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One of  t h e  mos t  a t t r a c t i v e  a s p e c t s  of u s i n g  a l g a l  c u l t u r e s  
as p l a n t  c o m p o n e n t s  f o r  a  CELSS i s  t h e  e f f i c i e n c y  w i t h  w h i c h  t h e y  
c a n  be  g rown .  A l t h o u g h  a l g a e  a r e  n o t  n e c e s s a r i l y  i n t r i n s i c a l l y  
m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  h i g h e r  p l a n t s ,  t h e  e a s e  w i t h  w h i c h  t h e y  c a n  
b e  h a n d l e d  and  m a n i p u l a t e d  ( m o r e  l i k e  c h e m i c a l  r e a g e n t s  t h a n  
p l a n t s ) ,  a n d  t h e  c u l t u r i n g  t e c h n i q u e s  a v a i l a b l e ,  r e s u l t  i n  much 
h i g h e r  g r o w t h  r a t e s  t h a n  a r e  u s u a l l y  a t t a i n a b l e  w i t h  h i g h e r  
p l a n t s .  F u r t h e r m o r e ,  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  a l g a l  g r o w t h  and  p h y s i o l o g y  i s  n o t  d e t e c t a b l y  a l t e r e d  i n  a  
m i c r o g r a v i t y  e n v i r o n m e n t , ( l )  w h e r e a s  t h e  r e s p o n s e  of  h i g h e r  
p l a n t s  t o  z e r o  g r a v i t y  i s  unknown.  

I n  a n  e a r l i e r  c o m m u n i c a t i o n , ( 2 )  we d e s c r i b e d  a  s e r i e s  o f  
s t u d i e s  on l o n g - t e r m  c u l t u r e s  o f  S c e n e d e s m u s  o b l i q u u s  m a i n t a i n e d  
i n  a n  a n n u l a r  a i r - l i f t  c o l u m n  o p e r a t e d  a s  a  t u r b i d o s t a t .  The  
p r i m a r y  f i n d i n g  was t h a t  p r o d u c t i v i t y  v s  d r y  w e i g h t  r o s e  l i n e a r l y  
t o  a maximum b e f o r e  s l o w l y  d e c l i n i n g .  

I n  o r d e r  t o  r a t i o n a l l y  d e s i g n  and  o p e r a t e  s u c h  c u l t u r e  
s y s t e m s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  u n d e r s t a n d  how t h e  m a c r o p a r a m e t e r s  of  
a  c u l t u r e  s y s t e m ,  e . g . ,  p r o d u c t i v i t y ,  a r e  r e l a t e d  t o  t h e  p h y s i o -  
l o g i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  a l g a l  c u l t u r e .  I n  t h i s  c o m m u n i c a t i o n  we 
d e s c r i b e  a  " f i r s t  p r i n c i p l e s "  a n a l y s i s  of t h i s  c u l t u r e  s y s t e m  a n d  
d e r i v e  a m a t h e m a t i c a l  m o d e l  t h a t  d e s c r i b e s  t h e  r e l a t i o n s h i p  of  
c u l t u r e  p r o d u c t i v i t y  t o  t h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  of  l i g h t - l i m i t e d  
c u l t u r e s .  The p r e d i c t e d  p r o d u c t i v i t y  v s  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  c u r v e  
a g r e e s  w e l l  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  o b t a i n e d  t o  t e s t  t h i s  
m o d e l ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  mode l  p e r m i t s  a n  a c c u r a t e  p r e d i c t i o n  
o f  c u l t u r e  p r o d u c t i v i t y  g i v e n  t h e  g r o w t h  p a r a m e t e r s  of  t h e  
s y s t e m .  
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~ a t e r i i a l s  and  M e t h o d s  - 
, . 

S c e n e d e s m u s  o b l i q u u s  ( ~ a f f r o n  s t r a i n  D3) w a s  c u l t u r e d  i n  
medium c o n t a i n i n g  60.0mM K N O ~ ~ , ,  2.0mM MgS04* 7H20,  1 . l m M  K2HP0 , 
0.6mM KH2P04, 68 . O L M  CaC12* 2:H20, 46 . O H M  H ~ B o ~ , ' - " I ~ . O L M  P e S 0 4 * $ H 2 0 ,  
12  . O v M  Na2EDTA, 9.1uM 'MnC12* 4H20,  1.6LM Na2Mo04* 2H20,  0.8LM ZnS04* 
7H20 ,  0.3LM Cu.S04*5H2-0, a n d  j0.2LM C O ( N O ~ ) ~ W  6H20TaHd a d j u s t e d  t o  
pH 6 . 5 .  C u l t u r e s  w e r e  bubb l sed  w i t h  a  g a s  m i x t u r e  of  2% C02 i n  
a i r ,  i l l u m i n a t e d  w i t h  f 1 u o r e : s c e n t  l i g h t  (40W h i g h  o u t p u t ,  c o o l  
w h i t e ,  F 2 4 T 1 2 ) ,  a n d  m a i n t a i n : e d  a t  32OC. 

.# I I 

The  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  a p p a r a t u s  u s e d  i n  t h i s  w o r k ,  shown i n  
F i g .  1 ,  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  e a r l i e r . ( 2 )  The  a p p a r a t u s  
i s  made of  g l a s s  and  c o n s i s t s  of t h r e e  c o n c e n t r i c ,  c y l i n d r i c a l  
c h a m b e r s :  t h e  i n n e r m o s t  c h a m b e r  h o u s e s  t h e  l i g h t  s o u r c e ,  t h e  
m i d d l e  c h a m b e r  c o n t a i n s  t h e  a l g a l  c u l t u r e ,  and  t h e  o u t e r  c h a m b e r  
i s  a  t e m p e r a t u r e - r e g u l a t e d  w,;a.ter j a c k e t .  C e l l  d e n s i t y  i s  m a i n -  
t a i n e d  by m o n i t o r i n g  t h e  l i g b t  t : r a n s m i s s i o n  t h r o u g h  t h e  c u l t u r e  
w i t h  a  p h o t o c e l l .  when t.he ' o u t p u t  of  t h e  p h o t o c e l l  e x c e e d s  a 
p r e s e t  r e f e r e n c e  v a l u e ,  a  m i k r ~ ~ r o c e s s o r  a c t i v a t e s  a  p e r i s t a l t i c  
pump, a n d  a d e f i n e d  vo,lume of f r e s h  medium i s  a d d e d  t o  t h e  a p p a -  
r a t u s .  W i t h  t h i s  s y s t e m  t h e :  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  c a n  be  c o n t i n u -  
o u s l y  m a i n t a i n e d  w i t h i n  a  f e w  p e r c e n t  of a * . d e s i r e d  v a l u e .  

8 

C 

C e l l  d e n s i t y  w a s  d e t e r m ' i n e d  u s i n g  a C o u l t e r  C o u n t e r  Model  TA 
I1 w i t h  PCA TI a c c e s s o r y .  ~ @ l o r o ~ h ~ l l  c o n c e n t r a t i o n  was d e t e r -  
mined  by , a d d i n g  a n  a l i q u o t  otf a l g a l  c u l t u r e  t o  a 1 : l  m i x t u r e  of 
T r i t o n  X-100 a n d  5% KOH i n  m e t h a n o l ,  h e a t i n g  a t  63OC f o r  t h r e e  
m i n u t e s ,  a n d  c e n t r i f u g i n g .  O p t i c a l  d e n s i t y  was d e t e r m i n e d  a t  
6 4 5  nm. Dry w e i g h t  d e t e r m i n : a t i o n s  i n v o l v e d .  f i . l t . e r i n g  a  10 m l  
a l i q u o t  of a l g a l - c u l t u ? e  t h r b u g h  a g l a s s  f i b e r  ' f i l t e r  ( a p p r o x i -  
m a t e  r e t e n t i o n  2.6 Lm), r i n s i n g  t h o r o u g h l y  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  
d r y i n g  a t  105OC o v e r n i g h t ,  and  c o o l i n g  t o  room ' t e m p e r a t u r e  i n  a 
d e s s i c a t o r .  [ T h e  f i l t e r  p a p e r  w a s  p r e v i o u s l y  d r i e d  a t  105OC a n d  
w e i g h e d ] .  The number  -of d o u b l i n g s  of  a  c u l t u r e 8  , pe r  24 h o u r s  w a s  
d e t e r m i n e d  by m e a s u r i n g  t h e  i n c r e a s e  i n  c e l l  d e n s i t y  a s  a  f u n c -  
t i o n  of t i m e .  The  g r o w t h  r a t e  of a  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  was d e t e r -  
mined  by m e a s u r i n g  t h e  vo lume  t h a t  o v 2 r f l o w e d  d u r i n g  a  d e f i n e d  
t i m e  p e r i o d .  The  p r o d u c t i v i t y  ( m g # h r - ' )  o f  a  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  
i s  d e f i n e d  a s  t h e  p r o d u c t  of t h e  d r y  w e i g h t  ( m g * m l - l )  o f  t h e  
c u l t u r e  and  t h e  o v e r f l o w  r a t e  ( m l *  h- '1.  



P h o t o n  f l u x  was m e a s u r e d  w i t h  a  L i C o r  LI-190SB Quantum 
S e n s o r  p r o b e ;  t h e  f l u x  i s  e x p r e s s e d  i n  u n i t s  o f  ~ ~ E . m - ~ # s - l .  The  
e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  of t h e  a l g a e  was c a l c u l a t e d  by m e a s u r i n g  
t h e  p h o t o n  f l u x  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  of a l g a e .  

Ne t  O2 e v o l u t i o n  was m e a s u r e d  p o l a r o g r a p h i c a l l y  u s i n g  b r o a d -  
b a n d  s a t u r a t i n g ,  o r a n g e - r e d  l i g h t  ( S c h o t t  f i l t e r  OG530 a n d  a p p r o -  
p r i a t e  h e a t  f i l t e r s ) . ( 3 )  Oxygen e x c h a n g e  ( e v o l u t i o n  a n d  u p t a k e )  
was  m e a s u r e d  w i t h  a  q u a d r u p o l e  m a s s  s p e c t r o m e t e r ,  u s i n g  i s o t o p -  

1 8  i c a l l y  l a b e l e d  O2 ( 9 8  a t o m %  [ 0 2 ] ,  C a m b r i d g e  I s o t o p e  
L a b o r a t o r i e s ) .  The  i n s t r u m e n t a t i o n  a n d  m e t h o d s  f o r  d a t a  a n a l y s i s  
a n d  c a l i b r a t i o n  w e r e  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( 4 ) ,  e x c e p t  t h a t  t h e  
d a t a  w e r e  s t o r e d  on m a g n e t i c  t a p e  a n d  p r o c e s s e d  by a  Sym-1 
m i c r o c o m p u t e r .  I l l u m i n a t i o n  f o r  t h e s e  m e a s u r e m e n t s  was s u p p l i e d  
by f l u o r e s c e n t  b u l b s  h a v i n g  a  p h o t o n  f l u x  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  u s e d  
t o  g r o w  t h e  c u l t u r e .  A l l  e x p e r i m e n t s  were  p e r f o r m e d  a t  32OC. 

D e r i v a t i o n  of  Model  E q u a t i o n  
- -  .-. 

The  p r o d u c t i v i t y  Y of  a  p h o t o a u t o t r o p h i c  a l g a l  c u l t u r e  w i l l  
b e  e q u a l  t o  i t s  r a t e  of  p h o t o s y n t h e s i s  ( P )  m i n u s  i t s  r a t e  of 
r e s p i r a t i o n  ( R ) ,  i . e . ,  Y = P  - R .  I d e a l l y ,  f o r  a  f i x e d  i n c i d e n t  
l i g h t  i n t e n s i t y  t h e  t o t a l  p h o t o s y n t h e t i c  y i e l d  of  t h e  c u l t u r e  
w o u l d  i n c r e a s e  a s y m t o t i c a l l y  w i t h  i n c r e a s i n g  c e l l  c o n c e n t r a t i o n .  
H o w e v e r ,  t h i s  i n c r e a s e  i n  p h o t o s y n t h e s i s  w i t h  i n c r e a s i n g  c e l l  
c o n c e n t r a t i o n  w o u l d  be c o u n t e r b a l a n c e d  by a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
t o t a l  r e s p i r a t i o n  of  t h e  c u l t u r e .  T h e r e f o r e ,  one  wou ld  p r e d i c t  
t h a t  a p l o t  of  t h e  o v e r a l l  p r o d u c t i v i t y  of t h e  s y s t e m  a s  a  
f u n c t i o n  of  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  w i l l  g o  t h r o u g h  a  maximum. 

U n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  a p p a r a t u s  i s  
n o t  l i g h t  s a t u r a t e d ,  t h e  maximum r a t e  of p h o t o s y n t h e s i s  of  a  c u l -  
t u r e ,  i . e . ,  when e v e r y  p h o t o n  of : l i g h t  i s  a b s o r b e d ,  i s  g i v e n  by 
t h e  e x p r e s s i o n  EmIoAK, w h e r e  Em i s  t h e  maximum t h e o r e t i c a l  
c o n v e r s i o n  of t h e  e n e r g y  of t h e  a b s o r b e d  l i g h t  i n t o  c h e m i c a l  
e n e r g y  by a  p h o t o s y n t h e t i c  s y s t e m ,  I. i s  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  
a v a i l a b l e  t o  t h e  c u l t u r e ,  A i s  t h e  i l l u m i n a t e d  a r e a  of  t h e  
c u l t u r e ,  a n d  K i s  a c o n v e r s i o n  f a c t o r  f o r  t h e  e n e r g y  e q u i v a l e n t  
o f  t h e  a l g a e .  I n  c a s e s  i n  w h i c h  n o t  a l l  of t h e  a v a i l a b l e  l i g h t  
i s  a b s o r b e d ,  t h e  a c t u a l  r a t e  of p h o t o s y n t h e s i s  w i l l  b e  t h e  
maximum r a t e  m i n u s  a  t e r m  t h a t  d e s c r i b e s  t h e  amoun t  o f  l i g h t  
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t r a n s m i t t e d  ( i . e . ,  n o t  a b s o r b e d )  by t h e  c u l t u r e .  The e x p r e s s i o n  
d e s c r i b i n g  t h e  amount  of  l i g h t  t r a n s m i t t e d  i s  a  fo rm of B e e r ' s  
L a w , ( 5 ]  i n  w h i c h  t h e  t r a n s m i t t e d  l i g h t  i n t e n s i t y  I ,  i s  e q u a l  t o  
~ ~ e - "  , w h e r e  E i s  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,  c  t h e  c e l l  
c o n c e n t r a t i o n ,  and  1 t h e  p a t h  l e n g t h .  T h e r e f o r e ,  t h e  r a t e  of 
p h o t o s y n t h e s i s  o f  t h e  c u l t u r e  i s  g i v e n  by:  

The r e s p i r a t i o n  t e r m  R '  i s  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  c e l l u l a r  
r e s p i r a t i o n  r a t e ,  R ,  t h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n ,  c ,  t h e  t o t a l  c u l t u r e  
v o l u m e ,  V ,  and  G ,  a  t e r m  r e l a t e d  t o  t h e  amoun t  of  c a r b o n  p e r  
c e l l .  T h e r e f o r e ,  t h e  p r o d u c t i v i t y  of  t h e  a l g a l  c u l t u r e  c a n  b e  
d e f i n e d  by :  

-E c1 
Y = E  I AK ( 1 - e  ) - GRcV 

m o  ( 3 )  

w h e r e  

Y i e l d  [ ( g  c e l l s ) -  hr- '  I 
0 . 2 ,  t h e  maximum a t t a i n a b l e  p h o t o s y n t h e t i c  
c o n v e r s i o n  on a n  e n e r g y  b a s i s  
I l l u m i n a t e d  a r e a  (m 2  

0 .146  [ ( g  c e l l s ) * h r - ' * ~ a t t - ~ ) l ,  
t h e  e n e r g y  e q u i v a l e n t  of  t h e  a l g a e  
L i g h t  i n t e n s i t y  ( w a t t s  
E x t i n c t i o n - c o e f f i c i e n t  
( ~ * c m - l * ~ - ' )  
C e l l  c o n c e n t r a t i o n  (go  1 - l )  
L i g h t  p a t h  (cm)  
R e s p i r a t i o n  r a t e  [ g  c a r b o n *  ( g  c e l l s ) - ' -  h r - '  I 
C u l t u r e  v o l u m e  ( 1 )  
R a t i o  of g  c e l l s  t o  g  c a r b o n  ( 2 . 0 4 ) .  

F o r  t h e  c u l t u r e  a  p a r a t u s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  1 ,  t h e  i l l u m i -  3 n a t e d  a r e a  i s  0 . 1 4 7 1  m , t h e  c u l t u r e  volume i s  1.2 1, t h e  l i g h t  
i n t e n s i t y  i s  12 .9  ( 5 9 . 6  ~ ~ * m - ~ * s - l ) ,  a n d  t h e  l i g h t  p a t h  i s  
1 .25  cm. The c e l l s  w e r e  49% c a r b o n ,  s o  t h a t  G = 2.04.  The  v a l u e  
f o r  K ( 0 . 1 5 6  g  c e l l s  . h r - l *  W - l )  was d e t e r m i n e d  c a l o r i m e t r i c a l l y ,  



F i g u r e  2 

, 

Growth r a t e  ( e x p r e s s e d  a s  d o u b l i n g s -  day- ' )  o f  
S c e n e d e s m u s  ' a s  a  f u n c t i o n  o f  p h o t o n  f l u x  i n  Roux 
c u l t u r e  b o t t l e s  . '(c, l-osed c i r c l e s )  and c o n t i n u o u s  
c u l t u r e  ( o p e n  c i r c l e s ) .  RL e q u a l s  r e s p i r a t i o n  r a t e  
e x t r a p o l a t e d  from t h e  l i g h t  c u r v e .  
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a n d  a g r e e s  w i t h  p u b l i s h e d  v a l u e s .  ( 6 )  The maximum a t t a i n a b l e  
p h o t o s y n t h e t i c  c o n v e r s i o n  E, was t a k e n  t o  be 2 0 %  . ( 7 )  

The  a b o v e  a n a l y s i s  a s s u m e s  t h a t  1 )  p h o t o s y n t h e s i s  i s  p r o -  
p o r t i o n a l  t o  t h e  amount  of a b s o r b e d  l i g h t ,  i . e . ,  l i g h t  i s  n o t  
s a t u r a t i n g ,  a  n e c e s s a r y  c o n d i t i o n  f o r  e f f i c i e n t  l i g h t  u t i l i -  
z a t i o n ,  a n d  2 )  t h e  r a t e  of r e s p i r a t i o n  R i s  a  c o n s t a n t  o r  known . % 

f u n c t i o n  of  I and  c .  I n  a d d i t L o n ,  t h e  a b s o r p t i o n  c o e f f i c i e n t  E _, , 
i s  n o t  a  c o n s t a n t  w i t h  r e s p e c t  t b z  c e l l  c o n c e n t r a t i o n ,  a n d  t h u s  
t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  E a n d  c  mus t  be a s c e r t a i n e d .  T h e s e  . -. 

. . 
i t e m s  a r e  c o n s i d e r e d  f u r t h e r  i n  t h e  f p l l o w i n g  s e c t i o n s .  

. . - 
-', 

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  

L i g h t  L i m i t a t i o n  
- -- 

F i g u r e  2  shows t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p h o t o s y n t h e t i c  , -- , 
g r o w t h  o f  S c e n e d e s m u s  a n d  p h o t o n  f l u x  u s i n g  c u l t u r e  ( R o u x )  b o t -  

..-, 

t l e s  ( c l o s e d  c i r c l e s )  a n d  o u r  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  s y s t e m  ( o p e n -  
c i r c l d s ) .  The d o u b l i n g s  p e r  24 h o u r s  i n c r e a s e  m o n b t o n i c a l l y  w i t h  
p h o t o n  f l u x  up t o  a p p r o x i m a t e l y  140  l J ~ * m - ~ * s e c - '  a t  w h i c h  p o i n t  
t h e  g r o w t h  r a t e  a p p r o a c h e s  t h e  maximum. N o t e  t h a t  t h e r e  i s  v e r y  
g o o d  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  g r o w t h  r a t e  o b t a i n e d  i n  t h e  c o n t i n u o u s  
c u l t u r e  a n d  Roux b o t t l e  g r o w t h  s y s t e m s .  A t  t h e  h i g h e s t  p h o t o n  
f l u x  of t h e  c o n t i n u o u s  c u J t u r e  . s y s t e m  ( 7 5  l J ~ * m - ~ * s - '  ) ,  t h e  g r o w t h  
r a t e  i s  s t i l l  on t h e  l i n e ' a r  p o r t i o n r  of t h e  c u r i e .  T h i s  f i n d i n g  
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a l g a e  i n  t h e  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  s y s t e m  a r e  n o t  
l i g h t  s a t u r a t e d  and  t h a t  . p h o t o s y n t h e s i s  is  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
a m o u n t  of  a b s o r b e d  q u a n t a .  ~ h d ' r & f o i . e ,  a  n e c e s s a r y  c o n d i t i o n  o f  
t h e  d e r i v e d  mode l  i s  s a t i s f i e d .  

E x t i n c t i o n  C o e f f i c i e n t  
- 1 :! :< 

F i g u r e  3 shows t h e  r e l a t i o n s . h i p  b e t w e e n  t h e  i n t e g r a t e d  (400-  
7 0 0  nm) a v e r a g e  a b s o r p t i o n  c o e f f i c i e n t  ( E )  a n d  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  
i n  t h e  c u l t u r e  s y s t e m .  N o t e  t k a t  t h i s  r e l a t i o n s h i p  i s  n e i t h e r  
c o n s t a n t  n o r  l i n e a r ,  r e f l ' e c t i n g  th-e  I f a c t  t h a t  a t  h i g h  c e l l  
d e n s i t i e s  t h e  p r e d o m i n a n t  g r e e n  l i g h t  i s  o n l y  p o o r l y  a b s o r b e d .  
T h i s  phenomenon h a s  b e e n  q u a n t i t a t i v e l y  r a t i o n a l i z e d  i n  t e r m s  o f  
B e e r ' s  Law, w h i c h  i s  s t r i c t l y  v a l i d  o n l y  f o r  m o n o c h r o m a t i c  
l i g h t  . ( 5 )  



Figure 3 Integrated (400-700 nm) absorption coefficient of 
Scenedesmus as a function of cell density (expressed 
as g dry wts ml-I). 



C e l l u l a r  R e s p i r a t i o n  

B e c a u s e  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  a c c u r a t e l y  m e a s u r e  r e s p i r a t i o n  i n  
a  p h o t o s y n t h e s i z i n g  s y s t e m ,  we u s e d  t h r e e  d i f f e r e n t  a p p r o a c h e s .  
I n  t h e  f i r s t ,  w e  e x t r a p o l a t e d  t h e  d a t a  f r o m  F i g u r e  2  t o  z e r o  
l i g h t  f l u x  t o  m e a s u r e  t h e  r e s p i r a t i o n  r a t e ,  R .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  
g r o w t h  r a t e  a t  z e r o  l i g h t  i s  -0 .12  d o u b l i n g  p e r  24 h o u r s ,  whdch 
c o r r e s p o n d s  t o  a  r e s p i r a t i o n  r a t e  of 4 . 1  Vmoles  C02 e v o l v e d *  
mg c h l - '  h r - l  o r  0 .0024  g  c a r b o n  = g  c e l l s - '  h r - l ,  

The  s e c o n d  a p p r o a c h  i n v o l v e s  m e a s u r i n g  o x y g e n  c o n s u m p t i o n  o f  
a  d a r k e n e d  c u l t u r e  u s i n g  a n  o x y g e n  p o l a r o g r a p h .  A s  shown i n  F i g .  
4 ,  t h o r o u g h l y  d a r k - a d a p t e d  c e l l s  h a d  a  l o w  r e s p i r a t i o n  r a t e ;  c a .  
2 .8  P m o l e s  O2 consumed  .mg c h l - '  h r - '  ( 0 . 0 0 1 6  g  c a r b o n  e v o l v e d *  
g  c e l l s - l  0 h r ' l ) .  When i l l u m i n a t e d ,  t h e  r e s p i r a t i o n  r a t e  was  
masked  by a  h i g h  r a t e  o f  p h o t o s y n t h e t i c  o x y g e n  e v o l u t i o n .  Immed- 
i a t e l y  a f t e r  t h e  c e s s a t i o n  of  i l l u m i n a t i o n ,  t h e r e  was a  h i g h  r a t e  
o f  r e s p i r a t i o n  ( 1 3 . 9  P m o l e s  0  consumed*mg c h l - l - h r - '  o r  0 . 0 0 8 1  g  
c a r b o n  e v o l v e d .  g  c e l l s - ' .  h r - ' f  w h i c h ,  a f  t e r  t e n  m i n u t e s  i n  t h e  
d a r k ,  d e c l i n e d  t o  a b o u t  t h e  same r a t e  a s  b e f o r e  i l l u m i n a t i o n .  
H i g h  r e s p i r a t i o n  r a t e s  i m m e d i a t e l y  a f t e r  i l l u m i n a t i o n  h a v e  b e e n  
p r e v i o u s l y  o b s e r v e d . ( 8 )  A l t h o u g h  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  a r e  n o t  new,  
t h e s e  v a l u e s  p r o v i d e  l i m i t s  f o r  t h e  r e s p i r a t i o n  r a t e  n e e d e d  f o r  
t h e  m a t h e m a t i c a l  m o d e l .  

F i g u r e  5 shows t h e  r e s u l t s  o f  a n  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  a  
s p e c i a l l y  c o n s t r u c t e d  m a s s  s p e c t r o m e t e r  i n l e t  s y s t e m  was u s e d  t o  
m e a s u r e  t h e  c e l l u l a r  r e s p i r a t i o n  r a t e  d u r i n g  i l l u m i n a t i o n .  The  
m a s s  s p e c t r o m e t e r  c a n  m e a s u r e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  two d i f f e r e n t  ' 

o x y g e n  i s o t o p e s  ( 1 6 0  a n d  1 8 0  ) s i m u l t a n e o u s l y  i n  s o l u t i o n .  
T h e r e f o r e ,  t h i s  t h i r 2  a p p r o a c t  p r o v i d e s  a  means  t o  d i s t i n g u i s h  
b e t w e e n  r e s p i r a t o r y  o x y g e n  c o n s u m p t i o n  and  p h o t o s y n t h e t i c  o x y g e n  
e v o l u t i o n .  The  e x p e r i m e n t  i n  F i g .  5 was p e r f o r m e d  u n d e r  t h e  same 
c o n d i t i o n s  u s e d  f o r  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  a p p a r a t u s ;  t h u s ,  t h e  
o x y g e n  e x c h a n g e  ( c o n s u m p t i o n  a n d  e v o l u t i o n )  s h o u l d  c l o s e l y  m i m i c  
t h a t  o c c u r r i n g  i n  t h e  c u l t u r e  s y s t e m .  Upon i l l u m i n a t i o n ,  t h e r e  
was  a n  i n i t i a l  b u r s t  o f  o x y g e n  u p t a k e  t h a t  s u b s e q u e n t l y  l e v e l e d  
o f f  and r e a c h e d  a  s t e a d y  s t a t e  t h a t  c o r r e s p o n d s  t o  8 . 5  P m o l e s  O 2  
c o n s u m e d *  mg c h l - l  - h r - l  ( 0  - 0 0 4 9  c a r b o n  e v o l v e d  * g  c e l l s - ' .  h r - l )  . 
C o n c u r r e n t l y ,  t h e r e  was a  s u s t a i n e d ,  l i g h t - d e p e n d e n t  r a t e  o f  
o x y g e n  e v o l u t i o n  ( 6 0   moles 0  e v o l v e d o m g  c h l - l - h r - ' 1 ,  a  v a l u e  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c a l c u l a t e 2  g r o w t h  r a t e  b a s e d  on  t h e  p r o d u c -  
t i v i t y  o f  t h e  c u l t u r e .  
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O 2  t r a c e  o b t a i n e d  when d a r k - a d a p t e d  0 1 0  m i n )  
S c e n e d e s m u s  was i l l u m i n a t e d  ( f  ) and s u b s e q u e n t l y  
d a r k e n e d  ( + )  . V a l u e s  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  computed 
O 2  e x c h a n g e  r a t e s  ( i n  u n i t s  o f  Pmoles  0 2 *  
mg c h l - I  hr-'  ) . 

F i g u r e  4 
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F i g u r e  5 Computed t i m e  c o u r s e s  o f  O2 e v o l u t i o n  ( E o )  and O2 
u p t a k e  ( U o )  o b t a i n e d  u s i n g  a  mass s p e c t r o m e t e r  
s y s t e m  t o  m o n i t o r  t h e  g a s  e x c h a n g e  of  Scenedesmus  . 
+ and + i n d i c a t e  l i g h t - o n  and l i g h t - o f f ,  r e s p e c -  
t i v e l y .  



F i g u r e  6 R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c u l t u r e  p r o d u c t i v i t y  and  c e l l  
d e n s i t y  ( m e a s u r e d  a s  d r y  w e i g h t )  i n  t h e  c o n t i n u o u s  
c u l t u r e  a p p a r a t u s  shown i n  F i g .  1. The c l o s e d  
c i r c l e s  show t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  o b t a i n e d .  The  
s o l i d  l i n e  s h o w s  t h e  r e l a t i o n s h i p  p r e d i c t e d  u s i n g  
t h e  mode l  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .  



E a c h  of t h e  t h r e e  i n d e p e n d e n t  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  u s e d  t o  
e s t i m a t e  t h e  c e l l u l a r  r e s p i r a t i o n  r a t e  h a s  p a r t i c u l a r  a s p e c t s  
t h a t  l i m i t  i t s  a c c u r a c y  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  r e s p i r a t i o n  r a t e  
d u r i n g  i l l u m i n a t i o n .  H o w e v e r ,  t o g e t h e r  t h e y  c a n  p r o v i d e  a n  
a p p r o x i m a t i o n ,  w h i c h ,  i n  t h i s  c a s e ,  i s  5.0 urnoles  0 2 * m g  c h l - l -  
h r - l  ( 0 . 0 0 2 9  g  c a r b o n  e v o l v e d - g  c e l l s - ' e h r - ' 1 .  T h i s  v a l u e  w i l l  
b e  u s e d  i n  t h e  m o d e l  e q u a t i o n .  

C o m p a r i s o n  of  O b s e r v e d  P r o d u c t i v i t y  t o  T h e o r e t i c a l  P r e d i c t i o n s  

F i g u r e  6 i l l u s t r a t e s  t h e  o b s e r v e d  a n d  p r e d i c t e d  r e l a t i o n -  
s h i p s  b e t w e e n  c u l t u r e  p r o d u c t i v i t y  a n d  d r y  w e i g h t .  The  d a t a  
p o i n t s  w e r e  o b t a i n e d  i n  a  s e r i e s  of  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  S c e n e -  
d e s m u s  was m a i n t a i n e d  i n  t h e  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  s y s t e m .  T h e  
s o l i d  l i n e  i s  t h e  r e l a t i o n s h i p  p r e d i c t e d  u s i n g  t h e  v a l u e s  
a s s i g n e d  a n d  d e r i v e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n s .  The e x c e l l e n t  
a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  o b s e r v e d  and  p r e d i c t e d  v a l u e s  s u g g e s t s  t h a t  
t h e  mode l  a c c u r a t e l y  d e s c r i b e s  t h e  c u l t u r e  s y s t e m  i n  t e r m s  o f  
p h y s i o l o g i c a l  p a r a m e t e r s .  

A t  c e l l  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  a b o u t  1 . 5  m g . m l - ' ,  t h e  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  c e l l  c o n c e n t r a -  
t i o n  i s  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  ( F i g .  3 ) .  T h u s ,  b e t w e e n  t h e s e  
l i m i t s  w e  c a n  d i f f e r e n t i a t e  Eq .  3  w i t h  r e s p e c t  t o  c .  U n d e r  t h e s e  
c o n d i t i o n s ,  maximum p r o d u c t i v i t y  w i l l  o c c u r  a t  a  c e l l  c o n c e n t r a -  
t i o n  o f :  

C 
1  = -  GRV 

mP E 1 
In 

E l E I A K  
m o  

w h e r e  c, i s  t h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  a t  maximum p r o d u c t i v i t y .  I f  
w e  u s e  t g e  p a r a m e t e r  v a l u e s  g i v e n  a b o v e ,  w e  c o m p u t e  t h a t  c  = 

1 . 7 3  mg-ml-  , w h i c h  a g r e e s  w e l l  w i t h  t h e  d a t a  o f  F i g .  6 .  mP 

We s h o u l d  e m p h a s i z e  t h a t  t h i s  mode l  i s  c o m p l e t e l y  d e t e r m i n e d  
a n d  h a s  no f r e e  a d j u s t a b l e  p a r a m e t e r s .  I t s  m a i n  l i m i t a t i o n  
a p p e a r s  t o  l i e  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  r e s p i r a -  
t i o n  r a t e ,  R.  A l t h o u g h  t h e  m o d e l  a c c u r a t e l y  d e s c r i b e s  t h e  g r o w t h  
o f  p h o t o a u t o t r o p h i c  a l g a e  i n  t h i s  s y s t e m ,  i t  i s  l i m i t e d  t o  c a s e s  
i n  w h i c h  a l l  g r o w t h  f a c t o r s  e x c e p t  l i g h t  a r e  p r e s e n t  i n  e x c e s s .  



.- , 

W e  a r e  p r e s e n t l y  w o r k h g  t o  m o d i f y  t h i s  mode l  t o  a c c o u n t  f o r  
c o n d i t i o n s  w h e r e  C02 c o n c e n t r a t i o n  i s  l i m i t i n g  f o r  c e l l  g r o w t h .  
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