maxima velocidad de creci -
miento observada y que ya se ha indicado anteriormente -
puede calcularse la velocidad de consumo bioquimico de

CO2 que resulta ser
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v Qv0093-(MQl~9//h,.¥‘“ker ¢* = 2,03 A

de donde

2 2

A = 1,5.107% n S 1,5 em
este area interfacial determinaria que la"velocidad de -
transferencia de 002 a través de la fase liquida fuese i
gual a su velocidad de consumo por las algas;como el &rea
interfacial real es mucho mayor (solo el Area superficial
,81in tener en cventa el vértice,es de 44 cmz)resulta evi

dente que la transferencia de CO_ a través de la Ffase 11

2
quida no controla la velocidad de crecimiento.

Los dos calculos anteriores ponen de
‘manifiesto que el consumo de 002 en el crecimiento es -
muy pequefio comparado con el caudal de COQ aportado, por
lo que la composicién de la fase gaseosa apenas cambia -
al pasar a través del medio de cultivo,y que la velocidad
de transferencia de CO, a través de la fase 1iquida es -
también muy superior a su consumo,por lo que se puede -
considerar que el medio de cultivo se encuentra siempre
saturado de 002 y por tanto que este nutriente no limita

el crecimiento.

Por otra parte,la densidad celular -
del medio de cultivo en la zona lineal es tal,que practi

Ccamente toda la 1luz incidente es abcorbida,como puede 2]
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nerse claramente de manifiesto mediante la expresi6n de
de 1la intensidad dg_iluminacidanue sale del vaso de cul
tivo

I = T

P o [4.28]

que aplicada al momento en que se inicia la zonz lineal
(cx) indica que la energia luminosa transmitida a través
del vaso de cultivo varia del 23 al 5% de la inicial en
los experimentos C - 1 a C - 7.Téngase en cuenta,dada la
forma éXPonencial de [4.28] que en cuanto ¢ aumente al -
entrar claramente en la zona lineal el porcentaje ante -

rior se va a hacer practicamente nulo.

Por tanto,la zona lineal de crecimien
to es debida a la absorcién practicamente total de la e-
nergia luminosa incidente que se suministra a una veloci

dad constante.

En la figura 4.20 se han representado
los valores de la velocidad lineal de crecimiento,p, fren
te a la intensidad inicial de iluminacién,en la que se -
observa que p varia linealmente con Io,resultado semejan
te al obtenido por Tamiya y col. (195%),de acuerdo con -
la ecuacién

P = 8,45.10"6 Io g/1h [4,29]
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. Para cada punto de la zona lineal de
crecimiento es posible calcular la intensidad media de -
iluminacién mediante la ecuacidn [4.9] y la velccidad es
pecifica de crecimiento dividiendo el valor de p obteni-
do por regresibén lineal por la concentracién de biomasa-

correspondiente.

Los resultados obtenidos mediante es-
te Giltimo célculo se han representado en la figura 4.21
junto con los valores de u encontrados experimentalmen-—
te para la zona exponencial.Puesto que estos tltimos va-
lores corresponden a una intensidad de iluminacién que -
varia desde el valor de Im correspondiente a la concen -
tracidén del inéculo hasta el valor de Im correspondiente
a cX,en la figura 4.21 se representan los valores de
de la zona exponencial frente a estos dos valores 1imi -

tes de I .
: m

La continuidad de las dos lineas indi
cadas en la figura 4.21 pone claramente de manifiesto -
que la velocidad especifica de crecimiento es una funcidn
de la intensidad media de iluminaci6n Iy que la distin
cién de los dos periodos exponencial y lineal es debida
exclusivamente al consumo total de la luz en el vaéo de-

cultivo en el segundo periodo.

No obstante,debe haber algtn factor
no considerado hasta el momento que determine que el vg'

lor de u en la zona exponencial permanezca constante a
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~pesar de 1a considerable variacién de I .
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4.4 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Para estudiar la influencia de la tem
peratura sobre la cinética del crecimiento de Chlorella-
Pyrenoidosa se realizaron tres series de experimentos —-
mas a 18,25 y 352C,series A,B y D respectivamente.Salvo
la intensidad de iluminacién,de la que se hablar4d a con-
tinuacién,las restantes condiciones experimentales han -

sido indicadas ya en la parte 3 de esta memoria.

La mayor parte de los experimentos de
estas tres series,se realizaron variando la intensidad -
de iluminacién por cambio en el voltaje aplicado a los -
tubos fluorescentes 0 de la distancia ertre los tubos v
los vasos de cultivo.De esta marera se consiguieron cua-
tro intensidades de iluminacién distintas cuyas distribu
ciones espaciales y valorves medios se indican en las ta-

blas 4,35 a 4.38,y que corresponden a
BELEREE 184 wvoltios

I

I, +..... 220 voltios
IL 235 voltios
I

eeseane 220 voltios acercando los tubos

No obstante,con objeto de ampliar el
intervalo de intensidades de iluminacién explorado,en -
Alguna de estas series de experimentos se utilizaron ma-

llas metdlicas de diferentes luces que se interponian en
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697
718
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TABLA 4,36

Intensidad media de iluminacién , lux

=]

1140
1173
1147

'3
1127
1173
1136
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1173

F
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1294
1341
1320

1165
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- Intensidad media de iluminacidn , lux

1379 1379 1369

1500 ' 1486 1485

1413 1407 1395
(1) =1450

1
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1381
1501
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Intersidad media de iluminacién, lux

1872
1958
1913

1,

1818
1901 -
1820

1953
2023
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1?75
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tre los tubos Eluorescentes‘y los vasas de cultivo.En es
tos éasos,a continuacidédn de las tablas de cinética del -
crecimiento se indica la distribucibn espacial y valor -
medio de la intensidad de iluminaciédn corre3pondiénte al

medio de cultivo fresco.

Los resultados obtenidos en los expe-
rimentos realizados a 189C,serie A,se indican en las ta-
~blas 4.39 a 4.42;10s correspondientes a 259C,serie B,en
las tablas 4.43 a 4.51 y finalmente los correspondientes

a 35eC,serie D,en las tablas 4.52 a 4.57.

En la figura 4.22 se han representado
los valores medios de la concentracién de biomasa frente
al tiempo en coordenadas semilogaritmicas para 1os expe-
rimentos de 182C,serie A.Puede observarse que a esta tem
peratura no se alcanza la zona lineal de crecimiento en
las 70 horas que duraron los experimentos y que la velo-
cidad especifica de crecimientc correspondiente a la zo-
na exponencial varia relativamente poco con la intensi -
dad de ilumiracibn,como se indica en la tabla 4.58 en la
que se encuentran los valores de u obtenidos por regre-

si6én lineal de los datos experimentales .

En las figuras 4.23 y 4.24 se repre -
sentan los datos cinéticos de crecimiento para 1os expe-
rimentos de la serie B en coordenadas semilogaritmicas y

lineales respectivamente.Al igual que en 10s experimen -
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_TABLA 4.39

Experimento A - 1 Cinética del crecimiento, I
t,h cA,g/l cgrg/1 cgr9/1 cm,g/l
0,00 0,0102 0,0102 0,0102 0,0102
17,00 0,0186 0,0186 0,0186 0,0186
19,25 0,0196 0,0203 0,0203 0,0201
20,75 0,0203 0,0210 0,0210 - 0,0208
24,08 0,0210 0,0213 0,0213 0,0212
41,25 ~  0,0303  0,0313 0,0303 ° 0,0306
43,25 0,0313 0,0320 0,0310 0,0314
47,00 0,0320 0,0326 0,0320 0,0322
49,25 0,0326 0,0370 0,0346 0,0347
50,75 0,0360 0,0383 0,0370 0,0371

66,83 0,0483 0,0550 10,0506 0,0513
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Experimento A ~ 2

ARLA 4.40

Cinética del crecimiento, I

2

t,h cA,g/l cB,g/l cC,g/l cm,g/l

0,00 0,0101 o;dlol 0,0101 0,0101
17,00 0,0280 0,0280 0,0280 0,0280
19,00 0,0280 0,0280 0,0280 0,0280
20,83 0,0286 0,0300 0,0293 0,0293
23,00 0,0293 0,0300 0,0303 0,0299
25,75 0,0313 0,0336 0,0326 0,0325
27,50 0,0326 0,0360 0,0350 0,0345
41,00 0,0470 0,0506 0,0486 0,0487
43,00 0,0483 0,0526 0,0516 0,0508
44,75 0,0493 0,0533 0,0526 0,0517
47,00 0,0500 0,0533 0,0550 0,0528
49,00 0,0523 00,0583 0,0570 0,0559
50,75 0,0550 0,0593 0,0583 0,0575
67,66 0,0806 0,1052 0,0993

0,1120
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TABLA 4.41

Experimento A - 3 Cinética del c::ec:imi’ento, I3
t,h c,r9/1 cB,g/l Ccr9/1 w971

0,00 0,0103 0,0103 0,0103 0,0103
17,00 0,0256 0,0256 0,0246 0,0253
119,00 0,0263 0,0263 0,0253 0,0260
23,00 0,0263 0,0270 0,0263 0,0265
25,00 0,0293 0,0313 0,0293 0,0300
26,75 0,0310 0,0320 0,0300 0,0310
42,00 0,0416 0,0493 0,0436 0,0448
44,00 0,0450 0,0506 0,0470 0,0475
47,00  0,0493 0,0533 0,0493 0,0506
49,00 0,0516 0,0570 0,0506 0,0531
50,75  0,0520 ~ 0,0593 0,0526 0,0546
69,25 0,0832 0,1052 0,0900

0,0928
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Experimentoi A - 4 | Cinética del crecimiénto‘, ‘14
t,n cpr9/1 cg 9/ 1 Cpr 9/1
0,00 0,0102 0,0102 ' 0,0102
17,66 0,0226 00,0226 0,0226
19,00 0,0246 0,0246 0,0246
26,75 0,0256 0,0256 0,0256
24,75 0,0263 0,0263 0,0263
26,75 0,0270 0,0270 0,0270
41,66 - 0,0346 0,0370 0,0358
43,00 10,0360 0,0376 0,0368
48,17 0,0403 0,0416 0,0410
51,00 0,04156 0,0426 0,0421

68,50 0,0570 - ' - 0,0613 - 0,0592



Experimento B -~ 1

_TABLA 4.43

Cinética del crecimiento, I

1
t,h c,r9/1 cg .9/ 1 Ccr9/1 cm,g/l
0,00 0,0085 0,0085 0,6085 0,0085
17,25 0,0180 0,0213 0,0193 10,0195
19,00 0,0213 0,0246 0,0226 0,0228
21,00 0,0233 0,0280  0,0266 . -0,0260
23,00  0,0266 0,0290 0,0290  0,0282
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TABLA 4.44 *

Experimen,tdB -2 Cinética del erecimiento, I
t,h €p1 9/ cg,9/1  co,g/1 e, 19/1
0,00  0,0065  0,0065  0,0065 0,0065
18,17 0,0186 0,0186 0,0186 0,0186
20,42 0,0203 0,0203 0,0203 0,0203
23,00 0,0220 0,0226 0,0226 0,0224
25,00 0,0233 0,0233 0,0233 0,0233
27,00 0,0233 0,0256 0,0256 0,0248
47,50 0,0772 0,0800 0,0786 0,0786
49,00 0,0740 0,0852 0,0800 0,0797
51,00 0,0872 0,1032 0,0986 0,0963

65,00 0,1892 0,2104 00,1972 0,1989



Experimento B - 3

t,h

TABLA 4.45

225

Cinética del crecimiento, I,

c,r9/1 cgr9/1 cgr9/1 c . »9/1

0,00 0,0083 0,0083 0,0083 0,0083
17,00 0,0206 0,0206 0,0213 0,0208
19,00 0,0246 0,0266 0,0266 0,0259
21,00 0,0266 0,0296 0,0293 0,0285
23,00 0,0293 0,0333 0,0333 0,0320
25,00 0,0346 0,0380 0,0380 0,0369
27,00 0,0370 0,0393 0,0393 0,0385
41,00 0,1006 0,1006 0,0932 0,0981
43,00 0,1066 0,1212 0,1140 0,1139
45,00 0,1292 0,1372 0,1372 0,1345
47,00 0,1600 0,1600 0,1600 0,1600
49,00 0,1600 0,1800 0,1800 0,1733
51,00 0,1760 0,1972 0,1972 0,1901
65,25 0,2768 0, 3600 0, 3040 0,3136
72,00 0, 3040 0, 3600 0,3464 0,3368
73,50 0,3040 0,3760 0,3464 0,3421
75,00 0,3040 0,3760 0,3760 0,3520
89,00 0,4208 0,5200 0,4664 0,4691
91,00 0,4264 0,5248 0,4744 0,4752
98,75 0,4904 0,5648 0,5384 0,5312
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_TADLA 4.46
Experimento B -‘ 4 Cinética del ¢recimiento, I
t,h Cpr 9/ 1 cg19/1 c +9/1
0,00 ~ 0,0078 0,0078 0,0078
23,42  0,0280 0,0370 0,0325
25,00 0,0336 0,043€ 0,0386
26,50 0,0360 0,0446 0,0403
29,00 0,0403 0,0480 0,0442
30, 50 0,0480 0,0560 0,0520
32,00 0,0560 0,0560 0,0605
46,16 0,1392 0,1840 0,1616
47,75 0,1664 0,2012 0,1838
49,50 0,1760 0,2372 0,2066
52,83 0,2332 0,2520 0,2426
55,00 0,2424 0,2692 0,2558
56, 50 0,2464 0,2984 0,2724
70,25 0,4320 0,4264 0,4292
72,00 0,5040 0,5040 0,5040
77,08 0,5200 0,5200 0,5200
78,83 0,5304 0,5280 0,5292
97,41 0,6288 - 0,6816 0,6552
101,17 0,6448 0,7200 0,6824
104,42 0,6128 - 0,7408 0,6768

119,00 00,7200 0,9328 0, 8264

3



- _TABLA 4.47

Experimento B -~ 5

t,h

0,00
9,00
24,00
33,00
48,00
57,00
72,00
81,00
88,33
95,00
96,00
110,00
119,00
134,00
143,00
158,00
167,00
182,00

227

Cinética del ¢crecimiento

c,19/1 cgr9/1
0,0086 o,oossf
0,0141 0,0136
0,0283 0,0283
0,0478 0,0498
0,1344 0,1412

' 0,2464 0,2624
0,3936 0,4720
0,4672 0, 6080
0,5584 0,6176
0,5952 0, 7040
0,6080 0,6816
0,7200 0,8352
0,7552 0,9152
.0,9152 1,1392

10,9840 1,1840
1,1840 1,3952
1,1968 1,4240
1,3600 1,5680

c, »9/1

0,0086
0,0139
0,0283
0,0488
0,1378
0,2544
0,4328

- 0,5376

0,5580
0,6496
0,6448
0,7776
0,8352
1,0272
1,0840
1,2896
1,3104
1,4640



TABLA 4.48

Experimento B - 5

Intensidad media de iluminacidn , lux

Vaso I I I I T o I

1 2 3 4 5 O
R, 1422 1402 1388 1404 1586 1431
Ry 1532 1519 1508 1528 - 1682 1544
R, 1466 C 1447 1428 1449 1614 1473

A 1913 o= 1483

8cc
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IABLA 4.49

Experimento B -~ 6 Cinética del crecimiento
t,h c,r9/1 cB,g/l ¢, 9/1 c . »9/1
0,00 0,0085 0,0085 0,0085 0,0085
15,00 0,0160 0,0160 0,0160 0,0160
24,00 0,0293 0,0276 0,0276 0,0282
39,00 0,0556 0,0574 0,0466 0,0532
48,00 0,1286 0,1280 0,1140 0,1235
49,75 0,1145 0,1080 0,1115 0,1114
63,00 0,3008 0,3680 0,3464 0,3384
72,00  0,3888 0,4352 0,4096 0,4112
87,00 0,4960 0,5500 0, 5600 0,5387
87,66 0,5312 0,5532 0,5536 0, 5460
96,00 0,5952 0,6816 0,6400 0,6389
101,00 0, 6400 0, 7200 0,7296 0,6965
110,00 0,6944 0,8064 0,8160 0,7723
125,00 0,9056 1,0592 0,9952 0,9867
126,00 o,séoo 1,0432 0,9856 0,9696
134,00 0,9600 1,0784 1,0560 1,0315
139,00 0,9696 1,1776 1,1520 1,0997
148,00 1,0304 1,2576 1,1840 1,1573

163,00 1,1552 1,4272 1,2800 1,2875



vaso
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~ TABLA 4.50

Experimento B — 6

Intensidad media de iluminacibdn , lux

T iz I3 4 15
1623 '1605 1585 1603 1823
1767 1745 1736 1751 1977
1783 1765 1739 1759 2026

( In)m =1739 |

(0194

1636
f 1782
- 1800




Experimento B - 7

_TABLA 4,51

231

Cinética del crecimiento, I4

t,h cA,g/l cB,g/l cc,g/l cm,g/l
0,00 0,0073 0,0073 0,0073 0,0073
17,25 0,0193 0,0200 0,0193 0,0195
19,00 0,0223 0,0246 0,0223 0,0231
20,83 0,0246 0,0256 0,0253 0,0252
23,00 0,0283 o,oégs 0,0270 0,0283
25,00 0,0293 0,0336 0,0296 0,0308
27,00 0,0336 ~ 0,0370 0,0313 0,0340
49,00 0,1260 0,1300 0,1280 0,1280
51,00 0,1544 0,1680 0,1640 0,1621
165,25 0,3680 0,3944 0,3408 0,3677
67,50 0,3464 0,3944 0, 3600 0,3669
72,50 '0,4208' 0,4824 0,4400

0,4477
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| RABLA 4,02

ﬁxperimenté D -1 | Cinética del crecimiento, Il
t,h c,»g/1 cgr9/1 cgr 9/ 1 ¢+ 9/1
0,00 0,0082 0,0082 0,0082 0,0082
17,00 0,0213 0,0236 0,0256 0,0235
19,00 0,0236 0,0263 0,0266 0,0255
20,83 0,0253 0,0280 0,0280 0,0271
23,00 0,0263 0,0293 0,0336 0,0297
25,00 0,0286 0,0310 0,0326 0,0307
27,00 0,0286 0,0326 0,0336 0,0316
41,25 0,0550 0,0832 0,0652 0,0678
43,00 0,0640 0,0872 0,0832 .0,0781
44,75 0,0672 0,0900 0,0852 0,0808
47,00 0,0720 0,0932 0,0932 0,0861
49,00 0,0832 0,0986 0,1052 0,0957

50,75 0,0820 10,1120  0,1140 0,1027
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| _ZABLA 4.53

E':xpe'rimerito‘ D -2 Cinética del crecimiento, I,
‘t,h Cpr9/1 CB’g/l, c »9/1
0,00 0,0092 0,0092 0,0092
17,00 0,0246 0,0230 0,0238
19,00 0,0280 0,0236 , 0,0258
20,75 ' 0,0303 0,0246 0,0275
23,00 0,0313 0,0266 0,0290
25,00 0,0336 0,0280 0,0308
27,00 0,0383 0,0326 '~ 0,0355
41,50 0,1052 0,1186 0,1119
43,00 ' 0,1166 0,1232 - 0,1199
44,75 0,1280 0,1366 0,1323
47,00 0,1532 0,1612 0,1572
49,00 0,1584 0,1612 0,1598
51,00 0,1612 0,1704 . 0,1658
68,50 0,3224  0,3320 0,3272
74,00 0,3408  0,3408 0,3408

89,00 0,4480 0,4584 . 0,4532



TABLA 4.54

234
Experimehto D -3 Cinética del crgcirﬁiento; 13
t,h CA,g/l cB,g/l cc,g/l cm,g/l
0,00 0,0059 0,0059 0,0059 0,0059
17,00 0,0120 0,0120 0,0120 00,0120
19,00 0,0156 0,0156 0,0156 00,0156
21,00 0,0170 0,0170 0,0170 0,0170
23,00 0,0170 0,0170 0,0170 0,0170
25,00 0,0193 0,0193 0,0193 0,0193
27,00 0,0236 0,0236 . 0,0236 0,0236
41,00 0,0516 0,0516 0,0516 0,0516
43,00 0?0560 0,0560 0,0560 0,0560
45,00 0,0640 0,0640 0,0640 0,0640
47,00 0,0740 0,0740 0,0740 0,0740
48,75 0,0886 0,0886 0,0886 0,0886
51,00 0,1012 0;1012 0,1012 0,1012
51,50 0,0766 0,1300 0,1065 0,1044
66,00 0,2024 C,2960 0,2200 0,2395
72,58 00,2332 0,2960 0,2424 0,2572
74,83 0,2560 0,3144 0,2652 0,2785
75,83 0,2560 0,3224 0,2652 0,2812
30,00 0,3488 0,4848 0,3944 0,4093
95,91 0,3944 c, 5200 0,4264 0,4469
97,25 0,4264 0, 5464 0,4480 0,4736
115,00 0,€128 0,7520 0,6128 0,6592
121,23 0,6283 0,7520 0,6288 0,669¢9
123,50 - 0,6288 0,8528 0,6448 c,7088

138,91 0,8528 0,9856 0,8528 c, 8971



Experimento D - 4

t,h

Tasla 4,55

cA,g/l cB,g/l

0,00 0,0132 0,0132
9,00 0,0303 0,0300
24,00 0,0612 0,0544
33,00 0;1172 0,1196
48,00 0,19€38 0,2344
57,00 0,2768 0,3344
72,00 0,4256 0,5216
81,00 0,4928 0,5920
96,00 0, 8000

0,6592

n
w
i

- Cinética del crecimiento

cc,g/l cm,g/l
0,0132 0,0132
0,0281 0,0295
0,0560 0,0572
0,1040 0,1136
0,2160 0,2157
0,3232 0,3115
0,4576 0,4683
0,5920 0,5589
00,7360 0,7317



TABLA 4.56

..‘Exper'iment-o D -4 ‘

Intensidad media de rilu:aimc’ién. » dux

1616 1595 1555 1Sy 1758 . 1613
1717 . 1701 1667 1682 1851 . 1718
1679 1646 1605 1604 1766 1661

W
w 3>N

k)
Q

- f;(;aa;n=.,1ss4

- 9€e
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TABLA 4.57

Experimento D -5 Ci{nética del cﬁecimiento, I4
t,h e g/1 cg» g/ 1 c ,9/1
0,00 0,0078 0,0078 0,0078
17,25 0,0223 0,0220 0,0222
19,00 . 0,0273 | 0,0240 0,0257
20, 83 0,0293 0,0286 0,0290
23,00 0,0316 0,0273 0,0295
25,00 | 0,0350 0,0303 0,0327
26,75 0,0436 0,0326 0,0381
41,08 0,1532 0,0852 0,1192
43,00 10,1572 0,0880 0,1226
44,83 0,1664 0,0920 0,1292
47,08 0,1680 - 0,1052 0,1366
49,00 0,1880 0,1212 0,1546
51,00 '0,2132 0,1346 | 0,1739
65,00 - 0,2960 0,2692 0,2826
67,00 ~ 0,3064 0,2768  0,2916

72,00 0,3760 0,3488 0,3624
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725 0,0196
1180 0,0245
1450 ~ 0,0249

-1910 0,0181
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0,995
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FIG 4.23
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tos realizados a 302C se aprecian las dos zonas exponen-
cial y lineal,salvo en los dos experimentos realizados a
la menor intensidad de iluminacién,725 lux,en 10s que no
se alcanza la zona lineal.Conviene destacar que la varia
ci6bn de 4 y p con la intensidad de iluminacién que se a
Precia en las dos figuras anteriormente citadas,es algo-
inferior que la observada a 308C.Los valores.de estos pa
rametros,obtenidos por regresién lineal,se indican en la
tabla 4.59 junto con ellValor de cX,cofre§pondiente al -
paso de una zona a otra,calculados como ya se ha indica-

do anteriormente.

Un tratamiento semejante se ha reali-
zado en las figuras 4.25 y 4.26 para 105 experimentos de
3590,série D,y los resultados obteridos se encuentran en
la tabla 4.60.En este caso,las cﬁrvés correspondientes a
distintas intensidades de iluminacién quedan mis separa-
das,pero ésto es debido fundamentalmente a que 1a'conceg
tracibén del inb6bculo fué algo distinta de unos experimen-

tos a otros.

Los resultados obtenidos en los cuatro
experimentos realizados a 189C,indican que la velocidad
especifica de crecimiento pasa por un méximo al aumentar
la intensidad de iluminacién.Este comportamiento es ex
clusivo de esta temperatura y no ha sido observado en -
ninguna de las otras tres temperaturas ensayadas, todas e

llas superiores a 182C,en el rango de intensidades de i-
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uobh W e

lux.

725
1180
1450

1664,
1910

-1

0,0494
0,0604
© 0,0600

0,0616

10,0627

0,978

0,995

0,982
0,993

0,997

0,992
0,990
0,999
0,969

92
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luminacién explorado,Un resultado semejante es observado
por Tamiya y col.(l953b)que mientras a 15 y 259C no ob--
servan disminucién apreciable de 1la velocidad especif1ca'
de crecimiento hasta 1nten31dades de iluminacién del or-
‘den de 50000 lux,a 72C el crecimiento era retardado in -
cluso con 5000 lux y a‘SOOOO lux el crecimiento se dete-
nia por completo en pocos dlas hac1éndose las células to
talmente 1ncoloras Analogamente Sorokin y Krauss (1962)
en el estudio del crecimiento de cultivos 31ncronlzados
de Chlorella Pyrenoidosa y operando hasta intensidades -
de iiuminacién del orden de 32000 lux encuentran m&ximos
en la velocidad especifica de crecimiento para 20°C y —-
temperaturas 1nfer10res pero no para las temperaturas --

mis altas.

Es indudable,que a muy altas intensi-
dades de iluminacién se debe producir un efecto negativo
sobre u ,sin embargo,nuestros resultados y los de 1la ma
yor. parte de los investigadores encontrados en 1a;biblig
‘grafia,ponen de manifiesto que solo a temperaturas bajas
este efecto se produce para valores relativamente peque-
flog de 1la intensidad de iluminacién,en general para tem-
peraturas superiores a 25°C el valor de u maxima encon-
trado §e mantiene practicamente constante hasta intensi-
- dades de iluminacién pr6x1mas al valor medio de la luz -

del sol. ' |

Como se/ ha indicado anteriormente el
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unico modelo de los utilizados en el apartado 4.3 que -
prevee‘que u pase por un maximo al variar'I es el mode-—
lo de Steele (1977),ecuacién [4.25] ,por lo que se han
ajustado los datos de la tabla 4.58 a este modelo utili-
zando como valor de la intensidad de iluminacién el me -
dio corresyondlente a la duracidn del experimento (ya -
que todos ellos transcurren en zona exponencial exclusi-

vamente) la ecuacién obtenida es

I
(1=~ z=2)
p= 0,0236 52z e 209 r® = 0,959 [4.30]

que se representa junto con los resultados experimenta -
les en la figura 4,27. ’

Para las temperaturas de 25 y 352C se
ha realizado un tratamiento semejante al del apartado an
terior para 302C,en 1a figura 4.28 se han representado -
los valores de la veilocidad de crecimiento en la zona li
neal frente a la intensidad de iluminacién incidente,pa~
ra estas dos temperaturas.Se observa en esta figura que
al igual que a 302C los valores de p parecen variar 1i -

nealmente con Io,siendo los valores de la pendiente:

T, oC pendiente , g/ 1 h lux
25 6,15.10"6
30 8,45.,10™°
)

35 6,22.10
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‘que ponen de manifiesto que la velocidad de crecimiento
en 1la zona lineal es maxima a aproximadamente 30¢C y dis
minuye tanto al aumentar como al disminuir la temperatu-

ra.

En las figuras 4.29 y 4.30 se ha rea-
lizado una representaciébn similar a la de la figura 4.21
representando los valores de la velocidad especifica de
crecimiento (calculada para la zona lineal como p/c) fren

" te a Im,en el caso deleg valores de u correspondientes-

a la zona exponencial se han representado frente a 10s

dos valores limites,vya comentados,del intervalo en el -

que tiene lugar esta zona,que se indican en las tablas
4,61 y 4.62,

De las figuras 4.29,4.21 y 4.30 se -
han obtenido los valores que se indican en la tabla 4.63
ydonde . representa la méaxima velocidad especifica de
crecimiento correspondiente al modelo exponencial [4.24]
,a’ la pendienté de las rectas indicadés en las figuras
e Ib la abc?sa en el origen de estas rectas,que de acuer
do con la bibliografia debe representar’la intensidad de
iluminacién incidente minima necesaria para el metaboli§

mo basal sin que se produzca crecimiento,
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0,0522

0,0518

00,0611
0,0624
0,0589

0,0573
-0,0598

_TABLA 4.61

(Im)c

lux

682

691
1111
1370
1393

1635

1811

(T)e
lux
461
461
560
597

568

624

618
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nt
0,0494
0,0604

0,0616

10,0627

TABLA 4.62

(Im)c
lux

683

1104

1389

1513

1805

(Im)C
lux

404
554
585
601

643

255




256

TABLA 4.63
-1 . : i_
25  0,0607 345 1,04.10™ 22
30 0,0996 909 1,33,107 3
35 0,0639 455 1,06.107% 23

Se observa en esta tabla que al igual
que ocurria con la velocidad de Crecimiento en la zona -
lineal,la velocidad especifica m&xima de crecimiento se

hace m&xima a 30°C y muy préxima a 0,1 h™r.

El mismo resultado se observa para la
pendiente de la recta u frente a I para péqueﬁos valo-
res de I, o ,és decir para valores de la intensidad de
iluminacién inferiores al de saturacién.Por otra parte -
la intensidad de saturacién es maxima a 302C y la I, mi-
nima, si bién este ﬁitimo valor es poco significativo ya
que su obtencidn por extrapolacién a u cero implica -
que un pequefio error en la pendiénte, a’,puede aiterar -

grandemente el resultado obtenido.
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4.5 INTERERETACION CONJUNTA’DE LOS RESULTADOS

El estudio bibliogr&fico realizado -
junto con los resultados obtenidos en esta investigacioén
»110s han llevado a proponer para el proceso fotosintéti-
co el modelo que se desarrolla a continuacién, semejante

en sus fundamentos al Propuesto por Lumry y Rieske (1959)

SupOngase que el mecanismo por el que
la fotosintesis tiene lugar viene representado por las
siguientes etapas

A° hy > A*
A" >A% 4+ (0x) + (Red)
(0x) + 2H,0 .rap_lda >0, + 4u*
rapida

(Red) + CO, + 4H*

;(CHQO) + H,0
y que dado que las dos Gltimas etapas son rapidas y el -
CO2 y el H20 se encuentran en gran exceso,el mecanismo -

anterior puede simplificarse a

N - A" [4.31]
» consumo o
metabdlico [4'32]



258

En estas ecuaciones A’ y A’ representan una molécula de
un pigmento fotosintético no activado y activado respec-
tivamente,por tanto la etapa [4.31] implica la inter -
accidén entre un fotén y una molécula orgénica,mientras -
que la etapa [4.32] representa la utilizacién metabdlica
de la energia absorbida en [4.31] y debe ser de caracter
enzimltico,A través de ambas etapas en serie la clorofi-

la actua de transportador de energia.

Si se representa por a 1los mg de pig-
mentos fotosintéticos por g de peso seco de células,y -
por a% y a* las concentraciones,expresadas en las mismas
unidades que a,de pigmentos fotosintéticqs no activados.
y activados respectivamente,es evidente que en cada ins-

tante debe cumplirse
a = a® 4+ a* [4.33]

Aunque la energia absorbida en la fo-
tosintesis no se emplea solo en 1la biosintesis de compo-~
nentes celulares,es decir en el crecimiento,sino también
en el mantenimiento de las células,parece 1légico que 1la
velocidad especifica de crecimiento esté directamente re
lacionada con 1la velocidéd de consumo metabdlico de la -

energia,y podra‘expresarse por tanto

= ka* [4.34]
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| En cuanto a las velocidades relativas
de las etapas [4.31] y [4.32] caben dos posibilidades 11
mites: | | o

l.~ Que la primera etapa se pueda considerar instantanea
ycon lo que toda la energia incidente serd absorbida
o la concentracién de pigmentos fotosintéticos no ac

tivados ser& nula.

El primer caso,se dara.cuando,la ener
gia incidente no sea suficiente para activar los A° pPro-
ducidos por la etapa [4.32] ,en estas condiciones la ve-
locidad global de crecimiento deber4 ser proporcional a
‘la intensidad de iluminacidén incidente y podré expresar-

se en la forma
w= al | [4.35]

?siéndo lasg concentraciones de pigmentos fotosintéticos

‘ a* = “kI [4.36]
) |
L = a-— . [4.37]

Al ir creciendo la intensidad de iluminagién se alcanza-

r4 un valor tal que

L |
At - — 5. a [4.38]
k
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2 = 0 | [4e39]

y a partir de este momento todo exceso de energia sobre
I no podra ser absorb1da,permanec1endo constante 1a ve-
locidad especiflca de crec1m1ento e igual a

4 = k a [4-40]

Puede verse que estos resultados con-
ducen al modelo discontinuo ya comentado para explicar -
la influencia de la intensidad de iluminacién sobre la -
»velgéiqad especifica de crecimiento en un cultivo de al-

gas limitado por 1la luz,que puede resumirse en la forma

k
w= @l para I ¢ ~—a - [4.49]
k
#= ka para I > -~ a
. 2

2.~ 8i la velocidad de ambas etapas es parecida,se alcan
zara un estado cuasi-estacionario en el que 1a.¢on——
centracién de pigmentos fotosintéticos activados per
manecerd practicamente constante,al igualarse las ve
locidades de ambas etapas | |

b= aITad = ka "'[4.',43]

de donde
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8% 2 e at - [4.44]

'y teniendo en cuenta 4,33

a* = i . [4.45]
,¢ki,,+ ) : .
por tanto
kaal
Moo= ka" = ——;—-—-————I—‘- [4.46]
+ @

que corresponde al modelo hiperbéiica de Tamiya.

Logicamente,si el modelo propuesto es
adecuado 1la situacién redl se encbntrara comprendida en-
tre estos dbs}limites,lo que como ya se ha visto es con-
~ firmado por I resultados de esta investigacién y por -
los obtenidos por la mayor parte de los inveétigadores.
En general,la‘situacién realkpareée estar mucho m&s pré-
xima del modelo disédntinmo que del de Tamiya,aunque na-
turalmente no se observa un cambio tan brusco al valor -
de I, como gl modelo discontinuo prevee,

Puesto que la etapa [4.31] implica u~
na interaccién mucho mas simple y directa que la [4.32],
de caracter fotoquimico,es légico que sea mas répida,sin
embargo es evidente que para que se produzca requiére el
contacto fotén-A° y que la probabilidad de este contacto

dependera del valor de a® .E1 razonamiento anterior equi
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vale a dec;r que la fraccién absorbida de la energla in-
cidente gsera proporc1ona1 a la concentracién de recepto-

T'eés capaces de absorber esa energia,es decir
da®
- ——— = g a® [4.47]
” dr ‘ ,
que por integracién conduce a

a® = ae Al [4.48]

ya que en la oscuridad todos los pigmentos estaran sin -

activar es decir
P = a [4.49]
Sustituyendo [4.48] en [4.33] se obtiene
a* z'a—a°=a(1-e"'lﬂl) [4.50]
Yy por tanto la velocidad especifica de crecimiento
w= ka(1-e Pl a5

que corresponde al modelo exponencial ya utilizado ante-

riormente,

Parece 1égico,que este @ltimo modelo

represente mejor 1la realidad‘que los otros dos casos 11-
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- mites c1tadQs como efectivamente se ha encontrado ante -
~riormente no solo con los Tresultados experlmentales de -
esta 1nvest1gaC1én sino también con los de Myers y col.
(1946 y 1954).

Si el modelo anteriormente desdrrollg
do es adecuado para representar ia velocidad de fotosin
tesis,y por tanto de crecimiento,deberi explicar'lds re-—
sultados obtenidos en los exPerimentds con luz intermi-—-
tente que se encuentran en la bibliografia Phillips y
Myers (1954b)Kok (1953). ' '

En estos experimentos se somete un -
~cult1vo de algas de pequefio espesor y diluido para evi -
tar las sombras mutuas entre las célulasg a}un programa -

de iluminacién tal come se indica en la figura

%4 4
. -2 -5 .
con tiempos de flash muy cortos de 10 a 10 s y tiem-

" pos de oscuridad inferiores a I s.
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‘ 81 en la iluminacién 1nterm1tente la
velocldad especiflca de crecimiento durante la etapa de
11um1nac16n viniera dada por la ecuacién [4.51] ,y‘du -
rante el periodo de oscuridad 1os pigmentos fotosintéti
cos activados A* se siguieran consumiendo pdr el metabo
lismo celular pero no se generasen,su concentracién du~
rante este periodo disminuiria constantemente de acuer-

do con la etapa [4.32] del mecanismo propuesto

da¥

= k’a* [4.52]
dt :
donde la constante cinética k’es distinta de la anterlor
lmente utillzada al expresar la velocidad especifica de-
creclmlento,aunque proporcional a ella de acuerdo con -
los cgoeficientes estequiométricos_de la transfofmacién

real representada por la etapa [4.32]

Por integracién de [4.52],teniendo -

en cuenta [4.50] se obtiene
a* = a(1-e PO ek # [4.53]

y por tanto la velocidad especifica de cregimiento me -

dia'durante e1 periodo de oscuridad vendra dada pdr

1 Y4
s )
d o
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k a
B e (]

k* t4

—

"”d "'»e,”ﬁlo')(l"'

[4.54]

10
ekt

Considerando conJuntamente los dos -
perlOdOS 1a velocidad especiflca media de creC1m1ento -

del cultivo sometido a iluminacién intermitente seré

ke te emg Ty

i= | [4.55]
tf + td ,
es decir
t 1 ’
ka(1-e Ploy ,f [1+-—-—--(1-e_ktd)
| fet Ty Kty [4.56

La ecuacién [4.56] se ha comparado -
con los resultados experimentales de Phillips y Myers -
(1954b)y con 1a descripecibn cualitativa de Kok (1953) -
sobre la influencia de los pardmetros de 1a iluminacién

intermitente:I o't Aunque reproduce bién las varia -

£’ d'
ciones de @ con estos parametros,conduce siempre a VQ
lores de fi superiores a los encontrados experimental -

mente,

Sin embargo,si en la ecuacién [4 56]
se utiliza en 1ugar de I la intensidad media de ilumi-

nacién dada por
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la concordancia es total.

_ En efecto por ajuste por ‘regresién -
no lineal de los datos de iluminacién de Phillips y col
(1954b)1nd1cados en la figura 4.19 a la ecuacién [4 51]
se obtiene

k a 0,0865 n~t

il

0,00038 1ux *

Y
#

que sustituidos en la ecuacién [4.56] modificada en 1la

forma indicada

L 4 . 1 .
fi=0,0865(1-e70700038my £ [1+ (1-e7< 1)
fet ta - X't [4.58]
que puede ponerse en la forma
— 1 ,
[ — L — -1]t£ = —(1-e7¥"tq)
0,0865(1-70r00038Imy £ k [4.59]
' - tfq- td

A partir de los datos de estos auto-

res se han calculado los valores del primer miembro de
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la ecuacién anterior y se han ajustado por regresién no
lineal a la misma.La primera prueba de la validez de es
te tratamiento seria que los valores de k’obtenidos del
coeficiente.que multiplica al tiempo de oscuridad en la
exponencial y del coeficiente que multiplica al parénte

sis del segundo miembro deberian coincidir.

Es decir,la ecuacién [4.59] puede eg

cribirse en la forma
- -Btg
(@ 1L terty) = A(1-e779) | - [4.e9]

y los valores obtenidos por regresién no lineal de los
_datos de Phillips y col. para las constantes A y B son
l .

A= — =0,359,10"
ko

4 o k’= 27858 1L

B =k’ = 27847 p~t

que coinciden muy aceptablemente.
La segunda prueba,naturalmente rela-
cionada con la anterior,seria qﬁe utilizando el valor -
de k’obtenido anteriormente la ecuacién [4.58] reprodu-—
jese aceptablemente los datos eXPerimentales de estos g-’

utores.Como efectivamente ocurre,ver tabla[4.64}

Una tercera comprobacidén de la ecua-
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ZABLA 4.64

Resultados de Myers y Phillips (1954)

ty .10%n te .10%n I s lux /iexp,hfl | ucal,ht
_ E: , e _
1,6700 . 0,1850 5624 0,0225 0,0222
0,7390 0,1850 11687 0,0500 0,0461
0,2780 0,1850 24892 0,0838 0,0707
0,8780 0,0464 2723 0,0208 0,0226
0,4176 0,0464 5704 0,0492 0,0484
0,1860 0,0464 11841 0,0763 0,0704
0,1080 0,0464 16424 0,0879 0,0781
0,4530 0,0117 1533 0,0175 . 0,0221
0,2190 0,0117 3090 0,0346 0,0455
0,1030 0,0117" 5906 0,0638 0,0683
0,0472 0,0117 12363 0,008  0,0814
0,0278 0,0117 17461 0,0896 0,0841
0,1140 0,00278 1434 0,0263 0,0313
0,1140 0,00278 1495 0,0296 0,0322
0,0556 10,00278 2883 0,0538 0,0535
0,0250 0,00278 5955 0,0767 0,0751

0,0167 0,00278 9334 0,0817 10,0824
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cién [4.58]-consiste en analizar independientemente la -
influencia de las variables de operacién Im,tf'y ty v

compararla con la descripcién cualitativa de Kok (1953).
Esta comparacién se ha realizado de forma grafica en la
figura 4.31,que coincide totalmente con las descr1pc1o-

nes de este autor.

Sin embargo,los tres modelos indica-
dos anterlormente ignoran en su formulacién la influen-.
cia de la intensidad de 11um1nac16n incidente sobre el
contenido total de clorofila de las algas.En general,los
resultados encontrados en la blbllografla ponen de mani
:flesto que las algas reaccionan ante la disminucién de‘
 1a intensidad de iluminacién sintetizando mas clorofila
;aunque no es bién conocido el mecanismo bioquimicolpor
el cual se produce esta respuesta a una alteracién del

medio.

Aunque como se ha indicado en la in-
troduccién de esta memoria las algas de cultivos densos
enVCrecimiento'1ineal,1imitado por la luz,son ricas en
.-clorofila,se dispone de pocos datos cuantitativos sobre
-1a relacibn entre el contenido en clorofila y la inten-
sidad de iluminacién y ademas suelen presentar gran dig
'per31én dadas las dificultades existentes en la medida

_experimental del contenido en cloroflla.

No obstante,la adaptacién del conte-



80 |
of ’ lo =50000 lux

- ts 20.185:1074h

tq

e
60— b=50000 lux

| 14=0.739-10~%h
ty ¥ -
t

, —0
li = [1;20,185104n
t420.73910~*h

I 1074, lux

FIG 4.31
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nido en clorofila a los cambios de 1la intensgidad de ilu
minaci6én debe ser un proceso mucho mas lento que la pro
pPia fotosintesis como ponen de manifiesto 1os resulta——
dos de algunos investigadores Nielsen y ¢01,(1962),8im-
mer (1969).Por tanto cuando se emplea 1luz intermitente

‘con pequefios tiempos de flash o cultivos densos agita -
dos el contenido en clorofila de las células debe ser —
funcién de la intensidad media de iluminaciébn a la‘que

estén expuestas y no de 1los valores instantaneos.Este -
razonamiento podria explicar en parte la neceéidadfde -
introducir Im en la ecuaciébn [4.58] para justificar los

resultados de Phillips y col.(1954b).

Otro problema que se presenta en 1a¥
'interpretaciOn de los resultados de esta investigacién
es la justificacién de la existencia de la zona exponen
cial de crecimiento en los experimentos realizados a pPe
quefias intensidades de iluminacién incidente.Si la velo
cidad especifica de crecimiento parece -ser una fuhcién—'
exponencial de la intensidad media de iluminacién es di
ficil explicar como se mantiene constante: para variacio
‘hes tan apreciables de Im como las que se observan por
ejemplo,en la tabla 4.34 para los experimentds cingti -
cos de 302C, |

Con objeto de explicar este fenbdmeno
se realizaron dos experimentos cinéticos més E y F cu -

yos resultados se indican en las tablas 4.65 a 4.70.
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TABLA 4,65
Experimento E Cinética del crecimiento
0,00 - 0,0086 0,0086 0,0086
9,00 0,0110 0,0110 0,0110
24,00 -—= 0,0245 0,0245
28,00 - e - o 0,0306
33,00 - - | e = - 0,0367 .

48,00 - - - R . 0,0710




TABLA 4.66

Experimento. B

Intensidad media de iluminacién, lux

vaso 1 1 1 T | , ;1;' . . .';‘

® 459 454 439 438 486 455
R, (9m) - 402 395 381 374 410 394
R 453 446 . 435 433 493 451
R, (24h) 355 349 339 338 . 379 352
478 470 455 4531 510 473
R, (48n) 252 248 : \'238> o . -723y‘  "_‘ - 264 248

bl
Q W w o> >

gle
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TABLA 4.67

Experimento F Cinética del crecimiento
LR NLIAN. T AN 76 10
0,00 0,0086 0,0086 0,0086 0,0086

8,75  0,0122 0,0122 0,0122 0,0122
23,75 0,0196 0,0196  0,0196 0,0196
27,75 0,0214 0,0239 0,0233 0,0229
32,75 0,0245 0,0276 - 0,0257 0,0259
46,75 0,0355 0,0416  0,0374 0,0382
50,75 0,0441 ~ 0,0551 . 0,0490 0,0494
54,08 0,0502 0,0649 0,0576 0,0576
57,08 0,0582 0,0747 0,0661 0,0663
70,75 0,1151 0,1470 0,1274 0,1298
74,75 0,1421 0,1960 0,1592 0,1658
78,25 0,1764 0,2254 0,1960 0,1993

81,25 0,1960 - 0,2548 0,2156 - 0,2221



_TABLA 4.68

Ex;aerimento- F

Intensidad media de iluminacién , lux

Vaso _ I, I I I, RS S o I

267 263 252 251 280 263
308 304 296 290 319 304
- 297 292 284 278 S 311 293

HoR W
Q w »

_{ ,I-n)m =287

GLe



Vaso

oW 1
QO w o

705
830

802

Intensidad media de iluminacién , lux

696

- 816

786

TABLA 4.69

Experimento F

683
804
774

I ( 153)»;;1 =778

686
800
771

774
907

883

706
800

9le



TABLA 4.70

Experimento F

Intensidad media de iluminacién , lux

Vaso I I I I Te . .1

w
b

1052 1048 1035 1044 1203 1066
1205 1223 . 1212 - 1216 1389 1233
1192 1179 1169 1183 1339 1203

Lol

Q o

LL32



278

En el experimento E,realizado con I
~ 460 1lux, se 1nterrumpia el crecimiento durante la fase
exXponencial a las 9,24 vy 48 h respectivamente para medir
directamente las distribuciones de intensidad de ilumi-
nacién,por el método ya indicado en la parte 3 de esta
memoria.La finalidad de este experimento era confirmar-—
los valores limites de I para la zona exponencial que-
se indican en la tabla 4 34,ya que estos valores habian
sido calculados utilizando la ecuacién [4.9] que fué ob
tenida a partir de medidas de intensidad de iluminacién
eén cultivos preparados por dilucién de una suspensién -

de células en el periodo lineal de crecimiento.

Los resultados obtenidos en este ex~—
perimehto Se representan en 1al£igura 4.32,que confirma
10 ya indicado a partir de la tabla 4,34,es decir,que -
la variacién de la intensidad media de iluminacién du -
rante la zona exponencial de crecimiento es muy aprecia
ble.

En el experimento'F se cambia brusca
mente la intensidad de iluminacién incidente durante 1la
zona exponenc1a1 de crecimiento de 290 a 780 y a 1170 -
lux respectivamente.Los resultados de este experlmento-
se han representado en 1la figura 4.33 en 1la que se obser
va que la velocidad especifica de crecimiento cambia al
hacerlo la intensidad de 11um1nac1én incidente.E1l pri -

mer salto se observa Claramente,no tanto el segundo pe-



Wclg/y'_,

-~ 352 lux -

' f**f“““:248 lux

t,h

20

Fig 4.32



t,h
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ro debe tenerse en cuenta que 1os valores de la 1nten31

dad 1nc1dente son ya del orden de I .

Estos resultados no son consistentes
con la explicacién de Tamiya de la zona exponencial de- -
crecimiento que se observa generalmente en los cultivos

discontinuos a pequefias intensidades de iluminacién,me-
‘,nores que Is.Segan este autor la zona exponencial es de

bida a que en esa regibn las sombras maGtuas entre 1las -

células son despreciables y la intensida& de iluminacién

puede considerarse constante.

En nuestra opinién la existencia de
esta zona a valores de I < I es debida a 1la respuesta
de 1as células a una dlsmlnuC16n lenta de la intensidad
de 11um1nac16n sintetizando méds clorofila,sin embargo -
esta respuesta no puede darse ante un cambio brusco co-

mo. se observa en el experimento F.

En efecto,las medidas del contenido-
en cloroflla realizadas en muchos de los experlmentos -
cinéticos ya comentados,aunque con una gran dispersioén,
pdnen de manifiesto que el contenido en clorofila de -
las éélulas expresado en mg por g de peso seco aumenta-
durante la fase exponencial de crecimiento para permane
cer posteriormente practicamente constante,como se Ob‘—
serva en la tabla 4.71 en la que se indican los resulta

dos obtenidos para la zona exponencial de 1los experimen
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_TABLA 4.71

Contenido en clorofila
Experimento C -~ 1 ' Experimento B - 5

t,h  CHL,mg/g L. b CHL ,mg/g

0,0 . 40,1 0,0 27,1
24,0 | 66,6 24,0 33,3
49,5 | 77,8 48,0 43,1
72,0 - 73,9 . 72,0 o . 63,6
9,0 . 1050 B M
7,0 96,1
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tos C - 1 yB=~5 a titulo de ejemplo.

Estbs resultados son canistenteé.con
los de Myers y Graham (1959) que encueﬁtrgn que el conte
nido en qiorofila es de menera aproximada inversamente-
proporCionai a la intensidad de iluminacion y.con los de
Nielsen y Jbrgensen‘(1968)'ya comentados én la introdu~--

ccién de esta memoria,






5. CONCLUSIONES
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Como resultado de la presente investi-

gacién se han llegado a las siguientes conclusiones:

1.~

La atenuacidén de la intensidad de iluminacién,proce--
dente de las lamparas fluorescentes PLANT-GRO,a tra—-
vés del medio de cultivo se ajusta a la 1ey de Beer -
en funcién de la concentraciébn celular.El coeficiente
de extincién ha resultado ser 2,42 1/g cm,que coinci
de aceptablemente con los valores obtenidos a partir-
del espectro de emisién de las l&mparas empleadas y -
los valores monocrométicos de este coeficiénte deter-

minados por Myers (1953) vy Tamiya (1953b).

Se ha determinado experimentalmente la distribuciébn -
espacial de intensidades de iluminacién en los vasos-
de cultivo utilizados,a varias intensidades de ilumi-
nacién'incidentes y varias concentraciones de biomasa.
A partir de estas distribuciones espaciales se ha cal
culado la intensidad media de iluminacién en cada ca-
so,encontrandose que se ajustan aceptablemente a la e

cuacion,

I

(o] -aC )

(1-c¢e
ac

deducida por aplicacién de la ley de Beer a una céma-

ra de cultivo de sezcién rectangular iluminada por u-

na de sus caras.
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En la ecuacién anterior a represehta -
el producto del coeficiente de extincidén POr una lon-
gifud caracteristica de la geometria del vaso de cul-
tivo y del sistema de iluminacién.En nuestro caso,va-
sos de cultivo c111ndrlcos (didmetro interior 7,5 cm)
iluminados por un 1ado en direccién normal a su eje ,
el valor de a ha resultado ser de 14,7 1/ g,que tenien
do en cuenta el coeficiente de extincién indicado en-
la conclusién anterior,d4d para la longitud caracteris

tica el valor de 6 cm.

3.- Experimentos realizados variando la velocidad de agi-
tacién del medio de cultivo han puesto de manifiesto-
que,en los intervalos utilizados en esta investiga —
¢ibn,la mezcla pbede considerarse perfecta y la velo-
c1dad egspecifica ce crecimiento es funciédn de la in—-

tensidad media de iluminacién
" o= opu (Im)
y no de su distribucibn espacial.

A la misma conclusibn se llega conside
rando los resultado: indicados en la bibliografia pa-
ra iluminacién intermitente,cuando los tiempos de -
flash son muy pequefios,del orden de 1 ms.La ecuacién-
anterior implica,peniendo en cuenta el fenbmeno de la

saturacién de luz,que la turbulencia o la intermiten-
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cia (en este sentido ambas son equivalentes) permite-

un mayor aprovechamiento de la energia luminosa,cuan-

-do la intensidad de iluminacién incidente es superior

a la intensidad de saturacién.

El estudio experimental de la influencia de la inten-
sidad de iluminacién,en el intervalo de 250 a 2500 -
lux, sobre la cinética de crecimiento de Chlorella Py
renoidosa a 309C,partiendo -de concentraciones inicia

les de biomasa menores de 0,01 g/ 1 (inéculo),pone -

‘de manifiesto que en todos los casos se observa una-

primera zona de crecimiento exponencial seguida de o

~tra de crecimiento lineal cuando la velocidad de a—-

porte de energia radiante pasa a controlar la veloci

~dad del proceso.

La velocidad especifica de crecimiento, u ,durante la-

zona exponencial parece variar linealmente con la in-

' tensidad incidente,Io,hasta aproximadamente unos 1000

lux,para a continuacién observarse un efecto de satu-

racién,

.

Para relacionar estas dos magnitudes -

' se han ensayado las tres ecuaciones recogidas por Oor

schot (1955) y la propuesta por Steele (1977),encon—-
trandose que tanto nuestros resultados comollos'de -
Myers y co0l.(1946 y 1954),obtenidos en cultivo conti-

nio, se ajustan mejor a la ecuacidén exponencial
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I
b (1-e T5)

®
i

En esta 1nvest1gac1én 1os Valores de -

 105 parametros encontrados son

= 0,099 pmt I = 926 1ux

para la temperatura de 30°C,

La vel@cidad de crecimiento,p,durante la zona lineal-
varia lineaimente con la intensidad de iluminacién;cg
mo era'de €sperar ya que en esta zona la velocidad de
crec1m1ento esté controlada por la velocidad de apor-
te de la energla luminosa y practicamente toda la ra-
d1ac19n incidente es absorbida en 1o0s vasos de culti-
vo.La relacibén encontrada a 30°C es

p = 8,45.107° I, g/ 1 h

con I expresada en lux
o]

- Bl estudio experimental de 1la influencia de 1la tempe-

ratura en el intervalo de 25 a 352C »pone de man1f1es-
to que los Valores de Fn ¥V de p pasan por un maximo -
alrededor de 30¢C y dlsmlnuyen tanto al aumentar como

al disminuir 1la temperatura.



291

No obstante,a las temperaturas de 25 y
352C,1a velocidad especifica de crecimiento correspon
diente a la zona exponencial sigue ajusténdose a la -
funciébn de 1la intensidad de iluminacién ya indicada -
en la conclusién 5,y la velocidad de crecimiento en -

la zona lineal sigue siendo proporcional a IO.

A la temperatura de 182C,la velocidad especifica de -
crecimiento correspondienté a la zona exponencial pa-
sa por un m&x1mo al aumentar la intensidad de 11um1na
cién. Este comportamiento ha sido ya observado por Ta-
miya y col.(1953b) a 72C y por Sorokin y Krauss (1962)
a 20eC,

En general,para este alga y temperatu-
ras syperiores a 259C el valor de pm'se mantiene prac
ticamente constante desde IS hasta intensidades de i-
luminacién préximas a la de la:luz del sol sobre la -

superficie de la tierra.

Sobre la base del mecanismo simplificado propuesto por

Lumry y Rieske (1959),se ha desarrollado un modelo pa.

ra explicar la ecuacién exponencial que relaciona la-

velocidad especifica de crecimiento con la intensidad

de iluminacién.

La aplicacit6n de este modelo a los re-

sultados de iluminacién intermitente de Phillips y
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Myers‘(l954b),suponiendo una concentracion de pigmen-
tos fotosintéticos activados,funcién de 1a intensidad
media de iluminacién durante los periodos de flash y-
una disminucién de la concentracién de éstos con una-
cinética de primer orden durante los periodos de oscu
ridad,ajusta aceptablemente los datos cuantitativos -
de estos autores y explica la influencia de los para-
metros de la iluminacién intermitente descrita por -
Kok (1953).

10.~Los resultados obtenidos en esta investigacién ponen-
de manifiesto que para intensidades de iluminacién in
cidentes inferiores a Is se observa la existencia de-
una zona exponencial de crecimiento relativamente am-
Plia,a pesar de que la intensidad media de iluminacién
cambia apreciablemente a 1o largo de la misma.Las me-
didas del contenido en clorofila por unidad de peso -
Seco,y los resultados obtenidos en experimentos en -
1os que se provocan cambios bruscos de la intengidad-
media de iluminacién durante la zona exponencial,indi
can que las células son capaces de adaptar,en cierto-
grado, su contenido en clorofila a las variaciones len
tas de la intensidad de iluminacién,

Es decir,en los casos comentados en es
ta conclusién la existencia de la zona exponencial pa
rece ser debida a una compensacién de dos efectog: =
disminucién de Im y aumgnto del ntmero de pigmentos =
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- fotoslntétlcos per celula aptos para absorber energia

radiante.”v'
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-concentracién de pigmentos FPotosintéticos,mg/g

concentracién de pigmentos fotosintéticos no ac-
tivados,mg/g ,
concentracién de pigmentos fotosintéticos activa
dos,mg/g |
area.interfacial,cm2 |
&drea asignada a cada fot_oqélula,cm2 '
area'de la seccidbn del vaso de cgltivo,ch
molécula de pigmento fotosintético no activado
molécula de pigmento fotgsintético activado
concentracién de biomasa,g/1 ‘
concentracién de biomasa en el vaso A,g/1

concentracién de biomasa en el vaso B,g/1

concentracién de biomasa en el vaso c,gq/1

concentracién de biomasa media de 10s tres vasos
»g/1 |

concentracién de biomasa a t=0,g/1

concentracién de biomasa correspondiente al paso
de la zona exponencial a lineal,g/1
concentracién de clorofila a,g/1

concentracién de clorofila b,g/1

sdlubilidad del CO2 en;el medio de cultivo,mol-g/1
contenido en clorofilg,g/l,mg/g'
velocidad de dilucién,h”
difusividad del COQ,cmg/s
densidad éptica ‘
caudal aiimentacién de medio de cultivo fresco,1/h

acelerac: %n de la gravedad,cm/s”
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Ah - diferencia de altura manométrica,mm

N intensidad de iluminacién minima correspondiente
al metabolismo basal,lux _

Ia ~- intensidad de iluminacién transmitida,lux

I - intensidades medias por secciones,lux

Ii —’intensidades puntuales, lux ,

Im - intensidad de iluminacién media,lux

IO ~ intensidad de iluminacién incidente con el medio

, de cultivo sin células,lux ,

I(x) - intensidad de iluminacién existente a una distan
cia x a partir de la superficie por la que entra
la luz,lux

(I) - intensidad de iluminacién media de las incidentes
én los tres vasos,lux

(1), - intensidad media de iluminacién correspondiente
2 una concentracién de biomasa co,lux

(I ). = intensidad media de iluminacién correspondiente
& una concentracién de biomasa cx,lux

- coeficiente de extincién de 1las células,l/g cm

i ~ coeficiente de transferencia de materia,cm/s
" = coeficiente de extincién del liqu%do de cultivo,
| 1/g cm |
L —- espesor total de la cémara,cm .
N002 - veldcidad de transferéncia del Qog,mol-g/h

- velocidad de crecimiento lineal,g/1 h
caudal volumétrico de la fase gaseosa,cc/min
- vaso de cultivo A

- vaso de cultivo B

iR B B v |
w .
i
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‘R - vaso de cultivo C
t - tiempo,h
tf' - tiempo de flash,h
td ~ tiempo de oscuridad,h
\' - voltaje de las lamparas,vVv ‘
Vc ~ volumen del medio de cultivo,1l
Letras griegas
a - pendiente en el origen de las curvas de irradiacién
,(lux h)™% |
- producto k_L,1/g
- longitud de onda,K,nm '
u - velocidad especifica de crecimiento,h ‘
up, - velocidad especifica de crecimiento maxima,h_l
w - velocidad especifica de crecimiento media,h-l

#(I) - velocidad especifica de crecimiento,correspondien—
te a la intensidad de iluminacién I,h"1 .
. . . s . . 2
v - viscosidad cinemAtica del medio de cultivo,cm™/s

Q - resistencia fotocélulas,ohms
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