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CACERES Tesis

INTRODUCCION.

’, .
En la mayoria de las areas de la acvacultura el factor

5 . . . , —~
limitante y el problema mas wurgente a resalver, es la Ffuente

constante deralihentn vivae, esencial para la mayoria de los
estadios larvales de moluscos, crustaceos y peces cultivables
(Droop ,1975) Este alimento se obtiene de cultives de micrnaigas
zunplé%cton en general.

Para el caso del Fitupla%ctun las técnicas més usadas e
encuentran descritas en los trabajos de Guillard (1972) y Stein
RT3 4 sbn métndus de. cultive discontinuos conocidos ©como
cultivos - de tina. El mantenimiento de Jstns, trae consigo toda
una serie de problemas tecnicos, los cuwales se han tratado de
evitar sustituyendo el alimento wvive por dietas iiquidas
microencapsuladas (Meyers et al. 1271;  Jones et al. 19745
Gahbott et al. 1975,y Gatesoupe y Luquet,1777 ) o por algas que,
después_de ser cultivadas en sistemas discontinues, sean sometidas
a algdn tratamiento que permita almacenarlas por tiempo indefinido
(Holm—Hansen ,1%73, Borgeloos, 1974, u Flassch g$ al. 189750 < E]
problema real que es la demanda de wuwna fuente constante de
arganismes vivos disponibles para ser usados como alimento no se

4 - .
resuelve con las tecnicas antes citadas,

/ ’ 7 s
Una solucion a este problema. esta en el sentido de la

] ’
avtamatizacion y optimizacion de los sistemas para convertirios:

————— e | ek e . i e e il e i —
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de cultivos discontinuos a cultivos continuos (Dunstand i

Menzel 1971 Retovsky,K 19&é6,y Droop,1975 ).

Se han publicado numerosos trabajos sobre la automatizaciaon
de los cultivos en forma continua a partir de la tercera decada de
este siglo, sin embargo, la teorfa basica fue desarrollada poi
Monaod en 1950, para su uso en microbiologia, en el cultive de
bacterias, Su aplicacion a los cultivos continues para alaas

unicelulares estapadn perfeccionandose (Droop 1975).

Se puede resumir la deFinicin; de cultivo continuo como, un
sistema de flujo, donde celulas individuales estan suspendidas en
un vulumgn canstante, manteniendo a la poblacién en el estadio de
equilibrio. Esto permite rTecuperar un volumen equivalente del
cultivo por cada adicién de medio nutritivo, de tal forma que la
velocidad con la cual el cultivo crece debe de ser igual a la

velocidad con que es lavado (Herbert ,b 1944)

Las ventajas de los cultives continuvas 50N discutidas
ampliamente por Herbert (19%4), Kubitschek (1970) y Droop (1975,
de dohde quizés el punto gque merece més atencién 85 que la
concentracion de celulas en un  cultivo continuo se mantlane

independiente de la velocidad de crecimiento, con el consiguiente

ahorro de espacio y tiempo requeridos en su mantenimiento

Entre las microalgas cultivadas para su wuso en acuacuitura
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una de las mas importantes es Monochrysis lutheri. Esta crisofiva

se cultiva actvalmente en la Unidad de Ciencias Harinas en
sistemas discontinuos, para alimentar larvas y adultos de
moluscos. En adicion su biologia ampliamente descrita por Uroop
(1998, 1964, 1968, y 1970) la convierten en un organismo adecuado

para realizar pruebas sobre cultivos continuos.

El objetivo del presente +%rabajo, es presentar una nueva

tecnica de cultivo continuo que permita trabajar bajyo condiciaones
’ ‘ 3 ’

rudimentarias. Para hacer esto posible se diseno wuwn aparato de

cultive continuo que puede ser construido en cualquier parte de

nuestro pafs . Las caracteristicas de este obligaran a
. g . . ! .

desarrollar un nuevo modelo teorico de prediccion para  la

produccion de M. lutheri que puede aplicarse bajo eshas

condiciones.

ANTECEDENTES TEORICOS5 S0BRE LOS CULTIVOS CONTINUOS,

Para los cultivos continuos se requiere de un recipiente de

fluyo, que es esencialmente un vaso de volumen constante con una
2

entrada y salida a traves de las cvales cirvrcula un flujo medio.

que puede tener una velocidad controlada (Droop, 1975).
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¢
Consideremos un recipiente de volumen V., con una velocidad de

flujo constante £, cuyo contenido se encuentra perfectamente.

mezclado mediante algun mecanismo interno del propio recipiente, y
x(t) el . numero de particulas en suspensién dentro del recipiente
existentes al tiempo £ . En un intervalo de tiempo (&, t+h) un
cierte numero de estas habran abandonado el recipiente con una
velocidad #/V, llamada velocidad de lavado o dilucion. Por otro
ladoe si suponemos que el patrﬁn de crecimiento que siguen las
particulas en suspensi&n es de tipo exponencial con una velocidad
de crecimiento ., la velocidad .instanténea de crecimiento del
numero de particulas dentro del recipiente, por part{cy}a (per

capital), toma la forma:

— ey

1/X. dX/dt = (velocidad de crecimiento)-(velocidad de lavado)

es decir,

[
a4
o hien
ax _mX _ DX (l)

4
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donde D = #/V ‘ ;

i p = D entonces el cambio de partfculas por unidad de
tiempo es cero. Cuando p= D el sistema se encuentra en equilibhrio
(Monod , 1950). Para determinar como se logra este estado es
necesario tener en cuenta la cantidad de nutrientes que entran al

sistema y su efecto sobre la velocidad de crecimiento.

Monod (1950) mostro que la reiacidﬁ entre la velocidad de
crecimiento por particula y la concentracion del sustratpresencial
(8): sigue la misma relacion que la descrita por Michaelis—Menten
para la actividad enzimatica. De esta forma la velocidad de
crecimiento d9pender§ de la concentracion del sustrato (S) cuando
este se encuentra por debajo del valor de saturacion, de acuerdo

: p , 7
con la siguiente expresion:

poa AT [Kfcs] (2)

7/
en donde:
q LI 5
pm = contante correspondiente al valor maximo de p a niveles de la
X . 3 '
concentracion del sustrato mas altos que Ks,

./ . . .1
Ks = constante de saturacion numericamente igual a la concentracion
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del sustrato que corrvesponde a p = 1/2 pm.

De la ecuvacion (2) puede verse que hay varios valores
posibles ‘para (Osp‘pm)a dependiendo del wvalor de la
concentracion del sustrato (8) el cual puvede escogerse de la
manera apropiada para que se ajuste a los requerimientos
experimentales. EIl hecho es que para cada valor posible de S
(consecuentemente de p) se tendra wun crecimiento exponencial.
Desde el punto de vista de Monod (1950) éste es el efecto de mayos

importancia en los cultivos continuos.

. . . . ’
La variacion instantdnea del material celular dependerd de la
. . . - L4
variacion instantanea de la concentracion S del sustrato. (S

forma de dependencia es una proporcionalidad, o sea:

. . : 4 g L : Lo,

variacion instantanea variacion instantanea
o« i

del material celular de la concentracion

del sustrato

es decir, .d.x....yﬂ.s. (3)
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donde a la constante de proporcionalidad se le conoce como
- . R 2 ’ /.
constante de produccion gque significa el numero de celulas

formadas por unidad de sustrato.

Para los sistemas de cultivo continueo se asume que todos los
sustratos en la entrada se encuentran en exceso y solamente hay
que considerar uno solo que se encuentre en una concentracion G
conocida que sera nuestro sustrato limitante. Tambien se debe
asumir que todos los factores Fisiqms son adecuados Yy no poern

convertirse en limitantes (Herbert et al. 1796).

La velocidad de dilucion tiene un efecto sobre Ta
concentracion de 8§, de tal forma que si Sr es la concentracion del
sustrato en la entrada y & la concentracion del sustrato no usada
que queda en el aparato: la velocidad de cambio del sustrato se

obtiene como:

Cambio de § = Entrada - Salida — Conc. usada en el

Crecimiento

X
9S . psr — DS — MG (4)
t Y
Con las ecuaciones 1,2 y 4 podemos obtener, sustituyendo (2 en

(1), el cambio instantaneo de organismos en el instante &
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L4
Sustituyendo (2) en la ecuacion (%) obtenemos que el cambia

. ]
instantaneo del sustrato es:

(=8

-%- D(sr-s) —Am-)Y‘— K:.s (6)

Estas ecuaciones son fundamentales para el cultive continuo
(Herbert et al. 19541} . De la ecuacion (2) se puede obtener el

valor de 8, obteniendose:

ks Py (7)

- . . M / i .
Ahora en del caso de equilibrio, de l& ecuvacion (1) pusde

verse que Véste corresponde  a cuando p = D, entonces S toma la
\ D
forma: S= K| —— (

Mmm=D 8)
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De la ecuacion (3) puede verse que cuando la poblacian se
encuentra en estadio de equilibrio (dX/dt = 0) tambhien debe
suceder que dS8/dt = 0 ya que Y es distinta de cero. Esto, en la

ecuacion (4) significa que:

X= Y[Sr-$) (9)

sustituyendo (8) en (9) tendremos:

xe ¥|sr-kel =B ) | (10)

De estas ecuaciones las concentraciones de X y S5 pueden ser
predecidas para cvalquier wvalor de D y 8r siempre y cuando

contemos con los valores de Y, Ks y pm (Monod, 1950).

Con la ecuacion 2 podemos obtener la velocidad de dilucion
critica (Dc) que se alcanzara cuando tengamos el valor mas alto

posible de p que corresponde a Dczpm donde StHKs.

Sr
Ks+ Sr (II)'

Dec = am
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Con lo anterior podemos definir a la prnducci&n de un aparato de

cultivo continue como la cantidad de organismos producidos por

unidad de tiempo por unidad de wvolimen (DX), esto se obhtiene
multiplicando por D ambos lados de la ecuacion {0 asi:
DX= DY| Sr- Ks| —2
Am=-D ('2)

Asi si D se incrementa de cero a Dc ,» X decrece de YSr a cero.

Para encontrar el valor de D que hace que la cantida de
organismos producidos por unidad de tiempo por unidad de volumen
en DX, sea maxima, se usan*propias del calculo diferencial. Este
valor resulta ser: (ver apendice I para la derivacion y la

selaccion de la raiz)

K ;
Dm=pum| |- Ks-l-'Sr | (IB)

¥ lag técnicas

MATERIALES Y METODOS

Para el cultivo continuo se han desarvollado dos tipos de
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aparatos avtomaticos: Uno de ellos es un recipiente que mantiene
una densidad de cultivo constante, regulada por un fotodetector
que registra la densidad ﬁptica: cuando eésta aumenta, se diluye
el cultivo con medio nutritive (Turbidostato) El otro tipo de
aparato, controla la densidad con la velocidad de lavado con medio

nutritive (Quemostato).

En la literatura se degcrisén muchos aparatos con las
caracteristicas anteriores (Droop , 194&6; Carpenter,i?bai Taub et
al. 1968/ Dunstan y Menzel , 19717 Paasche ,1973; Ukeles , 1973,
Sorgeloos et al. 1974/ y Canzonier y Brunetti , 1975) sin embargo,
no dejan de ser costosos Yy complicados por requerir sistemas
complementarios muy especializados que convierten al sistema en
poco usval, a pesar de sus ventajas en el ahorro d; tiempo para su
mantenimiento y disponibilidad constante del organismo cultivado.

Para este trabajo se eligid usar un quemostato por ser el aparato

!’ . - - .
mas sencillo de simplificar.

1.- El Quemostato:

El disefio del quemostato para el cuwltivo de M. lutheri
(Fig. 1) se basa en los trabajos y recomendaciones de Droap (196&).

Elsworth (196%9), Persoone y Sorgeloos (1975), Ukeles (1973).
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Canzonier y Brunetti (1975) y Sorgeloos et al. (1976) y consta de

tres partes:

- ! - )
a.— Camara de Cultive;

La primera camara es la de cultive (3). Es un tubo de
plastico, de acuverdo con Fersoone y Sorgeloos (1975), de uvna
longitud de 50 cm, , tapado en sus extremos con placas de acrilico
que descansan sobre anillos de FVC de 15 cm, de diametro. Este
recipiente se encuentra a 10 cm. de distancia de wuna lémpard
(Sylvania de 132 cm. de longitud, tipe luz fria) que se mantiene

encendida todo el tiempo.

La camara de cultive (3) cuenta con cuatro salidas: doe
superiores y dos inferiores, de estas Ultimas, una de ellas es la
entrada de aire que mantiene el cultivo hamugénen. no sin  antes
ser Ffiltrade a traves de carbon activado y algodﬁn contenidos en
un tubo de vidrio pyrex de 30 cm.de largo y & cm, de diametro. que
se mantiene ugecn con una resistencia de 7.9 v,, enredada en este
(A) Elsworth (196%9), La segunda es la linea del sifon de nivel
constante {al, que mantiene un volumen definido en dichuo
recipiente. [as superiores son la entrada de medio de cultive y al
escape de aire, que se conecta a un tubo de ensayo que contiene
agua - destilada a fin de evitar la entrada de aire en casoeo de

accidente (vélvula; 1.
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b.- Recipiente del Medio de Cultivo:

'] . . . . + i
La segunda camara gque contiene el medio de cultivo (1), tienc
5 ¢ " . . = :
las mismas caracteristicas que la primera aunque con una longibud

de 150 cm

El recipiente (1) se llena con medio de cultive usando la
entrada (b) a la cual se adapta un embudo de nalgeno de i0 cm.de
diametra. Por la parte inferior se encuentra una entrada de aire
filtrado a fin de mantener el medio homogeneo (i), existe una
segunda salida que se conecta con wun filtro mecanico {J) que
consiste en un tubo de plastico de 3 cm.de diametro y 19 cm.de
longitud que contiene fibra de plésticn, de este una linea lo
conecta a la unidad de esterilizacidn de rayens wltravioleta
(UV) bactericida (B} montada sobre tuberia de PV(C, de esta parte
una linea (c¢) que se conecta directamente con el recipiente (2) a
la cwal se wune una entrada de aire filtrado (d), creando una
corriente de aire-agua que llena el recipiente (2), el exceso de
agua se drena por (e), regresando al recipiente (1), donde el aive
escapa por la salida superior (f) que cuenta con una valvuia
similar a la anterior. En la linea de aire se encuentra una
valvula horizontal (h) a fin de evitar la entrada de agua en el

filtro de aire en caso de accidente.
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c. = Recipiente Distribuidor:

’ < s e B ; . : =
La tercera camara es el recipiente distribuidor (2), que
una botella de svero de 150 ml. de capacidad con su respectivo

tapén de goma.

Al recipiente distribuidor, se conecta el capilanr Lo
intercambiable, que lleva el medio al recipiente de cultivo, esto
permite controlar lﬁ velocidad de lavado usando tubos capilares de
diferentes capacidades. El aparato de cultivo, cuenta ademas con
una camara de crecimiento extra, que sustituye a la orviginal &n

caso de accidente por contaminacion.

2. - Preparacion del Medio de Gultive y su Esterilizacion:

lLa esterilizacion de todos los meteriales del aparato

. s A 5 3 i i
consistio en lavados con hipoclorito de sodio, en wuna solucion al
1.5 por ciento durante 24 horas. exceptuando los tubos de

polietileno, que se encontraban estdriles de fabrica.

El medio de cultive wsado foue +£/2 de Guillard (1972,
preparadnr libre de wvitaminas: su esterilizacion fue Quimica y
consistio en la adicion de 3 ml. de hipoclorito de sodio por 1itro
de medio, dedéndolo reposar 12 horas oy después precipitar ol

hipoclorito con 1950 mg. de tiosulfateo de sodio por litro de meaic
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de cultivo (Hemerick , 1973). Después de este tratamiento se forma
un precipitado cuyo efecto sobre el crecimiento de M. lutheri no

se ha contemplado en este trabajo.

La solucion de vitaminas, se preparé de acuverdo con el medio
#/2, modificando unicamente la concentracion de vitamina B12 para
tener 10 pp g/ml de medio de cultivo, con el fin de que ésta
concentracion fuera el valor del sustrato limitante de acverdo con
Droop (1958). La solucion madre de vitaminas fue mantenida en
ampolletas selladas de 5 m1.,e5teri&izadas en auvtoclave a 3 Kg/cﬁ
y 125°C durante 10 min. previamente acidificadas (Guillatd 19722)
las cuales posteriormente fueron almacenadas en un congelador. La
esterilizacion de los recipientes y el medio de cultivo para la
reserva de M. lutheri fue similar al tratamiento de las vitaminas

aunque el tiempo de permanencia en la autoclave fue€ de 15 minutos.

Jd. - El Organismo:

Cvatro recipientes erlenmeyer de 125 ml, fueron vusados para

mantener la 6 reserva del alga M. lutheri. que fue donada por el
Dr Thomas del National Marine Fisheries Service en La Jolla,

’
Calif. Las vitaminas se afiadieron despues de que los materiales y
. - 3 " - . /
el medio de cultivo fueron esterilizados y se les permitio reposar
12 horas en wuna cagja de transferencia con luz vltravioleta

(Hamilton}1973).
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. " 4 .
La reserva de M. lutheri, fue mantenido en un cuarto con
temperatura controlada de 20% 1 °C e iluminacion constante Yy su

s . ¢ .
condicion fue monoxenica.

El inoculo de los recipientes del quemostato consistio en un
litro de cultivo de la especie con una densidad promedio de 250X15
cel. por ml. que fue traﬁsFerida vsando una corriente de aire
filtrado, para desplazar el volumen del recipiente del inocula, a

traves de una conexion con la camara de crecimiento del aparato
4, - Mediciones de Densidad de los Cultivos

La densidad del «cultivoe (X) en cel/ml. se determing por
conteos de ceélulas en un hematocitometro de 0.1 mm. de profundidad,

. . . s
con el +fin de reducir el error en el conteo :se determing el

numero de celulas para cuatro camaras y determinar su promedio.

5. - Metodo de obtencion para los valores de Dilucion, Velocidad
de Crecimiento ¢ la Produccion Maxima:

a). - Dilucion.

. . . s i *
La determinacion de los valores correspondientes de dilucion

. ’ . . ) e
s@ realizo con las mediciones del volumen recuperado cada 24 horas
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en un recipiente colector de 19 litros, definiendo las unidade-

del valor de flujo en litros
b). - Velocidad de Crecimiento.

lL.a metodologia usada para determinar el valor de la velocidad
oo 4 z . - : -
de crecimiento p fue de acuverdo con la recomendacion de Guiliard

(1973) asi la ecuacion queda como:

3.322 | log X |, M
fo-t Xi

donde:
3. 322=Ffactor que nos permite trabajar con logaritmo de base 2
tn = al tiempo de lectura correspondiente al

’ .
numero de organismos observados (Xn)

. ' . - - .
Donde los puntos del peviodo exponencial fueron seleccionados

por inspeccion de la grafica log. X contra t (Guillard, 1973)
c). - Produccidn Maxima.
lLa determinacion de la produccion maxima (DX) aiguié dos

CAMinOs. el propuesto por Droop (1966) y el desarrollade en esle

trabajo.
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Para el primer metodo Fue necesario obtener una regresidn
lineal de 1los datos graficados de densidad X contra dilucion b
La ecuacion nos describe X en funcion de D, que nos permile
obtener el producto DX que tiene un maximo cuando £(D)=0, 1

,

- o . ’ .
describe la produccion maxima para el quemostato

El segundo metodo consiste en desconocer la aparente rTelacion
lineal de X contra D y elaborar un modelo teorico que se aseme je
la ecuacion descrita por Monod (1950) coma DX o produccion. Para
esto tue necesario desarrollar uno de sus terminos con una serie
de Taylor alrededor de cero y elaborar una ecuacion que  noc
permita describir el comportamiento no lineal. La determinacion
de los coeficientes de la ecuacion nos permite obtener la solucion
del sistema DX como una aproximacio% a la ecuvacion de Monod, U
ofrece ademas la alternativa de la determinacion teorica de ia

./ o b
constante de saturacion Ks y la constante de produccion Y.

e

la ecvacion 12 puede representarse como sigue:

i BD* Bo*[ | 14
f(D)= A ———== AD- C T ( )
C

A= ¥YEp B=  YHKs Y C= B
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Desarrollande en serie da Taylor el termino (1/¢1-D/CY) alvededom

de cero tenemos que

L
'___D_ —|+~c—+-Ez+ ........ (|5)
Cc

. & =3 p i
Como CHD (ya gque si la dilucion D es mayor que la wvelacidad
! . . . . *
maxima de crecimiento entonces el cultive es lavado), entonces on
el desarrollo en serie de Taylor podemos despreciar desde log

’ - . o / .
terminos cuadraticos en adelante, quedandonos simplemente:

e D
I+C

o (16)
C
Sustituyendo esta apruximacién en la ecvacion (14), nos queda

DX~ AD - Bp®| | + -2
C Cc

2 3
DX~ Ap— BD? BD
AD R (17)



CACERES Tesis 20

dividiendo entre D;

2
X~apa-p [, D
¢ c2 (18)
Los coeficientes A y B que aparecen aqui pueden seT
determinados ajustando una curva por el meétodo de minimos

cuadrados que mejor se ajuste a los datos experimentales, pero que

sea de la forma (18) . Haciendo esto tendremos:

N 2

E(A,B)-Z Xi— {A—-B(%+%§!)} (19)

* . : ’
derivando parcialmente primero con respecto a A y despues con

respecto a B, tenemos:

_‘;%- 2|ZNI[ Xi — {A—B (%*%)H [-I]

Qr
%l
[ ]
N
|
x
T
—
>
|
(o]
ﬁ
nIU
+
o|®
o
—
| I |
r————
o'Ef
+
ol
no
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donde N es el numero de datos. igualando @ cero y reordenando:

iXI—NA+BZN:(%-i-+P;i—)=o (20)

definiendo 51,582,583 y 54 como:

. N N
S= ZXI S3=Z X1 (D_cl_+_D_2‘|2_)
il : '

N Di Di2 7 Di 012?
sz:Z(?"'c'E) s4=$:(—c—+ '_'E)

podemos escribir 20 y 21 como sigue:

SI—NA + BS2 =0

$3—AS2+ BS4 =0

reordenando nos queda el siguiente sistema de dos gcuaciones de

L
dos incognitas:

NA = BS2= §)
AS2—-BS4= §3
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cuyo determinante, det, es

. : N -S2
: 2
det 3 DI: = 82— NS4
§2 -S54

aobtenemos A y B como:

A =l S -S2(_S2 S3- 5154
Ss -S4 D1
DI
Ny -8
B = -NS3 - s25)
S2 - S3 DI
RESULTADDS

1.- El Aparato de Cultivo

Los primeros ensayos de funcionamiento para el sistema de
cultive continuo bajo condiciones rudimentarias, determinaron el
uso de un aparato de filtracion de aire (Elsworth,19269) con el fin
de eliminar esporas de Eyplotes sp. que contaminaron el sistema, y
un aparate de esterilizacion (Canonier y Brunetti,1975) para el
medio de cultivo con el fin de destruir las algas wunicelularaes

que resistieron en forma de esporas la esterilizacidn quimica.

Como las diferentes partes del sistema ya han sido descritas,

13
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basta mencionar que las wvalvulas (f) de la figura | . se
incluyeron para evitar la entrada de aire sin filtrar a Ja
camaras 1 y 3 en caso de accidente , como por ejemplo un corte on
la corriente electrica, y de esta manera evitar la contaminaciaon
del sistema. El trabajo bajo estas condiciones, muy Ffrecuentes ean
el sitio de instalacion, marco tambien la necesidad de incluvie  un
arrancador para la 1émpara de UV para encenderla despuds del

apang

En la figura 1 se puede ver la disposicion de todas las
partes del quemostato y puede localizarse la valvula hovizontal
(h) por encima del nivel del 1liquido en los recipientes, «u
localizacion es importante ya que si por alguna razon el flujo de
aire se ve interrumpido, las tuberias de este se inundan
inmediatamente corriendo el riesgo de llegar al filtro de aire (A)
ocasionando nuevamente problemas de contaminacion. et

consiguiente esta valvula impide el paso de agua al filtro. tanto

. - . " - s
por su funcionamiento como por su localizacion.

Los metales quelados en el medio de- cultivo, bloguearvon
frecuentemente al dosificador (g) colocandase por €sta causa un
filtro mecanico () que trato el medio antes de su arribo al

capilar,

El recipiente (1) del quemostato . de una longitud de (.5 .

[}

fue reforzado en su parte inferior con un doble tubo de plastico
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de 50 cm. de longitud . Esto lo causd el uso de tubo de plastico
4 .

de solo O.16 mm de grosor en comparacion con 0.2 mm. recomendados

por Persoone y Sorgeloos (19795), Sin embarge el uso de refuerzos

. .t : i ~ =
nos permitio usar recipientes de hasta 2 m.de largo.

Un punto que requirié mucha atencion fue el problema de &
homngeneizacién del cultivo, para esto se uso un difusor de aive
tubuvlar de dos secciones de % cm.de largo, como se aprecia en e
recipiente (3) de la figura 1. Con esto la sedimentacion no Ffue
apreciable sino hasta después de BO‘ dias de uso continuo. Un
problema similar surgio en la tuberia del sifon (a) al cual se
fijaron una gran cantidad de M. lutheri, porv esto, este tuvo que
ser rveemplazado cada 15 dias por otro que se encontraba dentro de

una solucion de hipoclorito de sodio al 1.9 por ciento

L4 N . . N . -
Por ultimo el sistema de cultivo ocupe un espacio de 50 cm.de
base por 2 m.de altura y para su mantenimiente e instalacion se

L
ocupo la labor de dos personas.

2. — Constante de Velocidad de Crecimiento Maxima.

Como en el periode de crecimiento  exponencial I a
concentracidn del sustrato es muy grande comparada con el valor de
Ks entonces el wvalor de la velocidad de crecimiento es pxum

(Herbert et al 1956,

1 Ko
— e
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Para determinar pm fue necesario realizar cultivos estaticos
y obtener la curva de crecimiento del organismo. Esto fue pasible
al calibrar el quemostato con un flujo nulo y drenar el liquido
hasta conservar solamente un litro  del cultivo, completando el

resto con medio nutritive (9 1.).

Siete curvas de crecimiento fueron obtenidas de esta forma |y
sus respectivos valores de p se muestran en la Tabla I. Estos
valores fueron promediadas para obtener la velocidad de

crecimiento maxima pm (0.87%) con un error estandar de 0.18 .

2. - Velocidad de Dilucion para la Maxima Produccidn

Treinta y cuvatro lecturas del numero de células en el estadio
de equilibrio y sus correspondientes valores de ailucién fueron
obtenidas del quemostato durante un periodo de 3 meses, trabajando
con diluciones entre 0. 15 y 0.70 volumenes por dia (Tabla I1). La
cuncentraci&n del sustrato en la entrada Fué de 10 ppa/ml. de

vitamina B12 correspondiente al valor de Sr.

- . 4 .
lLas lecturas. anteriores se usaron para determinar la maxima

produccion uvtilizando:

a). - Metodologia de Droop (1964).
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Asumiendo la relacion de X contra D como lineal (Fig. 2)
obtenemos la regresién de minimos cuadrados que esta representada

por la siguiente ecuacion

f(X)= —18. 14D ~16. 03

L
Construyamos ahora la funcion que nos representa la

producciﬁn del sistema, multiplicando por D ambos lados de la

. ’ £ "
ecuacion anterior

DX=f1(D)= —18. 14D" — 16. 03D

La grafica de esta funcion es una parabola y como D y DX son
ambas positivas entonces la parte de la gréFica que tiene interes'

s&@ encuentra en el primer cuvadrante.
Derivando DX, «con respecto a D @ igualando a cero
seleccionamos la D que hace que DX sea maxima, en particular esta

resulta ser:

Dm= 0. 44 vol/dia.
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by = Aproximacién a la ecvacion de Monod.

Los valores de 1los coeficientes obtenidos por el metodo

desarrollado son A=14.50 y B=7.84 que nos definen la relacion

entre la dilucion y densidad como: sgaﬂhg- o DY s A
#(D)=DX= 14.5D - 8.9D" - 10. 3D
Relacidn que nos representa una parébola no simetrica (Fig. 3),

en donde el valor de la dilucion maxima sera tal que la derivada

de DX con respecto de D sea cervo:

(D)= 14.5 - 17.8 ~30. 9D
f= 0

Dm= 0.45 wvol./dia

4, — Cumparacién de las Aproximaciones al Modelo predictorio de

Manod.

Después de calcular la dilucién maxima con los modelos de
Droop (1946) y el desarrollado en este trabajo, se calcularon la
suma de errores cuadrados para discernir entre el modelo que mas
se@ ajuste al comportamiento de los datos reales. Los resultados
son, para la recta de regresidn X contra D (Droop,1964) de 315. 84,

contra la aproximacion desarrollada, donde la suma de errores de X
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contre D es 173.73, en los intervalos, de Dz0.1 hasta O.89. La
(Tabla III) muestra los valores de la suma de errores cuadrados

para diferentes intervalos que definen una me jor aproximacian para

el modelo desarrollado e incrementa su exactitud para las
diluciones mayores, comparado con el modelo de Droop (Fig. 2 y
3.
v

9.~ Constante de Cosecha Y y Constante de'Saturaciﬁn Ks.

Los valores de los coeficientes A y B permitieron obtener los
valores de Y como 1.45 cel./ ppg.de Bi2, y Ks como 5.4 ppg de Bi2.
Los valores de Y y Ks de acuerdo con la metodologia de Droop no
fueron calculados, ya que este ensayo bioldgico no se pudo

[ 4
reproducir por la dificultad de trabajar en condiciones axenicas.

La curva de Monod (Fig. 2y 3) se obtuvo sustituyendo los

valores de Ks y Y en las ecuaciones 10 y 13.

DISCUSION
1.= El quemostato Disefado.
Las ventajas de trabajar con sistemas de cultivo para

" ’ N " ()
fitoplancton que cuenten con recipientes de un diametro menor a su
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altura han sido discutidas ampliamente por Persoone y Sorgeloos
(1975), del cual pueden resumirse los siguientes puntos:

a) Una mejor mezcla del cultivo que evita la sedimentacidn y
distribuye de mejor manera los nutrientes que entran a la camara
por unidad de tiempo.

b) El tiempo de expoﬁicién a la fuente luminosa es regular y

mayor que para los sistemas con diametros mayores.

c) Un ahorro de espacio en su instalacion en comparacio% con Los

recipientes convencionales de cultivo.

De los puntos citados, el que merece mas atencion al
construir wuna camara de cultivo es el segundo, ya que la fuente
luminosa para los cultivos de algas wunicelulares, es un factor
limitante para su crecimiento (Droop,1975). Por esta razon los
resultados para los valores de densidad en el sistema uvsado son
mayores que los reportados para los recipientes convencionales de
cultivo, este efecto no solo ocurre para M. lutheri sino tambien

para otras especies (Persoone y Sorgeloos ,1975).

En adicion a las ventajas antes mencionadas, los rvecipientes
usados para la construccion del sistema son de materiales
economicos como los tubos de polietileno y las botellas de svero
que pueden adquirirse en cualquier parte del pais (ver apendice

).

Estas caracteristicas convierten al sistema en desechabie u




CACERES Tesis

de fdcil reemplazo, efecto que reduce la labor de mantenimiento
El equipo de aereacion lo integra dnicamente una bomba de aire de
las wusadas en la acvarofilia. El dUnico aprate de dificil
adquisicidn que forma parte del sistema, es la unidad de
esterilizacion UV que puede considerarse como sofisticado, sin
embargo, la  necesidad de mantener el sistema libre de

- L A R Y
contaminacion Jjustifica su adquisicion.

2.~ Produccion del Sistema.

Los sistemas de cultivo continuo para algas wunicelulares a
gran escala, no  se encuentran descritos en 1la literatura
consultada a excepcion de los trabajos de Dunstan y Menzel (1971),
Ukeles(1973) y Droop (1975). La mayoria de los trabajos, muy bien
resumidos por Ukeles (1974), se refieren a sistgma; de pequena
escala, para estudios de nutricion y cinetica. Los trabajos con
M. lutheri estan limitédus a los descritos por Droop (1946, 1968
y 197%) . Entre éstos solamente el Ultimo habla de un sistema de

)
produccion a gran escala.

La produccion del quemostato es de 230 X 107 cel. /semana, en
un volumen de 28 1, comparado con la produccion del sistema de
Droap (1975) de 320 X 10%cel. /semana en un voldmen de 446 1. La
pruducci&n es similar aunque el valor de 230 en el sistema de

Droop coresponderia a un vollmen de 33 1.. Sin embargo el vollmen
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total y el espacio ocupado por el quemostato disefiado, abren una
' v . . & . A P

linea de investigacidn para realizar ensayos de produccion masiva.

En consecuencia, es muy grande la posibilidad de contar con un

. 4 5 -
sistema de produccion mas eficiente.

Podemos considerar un sistema de cultivo masivo basado en

unidades de crecimiento alrededor de una sola fuente luminosa y

con un solo recipiente distribuidor, el cual, en un espacio de 2 m,

puede albergar a & camaras de crecimiento de 10 1. y a un

[

recipiente ‘de reserva del medio de cultive de 250 1.. Este

sistema seria capaz de producir en condiciones de dilucion optima

alrededor de 180 1. por semana conteniendo aproximadamente 1.4 X 10

cel./semana
Lo anterior ejemplifica una posible utilizacion del
quemostato disefiado; sin embargo: necesidades particulares de

. . L4 0] . - . ’
espacio, produccion, condiciones ambientales y otras, determinaran

las modificaciones del sistema para optimizar su uso.

3.~ La precisian de los datos para el estadio de equilibrio.

E)l proceso de cultivo continuo se caracteriza por mantener a
la poblacidon cultivada en estadio de equilibrio. Es logico asumir
que manteniendo las condiciones constantes, el sistema pueda

funcionar por tiempo ilimitado. Estas condiciones comprenden los
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factores fisicos, quimicos y las caracteristicas biologicas del
. fz . = ’, o
organismo, que de ser modificadas, ocacionaran que el sistema
=
- . / . - . -
alcance wuna nueva condicion de equilibrio a no ser que el cambio

sea extremo.

Asi la discrepancia de nuestros datos experimentales, con los
predecidos por el modelo de Monod (1950) se atribuyen ala ausencia
de control de éstos factares, aunque las caracteristicas del
sistema tiendan a solucionarlas. De esta manera el e%ecto de una
buena homogeneizacion en la camara dé crecimiento es determinante
(Herbert et al. 1956) ya que si las algas unicelulares se i gan
sobre cualquier superficie del recipiente, el valor de la dilucion
critica De no puede obtenerse en forma prdctica. Entonces al
trabajar con diluciones mayores de 0. 88 vol, /dia. aomn

encontrabamos algas en el liquido colectado a la salida def

quemostato.

. - . . . . ,
Las condiciones higiénicas del laboratorio en donde G
. 4
realizo el trabajo no son las mas adecuvadas para trabajar con
. 3 . = 4 § ;oo
sistemas de cultivo en condiciones axenicas 0 monoxenicacs. La

dificultad mas grande a 1la que hubo que enfrentarse, foe 1a

contaminacion por Dunaliella 50. cultivada en el interior del
laboratorio en tanques de 100 1. al descubierto, que intevrumpld

varias veces el experimento (durante los dos primeros meses de
pruebas esto sucedia regularmente despues de 15 dias de cultivo

continuo).
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El material y el medio de cultivo, entonces, fueron tratados
con mucha precaucidn y debe de considerarse a este rengldn como el
punto débil de cualquier trabajo de cultivo continuo. El hecho de
trabajar con una camara de crecimiento de emergencia fud ia
alternativa mas prdctica que resolvid este problema, Junto con los

mecanismos de filtracion de aire y esterilizacion del medio de

cultivo.
. i . .
La contaminacion por otras especies de microalgas puede, e
dado casao, ser registrada y tratada con 1s metodologia propuesta

por Fencl (1944), lo cual permite predecir el crecimiento del
organisme contaminante en la cdmara de crecimiento, para su

aprovechamiento si las caracteristicas del trabajo lo permiten

Como el objeto del trabajo fue el realizarlo haJo condiciones
rudimentarias, el sistema se mantuvo a la temperatura ambiente 1o
cual no tuve un efecto marcado sobre los resultados obtenidos
(Tabhla I1). De ninguna manera se trata de afirmar que  la
temperatura no afecto el comportamiento del cultivo; aunque, si el
sistema se coloca en un cuvarto daonde esta se controle » los

’
resultados podrian estar mas cerca de los predecidos.

’ .
La velocidad de asimilacion del sustrato limitante vy su
. 4 . .
efecto sobre la +formacion de biomasa Y , se ha considerado
’
constante para la elaboracion de los modelos predictorios del

0 . ¢ . e
sistema; aunque esta se encuentra en relacion directa, con el
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estado Fisioldgico y la edad del organismo. Esto causa tambien
una discrepancia entre los datos obtenidos y la prediccion teorica

basada en la ecvacion 4 (figuras 2 y 3).

¥

' [
4. - Aproximacion a la ecuacion de Monod.

La analogia con el proceso quimico de la actividad enzimdtica
de Michaelis-Menten, ofrece la solucion para elaborar un modelo
predictorio aplicande los métadu; de Lineweaver y Burk, y la
representacion grafica de Eadie—-Hofstu, métodos para es#;mar la

constante de saturacion Ks (Fencl  19246).

Los métodos anteriores requieren de mediciones de La
velocidad de crecimiento correspondiente a diferentes
concentraciones del sustrato. Estos valores, para él caso de las
algas wunicelulares, solo pueden identificarse al registrar la
velocidad de crecimiento, en un cultivo estatico con sSUS
correspondientes wvalores del cambio en 1la concentracion del
sustrato. Esta nperacién requiere de wuna metodologia y equipo
capaz de detectar los cambios en la concentracion del sustrato
para cuvalquier momento. El método alternativo es entonces,
realizar cultivos estdticos con diferentes concentraciones del
sustrato en cuestidn, pero en este caso las diferencias de las
velaocidades de crecimiento no son detectadas y el efecto de la

concentracion del sustrato repercute solamente sobre la densidad
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maxima alcanzada (Droop, 1964).

A rafz de lo anterior se han desarrollado métodas indirectos
que permitan obtener los valores de Ks, U Y . El metado
desarrollado por Herbert et al. (1956) requiere de mediciones del
sustratu residual, para diferentes diluciones, lo que resultaria
sofisticado para nuestro caso. El desarrollado por Droop (1i964)
parece mas sencillo, aunque asume que la relacion de la densidad y
la dilucion es lineél, y exige ademas, que el trabajo se realice
en condicione axenicas a fin de e#eéfuar un ensayo biologico para

la determinacion del sustrato residual y Ks.

Esta circunstancia obligeo el desarrollo de una nueva

¢ ¢
aproximacion que permita, estimar en forma teorica, los valores de
Kse y Y partiendo de 1los pares de valores correspondientes de

densidad y dilucion.

El desarrollo de este modelo (ecuacion 17) permite tambien
trabajar en condiciones rudimentarias, y requiere solamente de la
determinaci&n de la velocidad de crecimento maxima. Este wvalor

—
puede obtenerse de wuna curva de crecimiento para un cultivo

[ ; i
estatico, y corresponde al puntoe de inflexion en la curva

{ .
logistica.

El modelo es simplemente una aproximacion al descrite por la

. (] o s . 5
ecuacion 14, desarrollando el wultimo termine con una serie de
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Taylor alrededor de cero. Este efecto puede verse claramente en
las Fig.2 y 3, en donde para diluciones pequefias el modelo
desarrollado es identico a la predicci&n de Monod, sin embargo el
modelo, para diluciones mayores, se comporta parabolicamente como

« #
la ecuvacion de Monod, pero se asemeja mas a los datos reales.

La aproximacin% descrita se basa en la ecuacién Z y su
discrepancia con los datos reales podria ser atribuida a la
relacion de consumo del sustrato en funcion de 1; velocidad de
crecimento, Esta ultima, como ldiJimns antes, esta sujeta a
variaciones ocasionadas por factores fisiologicos queihincluuen
desde la edad del organismo hasta su relacion con los parametros

del medio ambiente.

Por lo tanto a nuestro Juicio, 1la aproximacion a Monod, nos
permite obtener un modelo predictorio mas cerﬁanu a los datos
reales, sin asumir relaciones aparentes, en donde la exactitud de
los resultados estara en funcion directa de la precision en las

mediciones de la densidad y la dilucian,

CONCLUSIDNES.

1. -El Quemostato disehado puede construirse en cualquier parte del

. . 0 . ’
pais por su precio y su facil adquisicion.

(5]
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Tegis

&, =

. . 4 . . i 3
La aproximacion al modelo predictorio de produccion puede sev

aplicada a trabajos bajo condiciones rudimentarias.

}

3.~ El modelo desarrollado ofrece la alternativa de obtener los

.
valores de la constante de saturacion y de la constante de cosecha

i

con una exactitud en funcion directa de Ila precision de las

- . . - . 4
mediciones de densidad y dilucian.

4.~ El sistema de cultivoe continuo propuesto puede servir de

I ; L p
patron para desarrollar un sistema de produccion a escala masiva.
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TABLA I~ VALORES DE

PARA 7

DONDE

DE CRECIMIENTO

M. luther|

LAS  VELOCIDADES
CULTIVOS ESTATICOS DE
SE OBTIENE Mm=0.875

CULTIVO N2 |vel.de (_:)r‘ecirnlenlo

| 0.8401
- ]

2 I I I 4

3 I.023

4 0.579

5 1.082

6 0.703

7 0.783a8

DE

TABLA I MEDICIONES DE DENSIDAD ( X 1, DILUCION (D), ¥ TEMPERA -
TURA ( T), PARA EL OUEMOSTA_TD DISERADO , LOS VALORES

DE LA DILUCION ESTAN ORDENADOS EN ORDEN CRECi-
ENTE.

X D T°C X D T°C
14,175 164 18.0 9.44 _-_.‘3|4 19.0
12.206 200 18.0 9.315 .335 17.0
11113 214 18.5 1i.141 .340 17.0
13097 225 18.5 10.059 .383 7.8
983 4 231 18.0 9.028 .385 17.0
9.992 233 17.0 10.85 .385 17.0
.52 252 16.0 1,981 .387 17.0
11.52 4 264 18.0 8.49 .408 17.0
12.338 265 7.0 9.160 . 460 18.0
13.017 270 8.0 6.400 . 480 23.5
.19l b 16.0 7.14 520 24.0
13.748 289 18.0 3,277 .660 = T
12.88 293 18 .5 3.416 .6 80 19.0
9.045 293 16 .0 3.330 .686 20,7
11.625 301 17 .0 2.332 .70 20 .5
8.439 .305 17 .0 3.48 T 15 21 .16
9.43] 306 18 .0 3.682 .729 20 .7

41




TABLA IO SUMA DE ERRORES CUADRADOS PARA LOS MODELOS Dt

DROOP 1966 Y EL DESARROLLADO CON ESTE TRABAJO

e
Droap Modelo

Intervalo X contra D X contra D
0.1 —-0.89 315 179. 73
0.01 — .89 262 | 207.0
0.3 — .89 451 li2.s
0.4 -~ ,89 528. 9" 79.28
0.7 - ,88% 897. 986 2.34
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APENDICE I

s , & » .
Para encontrar la dilucion D tal que DX, sea maximo, se derviva la

. &#
ecvacion 12 con respecto a D y tenemos:

fi(D)= Y | Sr - Ks(zw‘"" 2’;’2‘“ i
. g

= Y| Sr-Ks(_2D#m -~ D'
(/Mm-D)E )

de ésta ecuacidn valores criticos (las D's tales que f1(D) =0)

s80N:
L 2,
1(D)=0 &= Sr(pm-D) -2KsDpm+KsD" =0

Srpmz = 28vpmD +8rD” —2KsDum +KsD =0

(8r + Ks)D —(8r + Ks)2pmD + Srpat =0

2 4SrMm?
2ﬂmt/4}1m " (Sr + Ks)
2

D=

-\

/.lm_/u / (Sr+Ks)

- / Ks
Di= Mm (I+ ﬁs—

" Ks
De= Mm |1~ /5 ike
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. . # o . r -

i la funcion £1(D)) alcanza su maxime en cuvalquiera de dsto
valores criticos, entonces debe suceder que la aegunda.derivada de
. id i "
fl evaluada en aquel valor critico que hace que £1 sea mdxima, seo

negativo, obteniendo antes la segunda derivada:

- —vo|.2DMm - D*
fi (D)= Y |Sr-Ks (/lm—D)z

D)= ke Y|Wm - D2 Mm - 2D) - (2MmD - D) 2(km - D)(-1)

(Mm - D)*
2
=~ KsY 2 __, 4Mmb-2D
(¢m-D) * (#m - D)?
= —KsY _2£|n2_.
(/le— D)3
Como Ks,Y y pam son positives, entonces ~K5Y2pnf es negativo. £
decir, para determinar el signo de la segunda derivada de f1 en

Id % - . .
cada uno de valores criticos el termino importante es:

|
(Mm - D)*

¥ 7
Evaluando ﬁi en los valores criticos.
' B

I e S
2K e - pom [ T

|
2 3
—2K5Y/um L / Ks
(/um Sr+Ks)

f?(Dd
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como puede verse Ff’(D))O y por tanto en Di.f1 no alcanza

Sy
maximo,

|
9 2 3
fi(D2)= —2 KsYMlm [ Kk
(/Um—,um+/1m Sr + Ks )

|
fi (Da) = - 2I<sY/|4‘rn2 ( /[ Ks ')3
m —————————
/u' | Sr +Ks

3 - . -
como £1° (D2)<0, en D2, #1 alcanza su maximo, cuyo valor es

2 2/ Ks 2| Ks
Ks ﬂm“aﬂmJSHKs‘“/um(SHKs

fi (D2)= Y Sr/dm = Ks

Sr+Ks |
/um / Ks__
Sr+Ks

. ! . " ‘__f & -
Por esta ,la solucion anterior se usa para la ecuvacion 13

'
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APENDICE II

. - ’ . 4 -
A continvacion se muestra una relacion general de los materiales
’ .
usados para la construccion y control del aparato de cultivo y los

lugares donde pueden obtenerse en el pafs:

Material que se encuentra en cualquier ferreteria

i.— Tuberia de PVC de diferentes diametros.

- Abrazaderas de metal de 20 cm. de diametra.
= Mangera de pla%tico transparente

= Lahparas para tubos de luz fria.
Resistencia electrica de 7.5 v.

~ Transtformador de corriente ele%trica de 110 a 7.5 v.

A
I

=~ Hipoclorito de sodio (blanqueador).

Material que puede encontrarse en cualquier tienda de acuariof{lia:

1. - Bomba de aire.

2.~ Mangeras de pldstico transparentede didmetros pequenos.
3. = Difusores de aire.
A

.= Fibra de pldstico para los filtros mecdnicos.
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5 - Carbdn activado. !

6. - Puede encontrarse la lampara germicida.

Material que puede adquirirse en cualquier casa distribuidora

deequipo para laboratorio:

1. - Microscopio.

2. — Hematocitdmetro.

3. — Vidrieria pyrex.

4. - Reactivos. )
5. — Tapones de goma.

Equipo que solo se puede aduirir en casas especializadas:

1. - Bolsas de plastico. Puede encontrarse con los fabricantes
de éstas.
2. - Lémpara germicida (UV). En las casas fabricantes de lamparas.

3.— Acrilico. Este puede sustituirse por lestico 0 madera.

Eta lista no incluye los precios por las diferencias que existen

ra - [ d
en las zonas economicas del pais.






