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RESUMEN

En los ultimos 20 afios, las microalgas han sido el centro de atencion de la comunidad
cientifica por su capacidad para producir tanto biocombustibles como compuestos de alto
valor. La produccién de estos compuestos a escala industrial no ha ocurrido debido al
escaso entendimiento del proceso de crecimiento de las microalgas, sobre todo, el efecto
que tiene la luz sobre el crecimiento de estos organismos. Esto ha provocado que no se ha
logrado optimizar el proceso de produccion y cosecha de las microalgas y, por
consiguiente, la produccion de estos biocompuestos no es tan rentable.

En este trabajo de tesis de magister se realizé un estudio del efecto de diferentes colores en
el crecimiento de las microalgas y un andlisis comparativo de diferentes modelos de
irradiancia y crecimiento para microalgas. Para ello, se realizaron mediciones de biomasa
microalgal y la irradiancia al interior de fotobiorreactores de tubos concéntricos con
iluminacién interna durante un periodo de 31 dias.

Los resultados mostraron que existen longitudes de onda que favorecen el crecimiento de
las microalgas, destacandose la longitud que corresponde al color azul, por lo que al
desarrollar un sistema de iluminacioén de este color se lograr un mejor aprovechamiento de
parte de las microalgas, y, por lo tanto, existe un menor desperdicio energético. En conjunto
con lo anterior, los colores que son menos favorables para el crecimiento, los modelos
mostraron que este fenomeno se debe a que existe una mayor dispersion de la luz por parte
de la microalga reduciendo la absorcion de la energia. Ademas, se observo que el modelo
de Beer-Lambert es muy adecuado para obtener la variacion de la biomasa en el tiempo con
pocos parametros, sin embargo, el modelo de transferencia radiativa permite apreciar el

efecto de los diferentes colores en la variacion de la irradiancia en el tiempo.
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Palabras Claves: D. tertiolecta, C. vulgaris, Nannochloropsis sp., colores de luz,
composicion espectral de la luz, fotobiorreactores, ley de Beer-Lambert, aproximacion de

dos flux, ecuacion de transferencia radiativa, optimizacion global
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ABSTRACT

In the last 20 years, microalgae have been the focus of attention of the scientific community
for its ability to produce both biofuels and high value compounds. The production of these
compounds on an industrial scale has not occurred due to the poor understanding of the
growth process of microalgae, especially the effect that light has on the growth of these
organisms. For this production and harvesting process has not been optimized and,
therefore, the production of these biocomposites is not so profitable.

In this work of magister thesis, a study of the effect of different colours on the growth of
microalgae was carried out and a comparative analysis of different models of irradiance and
growth for microalgae. To this end, microalgal biomass measurements and irradiance were
performed inside concentric tube photobioreactors with internal illumination for a period of
31 days.

The results showed that there are wavelengths that favour the growth of microalgae,
standing out the length that corresponds to the blue colour, so when developing a lighting
system of this colour, a better use of part of the microalgae is achieved, and, therefore, there
is less waste of energy. In coincidence with the above, the models showed that this
phenomenon is because there is a greater scattering of light by the microalga reducing the
absorption of energy. In addition, it was observed that the Beer-Lambert law is very
suitable to obtain the variation of the biomass in time with few parameters, however, the
radiative transfer model allows to appreciate the effect of the different colours in the

variation of the irradiance in the time.

Keywords: D. ftertiolecta, C. vulgaris, Nannochloropsis sp., colours of light, spectral
composition of light, photobioreactor, Beer-Lambert law, two-flux approximation, radiative

transfer equation, global optimization
Xiv



MARCO DE ESTUDIO

1.1. De combustible fosiles a los biocombustibles

En el mundo, en los ultimos 20 afios ha ocurrido un aumento de la poblacion de casi
22% y se proyecta que en el afio 2030 la poblacion mundial alcanzaria un total de
8.500 millones de personas impulsado por el crecimiento del continente africano
(Naciones Unidas, 2017).

En consecuencia, con este aumento poblacional, el consumo de energia del mundo ha
crecido a niveles insostenibles para las fuentes de combustibles convencionales, que
corresponden al petréleo, carbon y gas natural (Hassan & Kalam, 2013; Meher, Vidya
Sagar, & Naik, 2006). Es por lo que, desde el afio 2000 en adelante, ha recobrado
fuerza la idea original del ingeniero Rudolf Diesel, creador del motor a diésel, que en
la Exposicion de Paris en el afio 1900 presentd un motor que utilizaba aceite de mani
como combustible y donde menciond lo siguiente: “El uso de aceites vegetales para
combustibles de motores puede parecer insignificante hoy en dia, pero tales aceites
pueden convertirse, con el tiempo, tan importantes como los productos de petroleo y
carbon de la actualidad” (Hassan & Kalam, 2013; Shay, 1993; Singh & Singh,
2010).

En el afio 2000 se iniciaron fuertemente las investigaciones sobre combustibles de
origen de aceites vegetales, a los que se les llamé biocombustibles, llegando en el afio
2017 a mas de 6.000 publicaciones (Figura 1-1) (Leong, Lim, Lam, Uemura, & Ho,

2018; Scopus, 2018), centrandose en los ultimos afos en el mejoramiento de las tasas



de produccién y el entendimiento de los fenomenos fisicoquimicos que ocurren en el

interior de estos.
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Figura 1-1. Publicaciones sobre biocombustibles desde los afios 1990 a 2017. Datos

extraidos de Scopus (2018).

Estos biocombustibles se han presentado como la unica alternativa viable para
sustituir a los combustibles fosiles, porque ademés de ser un recurso renovable,
también presentan menores emisiones de CO,, CO. SO,, material particulado e
hidrocarburos en comparacion a los combustibles convencionales (Hassan & Kalam,
2013; Rodionova et al., 2017). Estos biocombustibles, sin embargo, no han estado
libres de problemas en su proceso de incorporacion al mercado de los combustibles,
presentando dificultades desde el punto de vista econdmico. Las plantas de
biocombustibles no pueden competir en costos con las plantas de extraccion y
refinamiento de petréleo (Bitog et al., 2011; Hassan & Kalam, 2013), especialmente,

en el proceso de mantencion de las plantas de biocombustibles.



Adicional al problema de la competitividad en costos, los biocombustibles originales
no han estado exentos de controversia sobre su efectividad y de disponibilidad
(Rodionova et al., 2017). Es por eso mismo que desde hace unos 10 afios que los
biocombustibles se divide en categoria, biocombustibles primarios y secundarios
(Leong et al., 2018; Rodionova et al., 2017). Los biocombustibles primarios son
aquellos elementos naturales que se pueden utilizar como combustible como, por
ejemplo, lefia, plantas, desechos animales, residuos de cultivos, entre otros elementos.
En contraposicion, los biocombustibles secundarios son aquellos que son generados
directamente por las plantas y microorganismos, estos a su vez se subdividen en:
biocombustibles de primera, segunda y tercera generacion (Tabla 1-1).

Tabla 1-1. Clasificacion de los biocombustibles (Leong et al., 2018; Rodionova et al.,

2017)

Primarios Lena, trozos de madera, desechos animales y desechos de cosecha

Bioetanol o butanol por fermentacion del almidon (de

trigo, cebada, maiz, patata) o azucares (de la succion y

Primera
la remolacha azucarera).

eneracion o1 ) . ) )
& Biodiesel por transesterificacion de cultivos oleaginosos
(colza, soja, girasol, palma, coco, aceite de cocina

. usado y grasas animales).
Secundarios ye )

Bioetanol y biodiesel producidos a partir de tecnologias
convencionales pero basados en nuevos cultivos de
Segunda

. almidon, aceite y azicar como yuca
generacion

Bioetanol y biobutanol producido a partir de materiales

lignocelulosicos (por ejemplo, paja, madera y pasto)




Tabla 1 1. Continuacion

Biodiesel de microalgas
Tercera
generacion Bioetanol de microalgas y algas

Hidrogeno de microalgas y microbios verdes

Los biocombustibles de primera generacion son los primeros biocombustibles
secundarios que se investigaron, debido a su rdpida disponibilidad. Sin embargo, estos
se han enfrentado al conflicto constante de utilizar estos elementos como combustible
o como alimento. Esto junto a otras situaciones, han provocado que la comunidad
cientifica se desplazara a investigar los combustibles de segunda generacion.

Los biocombustibles de segunda generacion son aquellos combustibles derivados de
residuos orgénicos, estos pueden o no tener un alto poder calorifico, pero presenta la
ventaja de no competir con la industria alimenticia. Aun asi, la disponibilidad de las
materias primas de estos combustibles ha sido altamente cuestionada debido al
creciente aumento en el consumo de combustibles, lo cual genera que esta alternativa
se vuelva insostenible en el tiempo. Es por ello, que en los ultimos 10 afios se ha
abierto una nueva rama en el area de los biocombustibles, los combustibles de tercera
generacion, los cuales presentan las ventajas de sus anteriores predecesores, pero
superan las principales desventajas de estos, sobre todo de la biodisponibilidad (Tabla
1-2) (Bharathiraja et al., 2015; Bitog et al., 2011; Brennan & Owende, 2010; Chisti,

2007; Leong et al., 2018; Suganya, Varman, Masjuki, & Renganathan, 2016).



Tabla 1-2. Tasa de produccion de aceite para producir biocombustible a partir de

diversas fuentes (Bitog et al., 2011; Chisti, 2007)

Fuente de combustible Tasa de produccion de
aceite (L/10.000 m?)

Maiz 172

Soya 446

Canola 1.190

Jatropha 1.892

Coco 2.689

Aceite de palma 5950

Microalga (70% de aceite en base seca de biomasa) 136.900

Microalga (30% de aceite en base seca de biomasa) 58.700

Estos nuevos combustibles de tercera generacion se derivan de organismos vivos
como las microalgas o de bacterias verde (Leong et al., 2018; Rodionova et al., 2017).
Estos organismos en su proceso fotosintético generan como producto etanol o aceites
que, después de un proceso de transesterificacion, se pueden convertir en biodiésel.
Adicional al proceso de produccion de biocombustibles, estos organismos
fotosintéticos también se pueden utilizar para producir compuestos como
carbohidratos, pigmentos, proteinas y biomateriales (Concas et al., 2016; Trivedi,
Aila, Bangwal, Kaul, & Garg, 2015). Finalmente, estos organismos también se pueden
utilizar en procesos medioambientales, como lo es la reduccion de CO: en las
emisiones gaseosas de procesos industriales (Wang, Liu, Zheng, & Yao, 2015) y la
biorremediacion de aguas residuales y suelos contaminados utilizando microalgas
(Golueke, Oswald, & Gotaas, 1957; Ruiz-Martinez, Martin Garcia, Romero, Seco, &

Ferrer, 2012).



Estos organismos, sin bien no presentan el problema de la disponibilidad y poseen una
gran versatilidad en un proceso productivo, han enfrentado problemas en el proceso
de escalamiento e industrializacion, principalmente desde el punto de vista operativo
y desde el punto de vista econdomico. De todas maneras, independiente del proceso
realizado posterior al cultivo de estos organismos, el proceso anterior para obtener la
materia prima es siempre el mismo, un reactor que permita el crecimiento del

microorganismo fotosintético, a estos reactores se les denomina fotobiorreactores.

1.2. Del microorganismo a una planta industrial

Entre los productores de biocombustibles de tercera generacidon se encuentran las
microalgas fotosintéticas, las cuales se han estudiado para determinar qué factores
determinan su productividad, procesos de valorizacion de la biomasa y formas de
cultivo (Hassan & Kalam, 2013; John, Anisha, Nampoothiri, & Pandey, 2011; Trivedi
et al., 2015; Zhou & Thomson, 2009).

De estos factores, las formas de cultivo siguen siendo uno de los mayores desafios de
estos organismos, es decir, el problema se encuentra en el disefio y optimizacion de
los reactores (fotobiorreactor), en especial, en el consumo energético, afirmandose
que el éxito comercial de los fotobiorreactores se alcanzara cuando se logre entender
el consumo energético de ellos (Xu, Lv, Huo, & Li, 2018). A continuacién, se

presentan los dos tipos de fotobiorreactores: abiertos y cerrados.



1.2.1. Fotobiorreactores abiertos

Los fotobiorreactores abiertos son los primeros reactores biologicos que se utilizaron
para producir biomasa de microalgas a gran escala, desde que se presentd el primer
cultivo de microalgas (Chlorella vulgaris) que fue logrado por Beyerinck (1890).

El desarrollo de estos reactores se inici6 en el afio 1948 en Estados Unidos (Stanford),
Alemania (Essen) y Japon (Tokio) (Borowitzka, 1999; Burlew, 1953). Pero no fue
hasta los afios 1960, que la empresa Nihon Chlorella, en Japon, logrd desarrollar el
primer reactor abierto a gran escala (Borowitzka, 1999; Mata, Martins, & Caetano,
2010; Spolaore, Joannis-Cassan, Duran, & Isambert, 2006) dando origen a toda una
nueva rama de estudio sobre las microalgas que implica su proceso de crecimiento y
cosecha y procesamiento de la biomasa.

Posterior a los impulsos de esta empresa japonesa, un gran nimero de empresas
iniciaron un proceso de investigacion e implementacion de esos sistemas de cultivos
alcanzando, en el afio 1980, un total de 46 empresas en toda Asia que podian producir
mas de 1.000 kg de microalgas al afio. Para el afio 1996 esta produccion superd las
2.000 toneladas (Borowitzka, 1999; Lee, 1997). Dentro de las empresas de esa época
estd Sosa Texcoco S.A. que se encontraba emplazada en el Lago Texcoco en México
y que en el afio 2009 cesod sus operaciones debido a problemas econdmicos y la
empresa Dainippon Ink and Chemicals Corporation (DIC Corporation) que, desde
1977, produce Spirulina para la manufacturacion de alimentos y que hasta el dia de
hoy (afio 2019) todavia sigue en operacion.

En estos mas de 60 anos de desarrollo de estos reactores, se han implementado,

principalmente, en tres tipos: (1) estanques abiertos, (2) estanques circulares poco



profundos con un brazo giratorio para mezclar el cultivo y (3) estanques inclinados
poco profundos (Borowitzka, 1999; Doucha & Livansky, 2009; Mata et al., 2010).
Los estanques abiertos consisten principalmente en grandes piscinas con
profundidades que van desde los 15 c¢cm a los 40 cm, las cuales al inicio eran
rectangulares sin agitacion, pero con el tiempo de modificaron a sistemas con bucles
infinitos, en los cuales el cultivo se va desplazando a través del estanque mediante
paletas de agitacion que, ademds ayudan a homogeneizar el sistema (a estos sistemas
reciben el nombre en inglés de raceway pond) (Figura 1-2 a).

Los estanques circulares también son recipientes poco profundos y que, al igual que
los raceway ponds, el cultivo se mantiene homogéneo mediante un brazo rotatorio
(Figura 1-2 b).

Los estanques inclinados poco profundos corresponden a un sistema desarrollado en
Republica Checa, donde se aprovecha de la fuerza de gravedad para mantener agitado
el sistema. Ademads, estos Ultimos estanques tienen una menor profundidad que los
otros dos, con un rango de profundidad que van desde los 6 a 8 mm (Doucha &

Livansky, 2006, 2009) (Figura 1-2 c).



Figura 1-2. Tipos de fotobiorreactores abiertos: (a) estanques abiertos, (b) estanques
circulares poco profundos con un brazo giratorio para mezclar el cultivo, (c)
estanques inclinados poco profundos (Adeniyi et al., 2018; Doucha & Livansky,

2006; Mata et al., 2010)

Dentro de los tres tipos de reactores antes mencionados, las mas utilizados por la
industria son los estanques abiertos de bucle infinito (Figura 1-2 a) y los estanques
inclinados pocos profundos (Figura 1-2 c), debido a su fécil y econdmica construccion
y su bajo costo de operacion (Christenson & Sims, 2011; Doucha & Livansky, 2009).

Estos sistemas al estar abiertos al ambiente no presentan un control de temperatura,
por lo tanto, al momento de seleccionar la microalga utilizada se debe tener en cuenta
la capacidad del microorganismo de crecer en el clima de la zona. Sin embargo, estos
sistemas presentan la ventaja de no someter a las microalgas a un gran estrés
hidrodindmico, por lo que se evita la caida en el crecimiento debido a este factor.
Asimismo, estos sistemas abiertos, se han expandido debido a su facil escalabilidad

(Christenson & Sims, 2011).
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1.2.2. Fotobiorreactores cerrados

Estos sistemas a diferencia de los anteriores, no esta abiertos al ambiente, por lo tanto,
se obtiene un gran control del cultivo permitiendo el crecimiento de cualquier
microalga, independiente del clima de la zona (Borowitzka, 1999). Esta ventaja les
otorga un interés comercial por la capacidad de producir tanto, compuestos de bajo
valor (combustibles y alimentos) como compuestos de alto valor (por ejemplo: B-
caroteno y polisacaridos), independiente de las condiciones climaticas.

Al igual que los sistemas abiertos, se han explorado diversos disefios de estos
reactores pudiéndose dividir en dos grandes grupos: (1) reactores de placas planas y
(2) reactores tubulares. (Dasgupta et al., 2010).

Los reactores de placas planas se caracterizan por ser sistemas con forma de ortoedro
de poco espesor, en los cuales la iluminacion de estos sistemas se realiza por una de
las caras anchas consiguiendo la mdaxima utilizacion de darea versus volumen
permitido por esta configuracion (Figura 1-3 a).

En cuando a los reactores tubulares, estos se pueden dividir en: cilindricos y
helicoidales (Figura 1-3 b y Figura 1-3 c). Estos reactores se caracterizan por
presentar una mayor eficiencia en la utilizacion de la luz y ser los que mejores
resultados han presentado en el proceso de produccién de biomasa (Adeniyi et al.,

2018).
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a) b) c)

Figura 1-3. Los tres tipos de reactores utilizados tipicamente para cultivar microalgas:
a) reactor de placa plana, b) reactor helicoidal, c¢) reactor de tubos concéntricos.

Elaboracion Propia

Esta mejora en el rendimiento se debe a que existe una mejor distribucion de la luz en
el sistema, acompafiado por una adecuada homogeneizacion, permitiendo que las
microalgas reciban de manera adecuada la luz y los recursos necesarios para crecer
como lo es el dioxido de carbono (COy).

En resumen, los fotobiorreactores abiertos presentan ventajas al momento de escalar
los procesos, pero presentan graves problemas de aprovechamiento de la luz,
generado que los sistemas sean limitados por la luz y la cantidad de CO; disponible
(Christenson & Sims, 2011). En contraposicion, los fotobiorreactores cerrados
solucionan estos problemas de disponibilidad de luz y de CO,, pero presentan
problemas al momento de realizar el escalamiento, provocando que los costos de
operaciones sean aproximadamente dos veces mas altos que en los sistemas abiertos
(Davis, Aden, & Pienkos, 2011). En la Tabla 1-3 se presenta una comparacion entre

los dos tipos de fotobiorreactores.
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Tabla 1-3. Comparacion entre fotobiorreactores abiertos y cerrados (Borowitzka,

1999; Mata et al., 2010).

Caracteristica

Fotobiorreactores

cerrados

Fotobiorreactores

abiertos

Control de contaminacion

del cultivo

Facil de controlar

Dificil de controlar

evaporacion del sistema

Riesgo de contaminacion Reducido o bajo Alto
. . Bajo o nulo mezclado del
Mezclado del sistema Uniforme _
sistema
Eficiencia en la utilizacién ‘
Alto Bajo
de la luz
. o Bajo a alto estrés .
Estrés hidrodindmico . . Bajo
dependiendo del disefio
Tasa promedio de ‘
Baja Alta

Escalamiento Dificil de escalar Faciles de escalar
Densidad poblacional )

_ Alta Baja
(células de microalgas)
Inversion Alta Baja
Costos de operacion Altos Bajos
Transferencia de gases Alta Baja
Control de temperatura Alto Bajo/Nulo

1.3. Factores que influyen en la produccion de la biomasa

Entre los aspectos a optimizar en los reactores cerrados se encuentran tanto
parametros de construcciéon como factores externos controlables (Figura 1-4) que
impactan directamente en la tasa de crecimiento de la biomasa de microalgas y en la

composicion de esta misma biomasa. Por lo tanto, encontrar un equilibrio o una zona
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optima de estos factores para cada microalga es fundamental para lograr disminuir los

costos de operacion de los sistemas de cultivo cerrados.

)

Método de cultivo

Temperatura ! ‘ I

Microalga

°F
oC

e

Nutrientes

VA

Y
A £TA

Acid - :
cido Basico Intensidad
Valor de pH de la luz

A
y

Figura 1-4. Factores que afectan el crecimiento y la composicion de las microalgas

(Chia et al., 2018).

1.3.1. Temperatura

La temperatura es uno de los factores que afecta tanto la tasa de crecimiento de las
microalgas como la composicion bioquimica de esta, siempre y cuando no exista una
limitacion por COz ni limitacion por disponibilidad de la luz (Pulz, 2001), teniendo
una influencia en estos factores de un 7 a 9% (Converti, Casazza, Ortiz, Perego, &
Del Borghi, 2009).

De este factor se ha determinado que un gran nimero de microalgas tiene su rango
optimo de operacion entre los 20 a los 25°C (Chia et al., 2018). Mas, existen

microalgas que pueden sobrevivir en condiciones ambientales de bajas temperaturas,
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como es el caso de Chlorella vulgaris que puede crecer a una temperatura de 4°C
(Bartosh & Banks, 2007), caracteristica importante si lo que estamos buscando es la

reduccion de costos de operacion.

1.3.2. Efecto del pH

El pH del medio de cultivo no tiene un impacto en la composicion de la biomasa de
las microalgas significativo, pero si tiene un efecto en la supervivencia de las
microalgas (Chia et al., 2018).

El efecto del pH ocurre en los procesos bioldgicos que realiza la microalga, como lo
son la absorcién de CO., iones y nutrientes, funciones intracelulares y de la pared
celular asociados a enzimas fotosintéticas (Juneja, Ceballos, & Murthy, 2013). Por
ejemplo, el pH acido altera la capacidad de absorcidon de nutrientes, mientras que pH
altamente alcalinos reduce la afinidad por el COz retrasando el ciclo celular (Juneja et
al., 2013).

Debido a estos efectos es importante mantener a las microalgas en los rangos 6ptimos
de pH y temperatura (en la Tabla 1-4 se presentan rangos Optimos de las microalgas

mas estudiadas).
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Tabla 1-4. Rangos testeados y optimos de temperatura y pH de diversas cepas de

microalgas

Cepa

Temperatura

estudiada (°C)

Temperatura

optima (°C)

pH
estudiado

pH

optimo

Referencia

Dunaliella
salina

15-30

20-25

Celekli &
Donmez,
2006; W,
Duangmanee,
Zhao, & Ma,
2016; Ying,
Gilmour, &
Zimmerman,
2014

Dunaliella
tertiolecta

12 -28

20-25

73-93

7,4-78

Goldman,
Riley, &
Dennett, 1982;
Rukminasari,
2013; Sosik &
Mitchell, 1994

Chlorella
vulgaris

20-30

25-30

3-10

7,5-8

Gong, Feng,
Kang, Luo, &
Yang, 2014;
Kessler, 1985;
Rachlin &
Grosso, 1991,
Serra-Maia,
Bernard,
Gongalves,
Bensalem, &
Lopes, 2016;
Sharma,
Singh, &
Sharma, 2012

Isochrysis
galbana

10-25

18-22

Molina Grima,
Sanchez Pérez,
Garcia
Sanchez,
Garcia
Camacho, &
Lépez Alonso,

1992
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Tabla 1 4. Continuacion

Temperatura Temperatura pH pH .
Cepa . . ) ) Referencia
estudiada (°C) | optima (°C) |estudiado| Optimo

Bartley,
Boeing,
Dungan,
10-35 25-30 5-10 7,5-8 Holguin, &
Schaub, 2014;
Van Wagenen
etal., 2012
Belkin &
Boussiba,
1991; Goksan,
Zekeriyaoglu,
& Ak, 2007;
Ismaiel, El-
Ayouty, &
Piercey-
Normore,
2016

Nannochloropsis
salina

Spirulina

platensis 16 — 50 35-40 7-11 9-95

1.3.3. Nutrientes disponibles

La disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo es fundamental para que las
microalgas puedan realizar los ciclos bioldgicos, ya que ellas utilizan estos nutrientes
como materia prima para convertirlos en carbohidratos y lipidos, estos tltimos son los

que se desean producir para obtener combustibles.

En el caso de las microalgas mencionadas en la Tabla 1-4, el compuesto que utilizan
como fuente de carbono es el didéxido de carbono (CO.). Este compuesto es agregado
al medio de cultivo ya sea de la atmosfera o bien a través de un sistema de inyeccion

de flujo controlado, esta segunda alternativa generalmente es implementada debido a
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que el aire atmosférico no cuenta con la cantidad suficiente de CO> para mantener el

medio del cultivo estable (Christenson & Sims, 2011).

Adicionalmente, con el sistema de inyeccion de CO; es posible realizar la remocion
de oxigeno gaseoso (O2), compuesto que es producto de la fotosintesis y que puede
promover fotooxidacion cuando existe la presencia de luz (Carvalho & Meireles,
2006).

En conjunto con estos gases, existen micronutrientes que se deben adicionar al medio
de cultivo con el fin de mantener y/o potenciar el crecimiento de las microalgas, como
lo son el hierro (Fe), magnesio (Mg), calcio (Ca), sodio (Na), potasio (K), cobre (Cu),
manganeso (Mn), entre otros nutrientes (Chia et al., 2018; Ozgiir et al., 2010; Uyar,

Schumacher, Gebicki, & Modigell, 2009).

1.3.4. Intensidad de la luz

Finalmente, la intensidad de luz es uno de los factores que mas se estudia debido al
impacto directo que tiene este factor en la fotosintesis (Chia et al., 2018). De hecho, la
intensidad de luz y el uso eficiente de la luz son parametros fundamentales al
momento de disefar el reactor en el cual se va a cultivar las microalgas ya que
determinan tanto el parametro econdmico como el de produccion.

Esta iluminacion en los fotobiorreactores cerrados puede ser entregada tanto por el sol
como por un sistema de iluminacion artificial. Estos ultimos sistemas han adquirido
popularidad debido a la posibilidad de suministrar colores especificos de luz (Pulz,

2001).
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Esta iluminacion, independiente del tipo seleccionado, debe mantener un equilibrio
entre la condicidon de saturacion y de inhibicion por luz por de la microalga, ya que,
estos factores impactan directamente en la tasa de crecimiento especifico de la

biomasa (ver Figura 1-5)

I Tasa maxima de crecimiento especifica
) 11— 4—————— Regiodn de fotoinhibicion =—
=
Q
£
'S
O
S
Q
(7]
© Mmax
S 2
=
Q
Q
Qo
qJ e
© Constante de saturacién de luz
(%]
=

0

Intensidad de luz —

Figura 1-5. Representacion esquematica de la variacion de la tasa especifica de

crecimiento con respecto a la intensidad de la luz (Chisti, 2007)

A pesar de todos los estudios, todavia no existe suficiente claridad de como la luz
interactia de manera concreta con la geometria del reactor y el crecimiento de las
microalgas (Chia et al., 2018), volviéndose uno de los desafios mas importante a

resolver con el fin de optimizar los cultivos de microalgas (Adeniyi et al., 2018)

1.4. Fenomeno de transferencia de luz en fotobiorreactores

Tal como se menciond en la seccion anterior, existen muchos estudios sobre el
comportamiento de la luz en fotobiorreactores y las ecuaciones matemadticas que

permiten describir dicho comportamiento. Dentro de los modelos disponibles para
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determinar la variacion de la luz en el fotobiorreactor existen 3 modelos que son los
mas destacados: (1) ley de Beer-Lambert, (2) aproximacién de dos flux y (3) la
ecuacion general de transferencia radiativa (RTE por su sigla en inglés) (Gao, Kong,

& Vigil, 2018b).
1.4.1. Ley de Beer-Lambert

Es la ecuacion clasica mas utilizada para modelizar fotobiorreactores cerrados, debido
a su facil implementacién computacional (Gao, Kong, & Vigil, 2018a; Luo & Al-
Dahhan, 2012; Merchuk & Wu, 2003; Sato, Yamada, & Hirabayashi, 2010). Esta ley

se puede expresar de la siguiente manera:

dI,
E:_#A.X.Ij (1'1)

Donde, I es la intensidad de luz asociado a una longitud de onda especifica 4

expresada en W m™, 7" es el camino recorrido por la luz expresado en metros (m), &
corresponde a la constante de extincion de la luz asociada a una longitud de onda
especifica 4 (m2 g) y X corresponde a la concentracion de la microalga en el sistema
(g m?).

La ecuacion 1-1 se ha utilizado en un amplio rango de concentraciones de biomasa, y
para ello se han realizado pequefias modificaciones a la ecuacion con el fin de poder
ajustar los parametros del modelo a los datos experimentales, por ejemplo, se realiza

una funcién lineal o hiperbolica para la constante de extincion de la luz (Acién
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Fernandez, Garcia Camacho, Sanchez Pérez, Fernandez Sevilla, & Molina Grima,

1997; Akehata & Shirai, 1972; Luo & Al-Dahhan, 2004).

1.4.2. Aproximacion de dos flux

Debido a que la ley de Beer-Lambert desprecia los fenomenos de transmision,
refleccion y refraccion de la luz que realizan las microalgas, Cornet y sus
colaboradores (1994; 1995) proponen una modificacion para poder aproximar de

mejor manera el comportamiento de la luz frente a las microalgas.

1.4.3. Ecuacion de transferencia radiativa (RTE)

La ecuacion de transferencia radiativa (RTE) incluye de manera explicita los términos
de absorcion, emision y dispersion de la luz, permitiendo determinar las variaciones
de la irradiancia en todas las direcciones espaciales (Gao, Kong, & Dennis Vigil,
2017a, 2017b). Sin embargo, aumenta la complejidad computacional para resolver las

ecuaciones.

1.5. Hipdtesis y objetivos del estudio

La hipotesis de esta tesis es que, a través de modelos computacionales es posible
predecir el comportamiento de un fotobiorreactor cerrado, en especifico, el

crecimiento y la variacion de la luz al interior de estos.
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El objetivo general de esta tesis es desarrollar un modelo matematico que prediga la
variacion de la intensidad de luz y el crecimiento de las microalgas al interior de un
fotobiorreactor de tubos concéntricos de iluminacidn interna.

Los objetivos especificos son:

1) Desarrollar las ecuaciones matematicas que gobiernan el fendmeno de la
variacion de la luz en un fotobiorreactor de tubos concéntricos de iluminacion
interna y su impacto en el crecimiento de las microalgas.

2) Comparar diversos modelos matematicos aplicados al fendémeno de la
transferencia de luz y su capacidad para predecir el comportamiento real del
fotobiorreactor.

3) Establecer un método oOptimo de cultivo de los fotobiorreactores de tubos

cerrados con iluminacion interna que permita maximizar la biomasa.
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CULTIVO DE MICROALGAS EN FOTOBIORREACTORES DE

TUBOS CONCENTRICOS

2.1. Introduccion

El cultivo de microalgas se inicia, a escala de laboratorio, gracias al aporte de
Martinus Beyerinck (1890), quien logra desarrollar el primer medio de cultivo
artificial que permite el crecimiento de microalgas en un ambiente controlado,
permitiendo el desarrollo de nuevos medios de cultivos y el estudio bioquimico de las
microalgas.

En los 100 afios de investigacion sobre microalgas se ha determinado que existen mas
de 50.000 especies, pero solo se han estudiado en profundidad 20.000 especies
(Bharathiraja et al., 2015). Dentro de las especies estudiadas, 2.300 son las mas
comunes en la naturaleza y, por tanto, son las que presentan un mayor numero de
publicaciones (Mata, Martins, & Caetano, 2010; Adeniyi, Azimov, & Burluka, 2018).
Elegir una especie para cultivar no es una tarea sencilla, ya que hay que tener en
cuenta las condiciones climaticas, la disponibilidad luminica, el producto que se
quiere obtener de estas, entre otros factores (Chew et al., 2018).

Ademas, una vez seleccionada la mejor especie, se debe tener en cuenta los nutrientes
minimos necesarios que permita el desarrollo de la microalga, ya que se ha
demostrado que existen compuestos que afectan directamente en la tasa de
crecimiento, como por ejemplo el hierro y el molibdeno (Christenson & Sims, 2011;

Ozgiir et al., 2010; Rodionova et al., 2017; Rukminasari, 2013).
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Y, en conjunto con la eleccion del medio de cultivo, se debe tener en cuenta las
condiciones de cultivo como por ejemplo si el cultivo necesita de un sistema de
agitacion continuo.

Debido a estos factores, primero hay que analizar las distintas especies de microalgas
disponibles, luego se debe evaluar las condiciones de cultivo en escala de laboratorio
y posteriormente estudiar las condiciones que se deben agregar al sistema para

mantener el cultivo en fase exponencial.

2.2. Caracteristicas de microalgas verdes

Como primer paso se debe hacer un analisis de las microalgas disponibles con tal de
seleccionar la mas adecuada. En el Laboratorio de Energias Renovables y Residuos
(LEER) principalmente se disponen de 3 especies de microalgas distintas:

o Dunaliella tertiolecta

e Chlorella vulgaris

e Nannochloropsis sp.

Estas tres especies de microalgas originalmente provienen de Grupo de Investigacion
Microalgal del Departamento de Botanica de la Universidad de Concepcion
(FICOLAB), y en el LEER se ha cultivado y mantenido estas cepas por mas de 3
afos, por lo tanto, ya se ha superado la fase adaptativa de las cepas al nuevo ambiente

de cultivo.
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2.2.1. Chlorella vulgaris, 1a primera microalga estudiada

Tal como se menciond anteriormente, Chlorella vulgaris, fue la primera especie de
microalga que se logr6 aislar y cultivar en un laboratorio (Beyerinck, 1890).

Este microorganismo adquirié popularidad al inicio de los afios 1900 debido a su alto
contenido proteico (de aproximadamente un 55% de su peso seco), y, en
consecuencia, la posibilidad que tiene de poder generar alimentos no convencionales
y farmacos (Kitada et al., 2009; Safi et al., 2014). Ademas, es posible destacar la
capacidad de generar lipidos que se pueden procesar para obtener biodiesel
(Mathimani, Senthil Kumar, Chandrasekar, Uma, & Prabaharan, 2017; Safi et al.,

2014; Xaaldi Kalhor, Mohammadi Nassab, Abedi, Bahrami, & Movafeghi, 2016).

2.2.1.1.  Principales caracteristicas y produccion de C. vulgaris

C. vulgaris es una célula con un didmetro entre 2 a 10 um (Safi et al., 2014;

Vander Wiel et al., 2017).

Adicionalmente, este organismo fotosintético tiene pigmentos como clorofila a,
clorofila b y carotenoides, siendo clorofila a el pigmento que se encuentra en
mayor concentracion, en condiciones normales de cultivo (Hynstova et al., 2018;

Kulkarni & Nikolov, 2018).

Para cultivar este microorganismo se han probado diferentes sistemas de
produccion, determinando que se pueden cultivar estos en presencia de NOx y

CO2 en el medio de cultivo y con ciclos de iluminacion de luz. Aun asi, se ha
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demostrado que se posible cultivar estas microalgas en ausencia de luz, pero con
una constante alimentacion de una fuente de carbono, como por ejemplo glucosa,

acetato, glicerol y glutamato (Liang, Sarkany, & Cui, 2009; Safi et al., 2014).

Sin embargo, se ha determinado que los cultivos en luz son mas productivos en
términos de biomasa y de compuesto de interés (contenido lipidico) (Liang et al.,

2009).

2.2.1.2. Condiciones minimas de cultivo para C. vulgaris

Esta microalga es posible cultivarla en medios basados en agua fresca (Griffiths,
Van Hille, & Harrison, 2014; Jin Liu & Chen, 2016; Ordég et al., 2016) como en
agua de mar (Luangpipat & Chisti, 2017; Matos et al., 2015). De ambos medios,
el primero ha sido el mas estudiado debido a que C. vulgaris no es una cepa
resistente a altas concentraciones de salinidad. De hecho, Matos y sus
colaboradores (2015) determinaron el efecto de la salinidad en la productividad de
la biomasa aumentando la conductividad del medio de cultivo y observando una

reduccion del crecimiento en un 80%.

Sin embargo, en estudios més recientes se determina la capacidad de C. vulgaris
de mantener un nivel de productividad de biomasa similar que cuando se utiliza
medio de cultivo basado en agua fresca, incluso llegando a aumentar la
productividad de lipidos, pero provoca un aumento de la demanda de nutrientes

por parte de la microalga (Luangpipat & Chisti, 2017; Shen et al., 2015).
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Los nutrientes minimos necesarios son sodio, potasio, nitratos, fosfatos y
elementos metalicos como el fierro, cobalto y molibdeno (Blair, Kokabian, &

Gude, 2014; Luangpipat & Chisti, 2017).

Finalmente, C. vulgaris al ser una microalga verde fotosintética necesita de luz para
obtener la energia necesaria para realizar la fotosintesis. Asi, a lo largo de los afios, se
ha determinado que el crecimiento estdndar de esta microalga se debe hacer a un nivel
de iluminacion cercano a los 3000 lux (3000 ed - s - m~?) en luz blanca (Bazdar,
Roshandel, Yaghmaei, & Mardanpour, 2018) con una irradiancia promedio de 200 +

50 umol-m~2 - s~! (Singh & Singh, 2015).

2.2.2. Nannochloropsis sp., 1a productora de lipidos

Esta microalga, a diferencia de C. vulgaris, ha adquirido interés debido a su alto
contenido lipidico, en donde, en promedio, una célula de Nannochloropsis

contienen entre un 25-45% de lipidos (Chua & Schenk, 2017).

En especifico estos lipidos corresponde a acidos grasos poliinsaturados, que se
utilizan principalmente para la produccion de 4cido eicosapentaenoico, compuesto
utilizado como farmaco para el tratamiento de hiperlipemia (presencia de altos
niveles de lipidos en la sangre), ademas estos acidos grasos poliinsaturados se

pueden utilizar para la produccion de biodiesel (Junying Liu, Song, & Qiu, 2017).
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2.2.2.1. Caracteristicas generales de Nannochloropsis sp.

Nannochloropsis es un alga unicelular esférica o ligeramente ovoidal no flagelada,
con un diametro promedio de 2 a 5 um, que se caracteriza por poseer en su
interior Unicamente clorofila a y violaxantina como pigmentos (Chua & Schenk,

2017; Junying Liu et al., 2017).

Adicionalmente, si bien esta microalga principalmente se encuentra en agua de
mar, lugar donde presenta su mayor tasa de crecimiento y productividad, también
se ha encontrado la posibilidad de cultivar este organismo en agua fresca y agua

salobre (Chua & Schenk, 2017; Fawley & Fawley, 2007).

2.2.2.2. Condiciones minimas de cultivo para Nannochloropsis sp.

Tal como se ha mencionado antes, esta microalga es posible cultivarla tanto en agua
fresca como en agua de mar, sin embargo, como sus mayores productividades son en
agua de mar (Chew et al., 2018; Singh & Singh, 2015; Bartley, Boeing, Corcoran,
Holguin, & Schaub, 2013; Khatoon et al., 2014).

Con respecto a los nutrientes minimos que deben estar presentes en el medio de
cultivo estos corresponden a nitratos, fosfatos, sodio y potasio, ademés de algunos
metales como hierro (Camacho-Rodriguez et al., 2013; Janssen et al., 2018; Pal,
Khozin-Goldberg, Cohen, & Boussiba, 2011).

En complemento a los nutrientes minimos necesarios mencionados, esta microalga

necesita de un sistema de i1luminacion, donde de manera estandar se ha utilizado una
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irradiancia igual a 200 pmol-m~2-s~! (Wahidin, Idris, & Shaleh, 2013). Sin
embargo, se ha determinado que el Optimo de irradiancia es menor y
aproximadamente toma un valor igual a 100 pmol-m™2-s~! (Vadiveloo,
Moheimani, Cosgrove, Bahri, & Parlevliet, 2015; Wahidin et al., 2013), por ello, al
momento de cultivar Nannochloropsis sp. se debe tener en consideracion el valor de

la irradiancia.

2.2.3. Dunaliella tertiolecta, una microalga simple pero resistente

Las microalgas del género Dunaliella han adquirido interés en el mundo debido a
que su pared celular no es rigida como en es el caso de las microalgas anteriores y
por tanto es posible utilizarla para hacer transformaciones genéticas (Norzagaray-
Valenzuela et al., 2018). Adicionalmente, estos organismos son halotolerantes, es
decir, que son capaces de vivir en medios con altas concentraciones de salinidad

(Borowitzka, 2013).

En adicion al interés que hay en este microorganismo debido a las aplicaciones
genéticas, también se ha visto que Dunaliella tertiolecta es capaz de sintetizar
compuestos bioactivos de alto como [-caroteno, compuestos fendlicos y
polisacaridos. También, las proteinas de D. tertiolecta y sus hidrolizados se han
descritos como compuestos antioxidantes (Norzagaray-Valenzuela et al., 2018,

2017).
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En conjunto con lo antes mencionado, D. tertiolecta se ha propuesto como una
buena fuente de biocombustibles debido a su elevada tasa de produccion de
lipidos y su elevada tasa de remocion de CO; (Francavilla, Kamaterou, Intini,

Monteleone, & Zabaniotou, 2015).

Finalmente, se ha propuesto el uso de esta microalga como bioindicador debido a
su capacidad de crecer en una gran diversidad de condiciones y la alta sensibilidad
de su crecimiento debido a cambio en la composicion de su medio de cultivo

(Hosseini Tafreshi & Shariati, 2009).

2.2.3.1. Caracteristicas generales de D. tertiolecta

Esta microalga verde es radicalmente simétrica de forma elipsoidal y en algunos
casos ovaladas (Borowitzka & Siva, 2007) y que presenta un largo promedio entre
9.5y 12.5 pm y un ancho entre 7 y 8 pm (Borowitzka & Siva, 2007). Y que
diferencia de las microalgas anteriores, esta microalga es biflagelada, por lo tanto,
al momento de realizar mediciones en microscopio es necesario fijar la muestra
para evitar el movimiento de las células (Borowitzka & Siva, 2007; Hosseini

Tafreshi & Shariati, 2009).

Con respecto a pigmentos, esta microalga ademds de poseer clorofila a y b,
también tiene carotenoides como a-caroteno, B-caroteno, violaxantina, neoxantina,

zeaxantina y luteina (Hosseini Tafreshi & Shariati, 2009), por lo que es posible
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suponer que esta microalga puede crecer en un amplio espectro de longitudes de

onda

2.2.3.2. Condiciones minimas de cultivo para D. tertiolecta

D. tertiolecta al ser una microalga marina crece en agua salada y como es
halotolerante resiste medios con una concentracion de hasta 12% peso/volumen
(p/v) de cloruro de sodio (NaCl) (Borowitzka & Siva, 2007). Sin embargo, para el
caso de esta especie en particular se ha determinado que el valor optimo de
salinidad es igual a 3% p/v, que es el valor de salinidad estdndar en el mar

(Borowitzka & Siva, 2007).

Con respecto a los nutrientes necesarios para crecer se sabe que D. tertiolecta es
autotrofica, por lo que un cultivo con una adecuada fuente de CO> deberia ser
capaz de operar sin mayores inconvenientes (Hosseini Tafreshi & Shariati, 2009),
pero de todas maneras de forma preventiva se adiciona una fuente de carbono de

carbono inorganica en forma de bicarbonato de sodio (NaHCO3).

Con respecto a los demas nutrientes al igual que las anteriores microalgas se debe
suministrar una fuente de nitrato, fosfato, sulfuros y algunos metales como hierro
y manganeso (Hosseini Tafreshi & Shariati, 2009; Kumar, Guria, Chitres,

Chakraborty, & Pathak, 2016; Mathimani et al., 2017).
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Finalmente, la irradiancia estandar utilizada para cultivar este microorganismo

2

alcanza un valor igual a 200 pumol-m~2-s!. Sin embargo, también se ha

encontrado que al aumentar dicho valor estindar a 500 pmol-m™2-s71, el

crecimiento de la biomasa aumenta (Xu, Ibrahim, & Harvey, 2016), por lo tanto,
la decision de utilizar un valor u otro se transformar en tratar de equilibra el coste
econémico que implica dicho aumento versus la disminucion de tiempo

provocado por dicho aumento.

2.3. Descripcion experimental

En escala laboratorio se plantea un experimento que permite determinar el efecto
de diversos colores en el crecimiento celular para asi poder seleccionar dos

colores significativos que puedan ser utilizando en la escala piloto.

En escala piloto se utilizaron reactores concéntricos de iluminacién interna, ya que
ha demostrado ser la configuracidon mas eficiente en términos de consumo

energético versus crecimiento celular (Dasgupta et al., 2010).

La idea principal de utilizar estos reactores concéntricos es obtener datos en
reactores por sobre los 5 litros de volumen de operacion con el fin de determinar
las principales complicaciones al momento de operar un reactor en escala
industrial y estudiar el efecto de dos longitudes de ondas sobre el crecimiento de

las microalgas.
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En el proceso de seleccion de las dos longitudes de ondas utilizadas en los
reactores de 8 litros, se priorizo las dos longitudes monocromaticas que fueran
absorbidas en mayor proporcion por clorofila a (Figura 2-1) (Y. Li, Scales,
Blankenship, Willows, & Chen, 2012; Zang, Sommerburg, & van Kuijk, 1997),

debido a su gran presencia en las tres microalgas seleccionadas.

Clorofila a

Clorofila b

Beta-caroteno

Absorcion

Suma de los pigmentos

LK\

300 400 500 600 700
Longitud de onda (mn)

Figura 2-1. Espectro de absorcion de los tres pigmentos mas importantes presentes en

microalgas: clorofila a, clorofila » y g-caroteno (Y. Li et al., 2012; Zang et al., 1997)

2.3.1. Disefio experimental

2.3.1.1.  Medio de cultivo y condiciones ambientales de cultivo

Si bien existen medios especificos para potenciar el crecimiento de cada una de
las microalgas seleccionadas, se decidid utilizar un Unico medio de cultivo
estandar que permite el crecimiento de las tres microalgas para poder apreciar los

efectos de las diversas longitudes de ondas.



44

El medio estandar seleccionado es una modificacion del medio conocido como f/2
(Guillard & Ryther, 1962), que se compone de los siguientes componentes: NaNO3
(8.82 x 107* M), NaH,PO4H,0 (3.62 x 107> M), FeCl36H.0 (1.17 x 107> M),
Na;EDTA2H,0 (1.17 x 107> M), CUSO45H20 (3.93 x 1078 M), Na;MoO42H,0
(2.60 X 108 M), ZnSO47H20 (7.65 x 1078 M), CoClL,6H,0 (4.20 x 1078 M),
MnCLL4H20 (9.10 x 1077 M), clorhidrato de tiamina (2.96 X 10”7 M), biotina
(2.05 x 102 M), cianocobalamina (3.69 x 1071% M) y NaCl (5.82 x 10! M). Este
medio es una modificacion original ya que carece de silicio.

Las condiciones ambientales de la habitacién se mantuvieron haciendo uso de un
sistema de aire acondicionado permitiendo que la temperatura ambiente sea igual a

21 + 1 °Cy la humedad relativa sea igual a 30 + 5%.

2.3.1.2.  Experimentos en escala de laboratorio

Como se menciond anteriormente, los experimentos en escala laboratorio se
utilizo para determinar los efectos de la longitud de onda en el crecimiento de las
microalgas. Para ello se sembraron las tres microalgas en matraces Erlenmeyer de
250 mL durante un periodo de 23 dias, tiempo en el cual, a cada matraz se le

expuso ante una unica fuente de eliminacion (Figura 2-2).
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Figura 2-2. Esquema del experimento en escala laboratorio sobre el impacto en el
crecimiento de diversos colores en el crecimiento de las microalgas: (a) Sepa control
iluminada con luz blanca fluorescente, (b) Sepa iluminada con led SMD 5050 de
color azul, (c) Sepa iluminada con led SMD 5050 de color morado, (d) Sepa
iluminada con led SMD 5050 de color naranja, (¢) Sepa iluminada con led SMD 5050
de color blanca, (f) Sepa iluminada con led SMD 5050 de color verde, (g) Sepa

iluminada con led SMD 5050 de color rojo (Elaboracion propia).

Para la iluminacion de los sistemas se utilizaron luz blanca fluorescente y luces led
SMD 5050, que corresponden al tipo de led mas comin en el mercado. Las luces led
SMD 5050, presentan una dimension estandar del diodo de 5 mm X 5 mm y una
luminosidad promedio de 20 lumen. En adicion a la informacion ya conocida del led,
en necesario caracterizar la energia emitida por cada uno de los colores, para ello se
utilizé en espectrografo StellarNet modelo Black-Comet-SR que permite medir la luz
tanto en el espectro visible como el ultravioleta (220-1100 nm).

Las mediciones de cada fuente de luz se midieron en términos de irradiancia, es decir,

en energia emitida por unidad de area (W /m?). Con el fin de poder comparar los
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efectos de manera mas exacta en la Figura 2-3 se presenta el espectro de las diferentes

fuentes de luz y en la Tabla 2-1 se presenta la irradiancia entregada por cada fuente de

luz.
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220 320 420 520 620 720 820 920 1020
Longitudo de onda (nm)

----- Fluorescente Azul

Morado Naranja Blanco Verde Rojo

Figura 2-3. Espectro de las distintas fuentes de luz utilizadas en las microalgas

(Elaboracion propia)
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Tabla 2-1. Irradiancia medida para cada una de las fuentes de luz

Tipo de fuente de luz Irradiancia (W /m?)
Luz fluorescente blanca (Control) 1.3408 + 0.0616
Luz led SMD 5050 azul 0.9713 £ 0.0450
Luz led SMD 5050 morado 1.3589 + 0.0427
Luz led SMD 5050 naranja 0.1830 + 0.0426
Luz led SMD 5050 blanca 0.9175 + 0.2054
Luz led SMD 5050 verde 0.2438 + 0.0167
Luz led SMD 5050 roja 0.2141 4+ 0.0091

2.3.1.3.  Experimentos en escala de laboratorio

En este experimento se emplearon reactores con un volumen de control de 8 L. Estos
reactores son tubulares de iluminacion interna con un radio interno de 3 cm y un
diametro externo de 7.8 cm (Figura 2-4). Ademas, a estos reactores se le anadieron
deflectores con el fin de poder forzar el flujo y asi conseguir un patron de flujo
similar a un reactor airlift de recirculacion interna.

En estos reactores se sembrd la microalga D. fertiolecta debido a su capacidad de
resistir condiciones adversas permitiendo minimizar los efectos de factores
ambientales externos que no sean netamente la iluminacion de los reactores.
Adicionalmente, D. tertiolecta de las tres microalgas es la que presenta mayor
didmetro promedio facilitando no solo su proceso de medicion de densidad de cultivo

por conteo, sino que también su medicion de densidad del cultivo por biomasa seca.
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Figura 2-4. Modelo 3D de los reactores tubulares de iluminacion interna utilizado

(Elaboracion propia)

En cuanto a la iluminacion de estos reactores se seleccionaron luces led SMD 5050
monocromadticas de color azul y rojo, que son los colores que mas se absorben por la
clorofila @ (Ver Figura 2-1).

Esta fase del experimento se realizd en la misma habitacion que se utilizd en las
experiencias en escala de laboratorio, por lo tanto, las condiciones ambientales se
mantienen. Sin embargo, a diferencia de los matraces, estos reactores tubulares se
mantenian con agitacion utilizando un sistema de bombeo de aire con un caudal de 12
litros por minuto.

En estos reactores se opté por un mezclado por bombeo utilizando aire ambiente
debido a los dafios que puede provocar en la célula de una microalga la agitacion

mecanica (Jin Liu & Chen, 2016; Sobczuk, Camacho, Grima, & Chisti, 2006), mas



49

aun en una microalga como D. fertiolecta ya que carece de una pared celular rigida

(Silva, Cortinas, & Ertola, 1987).

2.3.2. Protocolo de muestreo de la biomasa y la irradiancia

2.3.2.1. Medicion de la biomasa

La medicién de la biomasa es fundamental para poder realizar las curvas de
crecimiento cinético de las diversas cepas estudiadas, por lo cual, una inadecuada
medicion puede llevar a resultados errdneos en el crecimiento y, posteriormente, una
decision errada ya sea en el disefio del reactor o bien en la forma de operacion de
estos.
En los experimentos en escala laboratorio se realizaron mediciones periddicamente de
biomasa en base a conteo de las microalgas bajo microscopio (Motic serie BA310)
utilizando una cdmara de Neubauer de doble reticulo (Hirschmann®) siguiendo los
protocolos estandares (Chen, Fan, Zhang, Mei, & Wang, 2018; Surkatti & Al-Zuhair,
2018) que se describen a continuacion:
1. Tomar muestra de 1 mL de cada cultivo bajo cabina de flujo laminar
(Shisaeng modelo SCBN-1030(1300)).
2. Anadir a cada muestra de cultivo una gota solucion de Lugol al 5% v/v que
permite fijar las células y tefiirlas para facilitar su conteo.
3. Mezclar la soluciéon obtenida hasta homogeneiza utilizando un agitador

vortex (Boeco modelo V1 plus).
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De la muestra homogénea se toma 10 uL de solucidn y se agrega a la camara
de Neubauer de doble reticulo (Hirschmann®) en el monticulo central.
Se realiza el conteo de las células a través de uno de los reticulos bajo

microscopio (Motic serie BA310) con el ocular 40x.

La eleccion de esta forma de medicion de la densidad del cultivo se basa en que se

desea evitar la recarga de sustrato en los cultivos para asi poder apreciar solo el efecto

de los colores en el crecimiento de las microalgas.

Con respecto a las mediciones de la biomasa en los cultivos en escala piloto es dificil

realizar medidas a través de conteo debido a la falta de representatividad de una

muestra de 1 mL, por lo cual, se decide cuantificar la biomasa de manera diaria

mediante peso seco utilizando filtros de membrana de acetato de celulosa con un

diametro de poro de 0.2 um y diametro del filtro igual a 47 mm (Sartorius™) y se

realiza el siguiente protocolo estandar (Alkarawi, Caldwell, & Lee, 2018; Schoepp et

al., 2015; Zhu & Lee, 1997):

a)

b)

d)

Lavar los filtros con agua destilada y secarlos en una estufa (Sartorius™
modelo MA35) una temperatura de 85 °C por un periodo de 6 horas y
pesarlos en una balanza analitico de 4 decimales hasta verificar que el peso
permanece constante.

Tomar una muestra de 45 mL desde los fotobiorreactores cerrados,
homogenizar la muestra y filtrar en los filtros de peso conocido.

Colocar las muestras filtradas en la estufa (Sartorius™ modelo MA35) a una
temperatura de 85°C durante un periodo de al menos 10 horas.

Pasar los filtros a un desecador por un periodo de 1.5 horas
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e)  Pesar rapidamente los filtros en una balanza analitica de 4 digitos (Yoke
Instrument modelo SY304C)

f)  Por diferencia entre el peso del filtro seco que fue lavado con agua destilado
(PFL) y el peso del filtro con la muestra seca (PFM) es posible obtener la

cantidad de masa presente en el cultivo, para ello se sigue la siguiente

férmula:
PFL (g) — PFM(g)
] = 2-1
Biomasa seca (g /L) 0045 L (2-1)
2.3.2.2. Medicion de irradiancia en los biorreactores cerrados

Ademas de medir el crecimiento de la biomasa en el tiempo en necesario entender
como los sistemas se van oscureciendo en el tiempo, para ello se realiza una medicion
diaria de la irradiancia a una altura media del reactor (aproximadamente a una altura
de 30 cm) haciendo uso de un espectrometro de luz visible y ultravioleta StellarNet
modelo Black-Comet-SR. Estas mediciones se realizaron por triplicado para
determinar el ruido de la medicion.

En esta seccion es importante destacar que no se realizan mediciones en los matraces
de 250 mL debido al volumen estudiado, ya que el area superficial entregada por el
matraz es lo suficientemente grande para evitar el efecto del oscurecimiento presentes

en los cultivos en matraces.
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2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Crecimiento de las microalgas ante diferentes colores

En el proceso de monitoreo se elaboran imagenes de la evolucion de los cultivos ante
los diferentes colores de luz (Figuras 2-5 — 2-7). En las Figuras 2-5 — 2-7 es posible
apreciar que las microalgas estudiadas son fuertemente impactadas por los colores de
iluminacion a los que se enfrenta, determinado que excluyendo la luz fluorescente,
que corresponde al control, la luz monocromadtica de color azul es la longitud de onda

que maximiza la densidad optica.

En la Figura 2-7 es posible apreciar que Nannochloropsis sp. en luces
monocromaticas se retarda la fase marron/amarilla caracteristica de esta cepa (Hu et
al., 2015; Pal et al.,, 2011). Esta situacion es posible explicarla atribuyendo que
durante el proceso de crecimiento de Nannochloropsis sp. esta desarrolla pigmentos
que provocan el cambio de color externo debido a un estrés generado en la microalga
por a la imposibilidad estérica de seguir creciendo dado que cuenta con todas las
longitudes de ondas necesarias para crecer. Sin embargo, ante luces monocromaticas
durante todo el proceso de crecimiento la microalga presenta deficiencia de ciertas

longitudes de onda provocando que dicho estrés o bien se atenué o sea inexistente.
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Control Azul Morado  Naranja Blanco Verde Rojo

(b)

Figura 2-5. Efecto de diversos colores en el crecimiento de D. tertiolecta: (a) estado
inicial de los cultivos en el dia 1, (b) estado de los cultivos en el dia 10, (c) estado

final de los cultivos al dia 30
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Control Azul Morado Naranja Blanco Verde Rojo

(a)

Figura 2-6. Efecto de diversos colores en el crecimiento de C. vulgaris: (a) estado
inicial de los cultivos en el dia 1, (b) estado de los cultivos en el dia 13, (c) estado

final de los cultivos al dia 30
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Control Azul Morado Naranja Blanco Verde Rojo

(a)

Figura 2-7. Efecto de diversos colores en el crecimiento de Nannochloropsis sp.: (a)
estado inicial de los cultivos en el dia 1, (b) estado de los cultivos en el dia 13, (c)

estado final de los cultivos al dia 31

En adicion, a la verificacion de la diferenciacion del crecimiento mediante
inspeccion optima, se tomaron las muestras de los matraces para poder obtener la
concentracion de biomasa del cultivo haciendo uso de la metodologia del conteo

con camara de Neubauer, permitiendo obtener las Figuras 2-8 — 2-10
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Figura 2-8. Variacion temporal del crecimiento de D. tertiolecta debido a los efectos

de diferentes colores.
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Figura 2-9. Variacion temporal del crecimiento de C. vulgaris debido a los efectos de

diferentes colores.
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Figura 2-10: Variacioén temporal del crecimiento de Nannochloropsis sp. debido a los

efectos de diferentes colores.

Con estas curvas es posible verificar que al hacer uso de luces de colores naranja y
verde no es posible apreciar un crecimiento significativo de las microalgas, por lo
cual es posible recomendar que en proximos sistemas de iluminacion es necesario
priorizar la longitud de onda que corresponde al color azul. Esta situacion se
condice con lo presentado por Blair et al. (2014) y Das, Lei, Aziz, & Obbard
(2011) en donde es posible apreciar que al utilizar luz azul se obtienen las
mayores concentraciones de biomasa. Sin embargo, lo encontrado se contradice
con lo presentado por de Mooij, de Vries, Latsos, Wijffels, & Janssen (2016), en
donde se presenta que el mejor color que permite maximizar la biomasa
corresponde al color amarillo, pero a lo largo del estudio no muestra un adecuado

estudio de las fuentes de luz utilizadas para dicho estudio, observandose por
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ejemplo, que los sistemas iluminados de color amarillo se adiciondé una
iluminacion de color azul, lo cual claramente afecta la curva de crecimiento de la

microalga generando que se llegue a conclusiones erroneas.

Esta situacion anterior también fue aplicable para D. fertiolecta, especie sobre la cual
no existe estudio disponible del efecto de los colores en su crecimiento. Pero estos
efectos son explicables en esta microalga debido a su alto contenido de clorofila a y
clorofila b (Hosseini Tafreshi & Shariati, 2009) pigmentos que permiten absorben en
especifico las longitudes de onda pertenecientes a los colores azul y rojo, con una
importancia significativa en el color azul (Y. Li et al., 2012; Zang et al., 1997).

Finalmente, con los resultados anteriores, se vuelve a ratificar la seleccion de D.
tertiolecta como microalga ideal para realizar un estudio en escala piloto, ya que en la
Figura 2-8 se puede apreciar una temprana diferenciacion en las curvas de
crecimientos de la microalga ante diferentes colores, por lo cual, en escala piloto sera

mas facil ir determinado los efectos de los colores en el crecimiento.

2.4.2. Crecimiento de D. tertiolecta en fotobiorreactores cerrados

Al finalizar el estudio realizado en los matraces, se determin6 la microalga a estudiar
y los dos colores monocromaticos a comparar. La microalga se trata de D. tertiolecta
debido a su alta respuesta a diferentes colores de iluminacion y su alta resistencia a
efectos ambientales reduciendo los cuidados que hay que realizar para operar en un

reactor cerrado para asegurar la inocuidad. Y con respecto a los colores, estos
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corresponden a las longitudes de onda correspondientes a azul y rojo por la alta
absorcion que realiza clorofila a y b de estas longitudes (ver Figura 2-1).

Con estas consideraciones se realizd un monitoreo diario tanto de la variacion de la
biomasa y la irradiancia que existe al interior de estos fotobiorreactores (Figura 2-11).
Tal como se describid en el protocolo de muestreo, la biomasa se midid utilizando
filtros de acetato de celulosa de 0.2 um de porosidad, y la irrandiancia se cuantifica
utilizando un espectrometro adaptado para sumergirse para poder realizar las
mediciones al centro de los reactores, es decir, estas mediciones se realizaron a la
mitad de la altura del reactor y a una distancia equidistante entre la fuente de luz y el
tubo concéntrico exterior del reactor.

Adicional a las mediciones rigurosas es posible realizar un analisis cualitativo de la
situacion, tal como se muestra en la Figura 2-11, donde se puede ver que el inicio de
la operacion los reactores partieron de una concentracion celular simular (Figura 2-11
a) pero con el paso del tiempo los reactores se empiezan a oscurecer debido al mismo
crecimiento celular provocando al final un estancamiento del crecimiento debido a la
limitacion por la luz (Figura 2-11 b).

En la Figura 2-11 b se puede apreciar como el reactor iluminado con luces led de
color azul admite un mayor crecimiento celular de D. fertiolecta coincidiendo con los
datos obtenido en los matraces, permitiendo determinar que esta microalga presenta
una mayor concentracion de clorofila a, pigmento que permite una mayor absorcion

de dicha longitud de onda.
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Figura 2-11. Fotobiorreactores de tubos concéntricos de iluminacion interna
utilizados para evaluar la evolucion del crecimiento de D. tertiolecta: (a) estado
inicial de los fotobiorreactores en el dia 0, (b) estado final de los biorreactores en el

dia 31, (c) fotobiorreactores operando con dos longitudes de onda distintas

Con respecto a las mediciones de la biomasa y la irradiancia, es posible apreciar las
grandes diferencias en el comportamiento de los reactores, al observar las Figuras 2-
12 y 2-13. En la Figura 2-12a es posible apreciar como el reactor de iluminado con
azul presenta un crecimiento constante de la biomasa durante el periodo de medicion

de 31 dias, determinandose que la concentracion celular aumenta 3.5 veces.
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Asimismo, es posible observar que a medida que aumenta la concentracion celular, la
irradiancia media al interior del fotobiorreactor disminuye lo cual coincide con lo
presentado por publicaciones recientes (J.-Y. Li et al., 2018; Singh Khichi, Anis, &
Ghosh, 2018; Wagner, Valverde-Pérez, & Plosz, 2018), pero este comportamiento es
primera vez presentado para D. tertiolecta.

En contraposicion en la Figura 2-13 es posible apreciar que el fotobiorreactor
iluminado con luces led de color rojo presenta un comportamiento oscilante tanto de
crecimiento como de irradiancia en su interior. Es comportamiento puede ser
explicado debido a que estos reactores se operaron para que la limitacion del
crecimiento fuera inicamente debido a la iluminacion. Por lo tanto, en la Figura 2-13a
podemos apreciar la cota maxima de crecimiento debido a este color de iluminacion
en el dia 11, con ello debido a que esta longitud no es adecuada para el crecimiento,
es decir, no le entrega la energia necesaria para crecer, esta microalga toma la
decision bioldgica de dejar de duplicarse provocando una disminucion de su biomasa
hasta un nivel simular a la inicial en el dia 17. Y desde ese dia en adelante se puede
apreciar un nuevo ciclo de crecimiento similar al anterior debido a que el medio
cuenta con todos los nutrientes necesario para su desarrollo y que la turbiedad del

medio permite que la energia que se entrega por la luz sea suficiente.
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Figura 2-12. Mediciones realizas en fotobiorreactor con iluminacién de color azul: (a)

concentracion de biomasa (g/L), (b) irradiancia media medida (W/m2)
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Figura 2-13. Mediciones realizas en fotobiorreactor con iluminacion de color rojo: (a)

concentracion de biomasa (g/L), (b) irradiancia media medida (W/m2)

Cabe mencionar que para asegurar que los nutrientes del medio no disminuyeron a un
nivel critico y que el sistema de recarga de cultivo era adecuado, en el dia 25 de
medicion, se realizd una medicidén de nitritos y nitratos y de fosfatos utilizando un
lector de tiras automatico de estos compuestos conocido como Quantofix® Relax

(Macherey-Nagel) disponible en el laboratorio de la profesora Andrea Carvajal,
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académica de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, campus San Joaquin,

permitiendo obtener la Tabla 2-2.

Tabla 2-2. Medicion de nitritos y nitratos y de fosfatos de los dos fotobiorreactores

estudiados.

Valor medido en

Valor medido en

Valor del
Compuesto el fotobiorreactor el fotobiorreactor
Fotobiorreactor compuesto en
medido en el dia 25 en el dia 25
el medio (mg/L)
(mg/L) (mol/L)
Nitritos — <05+01 1.09 x 10°°
Azul Nitratos 8.82 x 107* 61 +12.2 9.84 x 1074
Fosfatos 3.62 x 10°° 45409 474 x10°°
Nitritos — <05+01 1.09 x 10~°
Rojo Nitratos 8.82 x 107 65+ 13 1.05 x 1073
Fosfatos 3.62 x 10~ 45409 474 x 107

De la Tabla 2-2 es posible inferir que el proceso de recarga de sustratos necesarios

para el crecimiento de la microalga es adecuado ya que no solo se evita que exista una

disminucién de los compuestos méas importantes para las microalgas como es nitrato y

fosfato (Poddar, Sen, & Martin, 2018; Ridley et al., 2018) sino que también provoca

un aumento leve de estos compuestos. Asimismo, de estas mediciones es posible

intuir que el compuesto que mas se ve afectado por el crecimiento de las microalgas
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es el nitrato y que ademas se observa una correlacion directa entre la cantidad de
biomasa presente en el fotobiorreactor y la cantidad de nitrato consumido,
permitiendo afirmar que, durante el proceso de crecimiento, D. tertiolecta, necesita

disponer de una fuente de nitrato para evitar su inhibicion por falta de sustrato.

2.5. Conclusiones

Al finalizar los experimentos tanto a escala de laboratorio como en escala piloto
es posible concluir que si existe una correlacion entre el tipo de iluminacion y el
crecimiento de las microalgas tal como se habia demostrado antes mas otras

microalgas.

Asimismo, a lo largo del estudio se determin6 que una insuficiente caracterizacion
de la fuente de luz utilizada para analizar estos efectos puede llevar a conclusiones
erroneas que ignoran la cantidad de pigmentos presentes al interior de las diversas

microalgas.

Adicional a lo mencionado anteriormente, es posible concluir que el mejor sistema de
iluminacion led SMD 5050 que maximiza la biomasa es el que presenta la longitud de
onda de color azul para las tres microalgas y esto se puede atribuir a la elevada
presencia de la clorofila a al interior de estas. En conjunto con esto, en el caso de
Nannochloropsis sp. se observo un efecto del color de iluminacion sobre el color que
va tomando el cultivo a lo largo del tiempo, es decir, es posible solo utilizando

colores direccionar el porcentaje de pigmentos presentes en la microalga.
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Con respecto a los cultivos en los fotobiorreactores, se observaron los diversos
problemas que dificultan el escalamiento de estos sistemas, donde la complicacion
mas importante es la adhesion de las microalgas a las paredes del reactor generando
problemas de mezclado. Es por eso por lo que dentro de las consideraciones que hay
que tener mas presente al momento de operar estos sistemas es el mecanismo de
agitacion y el tipo de material utilizado para construir estos fotobiorreactores.
Asimismo, es posible determinar que llegado a una cierta cantidad de irradiancia la
microalga no cuenta con la energia necesaria para poder seguir realizando sus
funciones biologicas y por tanto se inicia la detencion de su crecimiento. Con
respecto a eso, en la Figura 2-12 y Figura 2-13 se presenta de manifiesto que este
nivel minimo de irradiancia necesario para mantener el crecimiento difiere para cada
longitud de onda, observandose que la luz azul aporta de mejor manera al crecimiento
de D. tertiolecta, permitiendo aseverar que un sistema de cultivo con iluminacién roja
de esta microalga que trate de llegar a las mismas concentraciones de biomasa de uno
con iluminacién azul requerida de una mayor gasto energético debido a la demanda
de energia por parte de D. tertiolecta.

De la misma forma es importante poder realizar un sistema de control para la
iluminacion al interior de estos reactores, ya que como se observo, esta iluminacion se
vuelve la limitante en el crecimiento. Es por ello, se vuelve crucial poder desarrollar
un entendimiento del impacto que tiene la irradiancia en la tasa de crecimiento de la
biomasa, pero también enteder como la luz va variando con el paso del tiempo debido
al crecimiento celular, es decir, la luz no es una variable estacionariam, sino una

variable transiente que es necesario entender y acoplar al crecimiento celular
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También, a pesar de que existe una escasez de publicaciones sobre el comportamiento
de D. tertiolecta, en este estudio fue posible obtener resultados comparables de
biomasa con los obtenido por Chagas et al. (2015), que analizaron la produccion de
compuesto de alto valor generados por esta microalga y que por consiguiente
estudiaron la cantidad de biomasa final alcanzada en el sistema, llegando a
concentraciones de 0.6 g/L, que corresponde a 1.7 veces la concentracion obtenida
por este estudio y que puede ser explicado por diferencia en la cantidad de CO;
utilizado en la alimentacion, que para el caso de este estudio fue en menor cantidad.

Finalmente, para futuros estudios se vuelve interesante analizar el efecto que tiene el
agotamiento del nitrato al interior del medio de cultivo y que este estudio conduzca al
desarrollo de un sistema de control que permita regular la concentracion de este
compuesto para asi evitar el gasto innecesario de nutrientes al momento de recargar el
medio de cultivo, tal como se ha realizado para el nivel de CO> en estos

fotobiorreactores
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MODELACION DEL CRECIMIENTO DE LA BIOMASA Y LA

VARIACION DE IRRADIANCIA

3.1. Introduccion

En la década de 1950, la industria que se dedicaba a la produccion de microalgas a
gran escala en grandes piscinas de cultivo se empezd a enfrentar grandes
problemas al momento de intentar optimizar sus procesos de cultivo, con ello se
desarrollaron los primeros fotobiorreactores cerrados que fueron utilizados en la
industria de alimentos (Vo et al., 2019). Estos sistemas brindaban un mayor
control de los factores ambientales como la temperatura, la cantidad de gases

intercambiados, el area superficial irradiada con luz entre otros factores.

Con el paso del tiempo, cuando se necesité entender el comportamiento de estos
reactores para poder optimizar estos procesos se empezaron a aplicar teorias de
intercambio de materia y de energia (Darvehei, Bahri, & Moheimani, 2018; Vo et

al., 2019; Wang, Lan, & Horsman, 2012).

Estas teorias, en un inicio, fueron muy vagas aproximaciones de la realidad, pero
que con el paso del tiempo fueron evolucionando a modelos altamente complejos
y precisos que involucran hasta la dindmica del fluido aplicando métodos
numeéricos (Bitog et al., 2011) y toda esta evolucion se puede explicar debido al
aumento de la capacidad de los computadores y a un mejor entendimiento de los

procesos fisicoquimicos presentes en estos sistemas.
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De estas teorias desarrolladas la que siempre ha tenido un alto interés, es la ley
que gobierna la distribucion de la luz al interior de los fotobiorreactores (Molina
Grima et al., 1994), debido al impacto que tiene la luz en el crecimiento de las
microalgas y en consecuencia en la produccion de compuestos de alto valor

comercial (Naderi, Znad, & Tade, 2017).

Asimismo, se ha determinado que el factor mas limitante al momento de realizar
cultivos tanto cerrados como abiertos es la cantidad de energia entregada por el
sistema de iluminaciéon (Brindley, Jiménez-Ruiz, Acién, & Ferndndez-Sevilla,
2016; Naderi et al., 2017; Wagner, Valverde-Pérez, & Plosz, 2018), por lo tanto,
desarrollar un adecuado entendimiento de este fendmeno permite elaborar mejores

sistemas de mezclado y sistemas de alimentacion de sustratos.

Debido a lo antes mencionado es que, en esta seccion se analizard como los
diversos modelos de irradiancia utilizados para entender el comportamiento de la
luz (Li et al., 2010; Naderi, Tade, & Znad, 2015; Perner-Nochta & Posten, 2007;
Pilon, Berberoglu, & Kandilian, 2011; Rosello Sastre, Csogor, Perner-Nochta,
Fleck-Schneider, & Posten, 2007; Dongda Zhang et al., 2016) explican los datos
experimentales tomados en un fotobiorreactor de tubos concéntricos de
iluminacion interna. Sin embargo, estos modelos se estudiaran en conjunto con el
crecimiento de la microalga, para asi entender de manera mas completa el proceso

de oscurecimiento de los fotobiorreactores.
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3.2. Modelacion de la irradiancia en fotobiorreactores

En los fotobiorreactores la modelacion de la luz en su interior ha sido toda una
tematica de investigacion que ha llevado al desarrollo de muchas teorias y la
aplicacion de multiples métodos numéricos para intentar resolver los fendmenos que

ocurren con la luz (Figuras 3-1 — 3-2).

—Dispersion
— Absorcion
—+Emision
@ Particula

Figura 3-1. Fenomenos asociados a la luz (Elaboracion propia)

Figura 3-2. Formas de emision de la luz desde una ldmpara: (a) emision radial; (b)
emision esférica; (c) emision difusa (Fullana-i-Palmer, Puig-Vidal, Celma, &

Vilaseca, 2009)
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Sin embargo, con los afios los modelos que han prevalecido en el tiempo son los
siguiente:

. Ley de Beer-Lambert

o Aproximacion de dos flux

. Ecuacion de transferencia radiativa (RTE)

Estas tres metodologias estdn mencionadas desde el nivel més bajo de complejidad
hasta el mas alto. Este aumento en la complejidad viene dado por los supuestos y

fendmenos considerados.

3.2.1. Ley de Beer-Lambert (BL)

Si nos referimos a la modelacion de la irradiancia al interior de un fotobiorreactor
la ley de Beer-Lambert ha sido la preferida por muchos investigadores para
explicar como interactua la luz con su entorno debido a su fécil resolucion y a su
alto nivel de concordancia con datos experimentales (E. Lee, Jalalizadeh, &

Zhang, 2015; Naderi et al., 2017; Dongda Zhang et al., 2016).

Esta ley considera que una fuente de luz monocromatica se transfiere en una sola
direccion transversal a dicho foco (emision radial, ver Figura 3-2a). Y esta energia
transferida solo se ve afectada por el fenomeno de absorcion del microorganismo,

es decir, se desprecian los fenomenos de dispersion de la luz (Cornet, Dussap, &
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Dubertret, 1992; Mosorov, 2017; Wagner et al., 2018; D. Zhang et al., 2015), tal

como se muestra en la ecuacion (3-1)

dl;
=k X (3-1a)

L) =1, exp(—k; - X 1) (3-1b)

Donde I; corresponde a la irradiancia de una longitud de onda A medida en términos
de W /m?. r corresponde al camino recorrido por la luz de manera lineal (m). x;
representa la absorcion realizada por un microorganismo en especifico de una cierta
longitud de onda 4, ya que se asume que la intensidad se convertira en energia interna
de la materia a lo largo de la linea de vision del rayo sin ser redirigida a otras
direcciones debido a la dispersion, es decir, no hay dispersion (Howell, Siegel, &
Mengii¢, 2010); y este pardmetro tiene unidades de m?-g~ 1. Y el término X
corresponde a la concentracion del microorganismo utilizado en el cultivo (g - m™3).
Sin embargo, a pesar de su simplicidad, ha permitido entender el fendmeno de
radiacion en un rango bastante amplio de concentraciones de biomasa con un maximo
de densidad celular igual 2 g/L (Molina Grima, Acién Fernandez, Garcia Camacho, &
Chisti, 1999; Pruvost, Legrand, Legentilhomme, & Muller-Feuga, 2002).

Es importante notar que el supuesto de que la luz se desplaza en forma lineal es
posible cumplirlo en la realidad haciendo uso ya sea de fotobiorreactores abiertos
como en fotobiorreactores cerrados de placas planas, en ambos casos existe una cara

plana perpendicular a la fuente de luz forzando que la luz de transfiera



86

mayoritariamente de manera lineal. Pero, esta ecuacion no es muy aplicable en
fotobiorreactores cerrados tubulares en donde la superficie que se enfrenta al cultivo
no es una superficie plana.

Ademas de lo antes mencionado, la ecuacién (3-1) asume que el término de radiacion
no varia con respecto al tiempo, es decir que existe un estado estacionario. Sin
embargo, como la biomasa crece en el tiempo, la irradiancia también varia en el

tiempo, por lo tanto, la ecuacion (3-1) depende del tiempo de manera implicita.

3.2.2. Aproximacion de dos flux (TFA)

Subiendo en nivel de complejidad se presenta el modelo de aproximacion de dos
flux; fue propuesto por Schuster en el afio 1905 y aplicado por primera vez a un
fotobiorreactor por Cornet, Dussap y Dubertret (1992). En este modelo, al igual
que la ley de Beer-Lambert, se asume una fuente de luz monocromadtica que emite
de manera radial (ver Figura 3-2a), pero ademas dicha luz presenta las siguientes
caracteristicas: (1) el campo de luz que se desarrolla al interior del reactor es
isotrépico y (2) los fendémenos de absorcion y dispersion estan presentes, donde
este ultimo es realizado por la particula en suspensioén (microalga) (Cornet et al.,

1992; Cornet, Dussap, & Gros, 1994).

Tal como se puede suponer la dispersion puede ser en todas las direcciones, es por
ello que se realiza una aproximacion de la cantidad de flujos que se dispersan por
la particula que van desde dos hasta ocho flujos, lograndose obtener una solucion

numérica para cada una de ellas (Cornet et al., 1994). Sin embargo, tras analisis
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comparativos se logro determinar que la aproximacion de dos flujos es

suficientemente precisa para obtener el perfil de radiacion (Cornet et al., 1994).

Esta aproximacion de dos flujos considera que la dispersion ocurre en dos
direcciones opuestas entre si y paralela a la direccion de emision (ver Figura 3-3).
En la Figura 3-3. se puede apreciar que en la direccion de emision z se realiza un
pequefio volumen de control sobre el cual se realiza un balance diferencial en las

dos direcciones, obteniéndose las ecuaciones (3-2) y (3-3).

I,
I, — 1, 4, l— I,
1
E»ca X Az I, p—>
1 +
E-aa X Az [; <
Iy — —— 1, — 17
I} —
L 1 1 L,
0 z Z+ Az L

Figura 3-3.Balance global de radiacion realizado por la aproximacion de dos flux

(Cornet et al., 1992).

1 1
I*1,0 — I ez +E'JA X-ADz-I7 |0 =1 'X'5Z'f+|z.,1‘|‘§'ﬂ,1'X'fi‘-z'f+|z.ﬂ (3-2)
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1 1
I"|z40z2 — 17 12 +E'UA XDz I =Kk - X-Az- 17|, +§'GA'X"'32'I_|2.A (3-3)

Donde los términos I, y I ; corresponden a la irradiancia de la longitud de onda 4
en la direccion positiva y negativa al eje z, respectivamente (W /m?). El término a;
corresponde al término de dispersion generada por la particula en suspension con
respecto a la longitud de onda A (m?/g). Con respecto a la dispersion es posible

determinar que el coeficiente 3 responde a la consideracion de que la dispersion

ocurre de manera equitativa tanto hacia delante como hacia atras.
De las ecuaciones (3-2) y (3-3) dividiendo por Az y tendiendo dicho término a cero,

es posible obtener las siguientes ecuaciones diferenciales:

+
dIzZ—KA'X'I++1'UA'X'(I_—I+) (3-4)
dz z 2 z z
dl; 1
d;=xj-x-f;+z-aj-x-(f;—f;) (3-5)

El sistema de ecuaciones diferenciales presentado en las ecuaciones (3-4) y (3-5) es
posible resolverlas entregando adecuadas condiciones de borde. Por ejemplo, si el
reactor se encuentra iluminado por uno solo lado (z = 0) y en el otro lado (z = L)
esta oscurecido con un material que absorbe la luz es posible decir que las

condiciones de borde son:
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z=0 =1, (3-6)

z=1L I; =0 (3-7)

Con las ecuaciones (3-4) - (3-7) es posible obtener el flux de radiacion total (I)

realizando la suma vectorial de la irradiancia positiva y negativa:

L=1-1I] (3-8)

Al igual que en con la ley de Beer-Lambert esta ecuacion también varia en el

tiempo debido a que la biomasa cambia en el tiempo.

Finalmente, es importante destacar que de las ecuaciones (3-4) - (3-8) es posible
recuperar la ley de Beer-Lambert haciendo que el término de dispersion sea igual
a cero, y que, al igual que la ley de Beer-Lambert posee la limitacion de que es
dificil incluir la geometria del reactor en las ecuaciones y por tanto, son validas
para recipientes, en general, planos (Cornet et al., 1994; Cornet, Dussap, Gros,
Binois, & Lasseur, 1995). Sin embargo, existen algunas adaptaciones para

aplicarlas en otras geometrias, por ejemplo, un toroide (Pottier et al., 2005).
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3.2.3. Ecuacion de Transferencia Radiativa (RTE)

En el nivel mas alto de dificultad se encuentra la Ecuacion de Transferencia
Radiativa (RTE, por su sigla en inglés) que corresponde a la ecuacion
generalizada de transferencia de calor por radiacion, que cuenta con la capacidad
de considerar la geometria del problema e incorporar de manera adecuada los

fendmenos de dispersion, es especial la dispersion que ingresa al sistema.

La RTE ha sido muy 1til tanto en el mundo de la fisica, quimica e ingenieria, pero
fue tan solo hace algunos afios cuando se empezd a implementar en los
fotobiorreactores debido a su alto costos computacionales (Pareek, Chong, Tadé,

& Adesina, 2008).

Si bien esta ecuacidon en muy pocos textos esta explicada de manera detallada se
sabe que es una simplificacion de la ecuacion de transferencia de Boltzmann
(desarrollada por Ludwig Boltzmann en 1872) y se hace posible debido a que los
fotones no interactian entre si, pero si interactian de manera lineal con el medio

por el cual se propaga (Dauchet, Cornet, Gros, Roudet, & Dussap, 2016).

La RTE corresponde a una ecuacion integro-diferencial, donde la parte diferencial
presenta la distribucion espacial y temporal de la radiacion y la parte integral
representa la irradiancia que se recibe en un solo punto en particular debido a la
dispersion ocurrida alrededor de ella. Dicha ecuacion es la presentada en la
ecuacion (3-9) (Menguc & Viskanta, 1985; Pareek et al., 2008; Selcuk & Ayranci,

2003)
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1 dI, Al Al oI,

cac THa Tigy T T T X himan Xly
(3-9)
JA'X
= @@, 0) L(s0)de’

4m

Donde el término ®(0’, Q) corresponde a una funcion de fase que determina como la
radiacion es dispersada por la particula en suspension y/o medio. El término ¢
corresponde a la constante de la velocidad de la luz en el vacio (m/s). Y los términos
i, n 'y & son las direcciones coseno del angulo sélido para las coordenadas x, y, z

respectivamente, donde:

u = cosf n =sinf -sing & =sinf -cos¢ (3-10)

Recordando que los angulos & y ¢ son el angulo polar y azimutal del angulo sélido,

respectivamente, tal como se ve en la Figura 3-4

g
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Figura 3-4. Sistema de coordenadas utilizado en un recinto rectangular (Selguk &

Ayranci, 2003)

De la ecuacion (3-9) tenemos que los términos del lado izquierdo representan la
distribucioén temporal y espacial, respectivamente. Y en el lado derecho estan, en
orden, los términos de absorcion, dispersion hacia fuera de la particula y hacia
adentro de la particula de la longitud de onda A realizado por la microalga.

Dentro de las ventajas mas importantes de la RTE es que es posible incorporar la
geometria del problema. Como en este caso se va a modelar la irradiancia al interior
de un fotobiorreactor de radiacion interna (Figura 3-5), es importante adaptar la

ecuacion (3-9) a coordenadas cilindricas

Figura 3-5. Esquema tridimensional del fotobiorreactor utilizado en el estudio

(Elaboracion propia)
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En los recintos cilindricos se tiene que distinguir dos sistemas de coordenadas, en
primer lugar, se tiene el sistema de coordenadas cilindricas que rige de manera
general el sistema (Figura 3-6) (Ben Salah, Askri, Slimi, & Ben Nasrallah, 2004;
Menguc & Viskanta, 1986) y el sistema de coordenadas que gobierna el angulo

solido (Figura 3-7)

Figura 3-6. Sistemas de coordenadas cilindricas (Ben Salah et al., 2004)




94

Figura 3-7. Volumen de control del angulo solido (Ben Salah et al., 2004)

Con dicha configuracion la RTE se expresa de la siguiente manera:

1o, 1 8 1 9 d
+; . 50’ i D) (gz.00) —;-@(n )bz +E € - reow

¢ o (3-11)

G‘:{'X
:—KA'X'IA—O'A'X'Ij‘i‘

f ®(@",0) - I,(s,0")dQ’

Al igual que en el caso de la configuracion en recinto rectangular, los términos g, 'y

£ son las direcciones coseno del angulo sélido:

1 = sinf - cosy n =sind -siny & =cosf (3-12)

Si bien de la ecuacion (3-11) es posible obtener una solucién exacta del
comportamiento del reactor presentado en la Figura 1.5, en este caso en particular se
asumira que el transporte radiativo es simétrico en la direccion iy, por lo tanto, el
término de variacion en esa direccion es despreciable. Adicionalmente, como la
velocidad de la luz es un parametro mucho mas grande que el resto de los términos de
la ecuacion (aproximadamente siete ordenes de magnitud mayor), cominmente se
asume que la variacion temporal es despreciable (Cornet et al., 1994, 1995),

obteniendo la ecuacion (3-13)
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(3-13)

=—KA'X'I‘1—UA'X'IA+ CD(Q’,Q)-IA(S,Q’)CEQ’

4t

Es importante destacar que de la ecuacion (3-13) es posible recuperar las ecuaciones
de Beer-Lambert y la aproximacion de dos flux.

En el caso de la ley de Beer-Lambert es posible obtenerla asumiendo que la
dispersion realizada por el cultivo es despreciable en comparacion con el término de
absorcion y que el foco de luz es uniforme e infinito en la direccion z, por lo tanto, no
existe variacion en dicha direccion.

Y para el caso de la aproximacion de dos flux se puede derivar de la ecuacion (3-13)
considerando que la dispersion ocurre en un medio isotropico, es decir, @(Q', Q) = 1

y que esa ocurre en solo dos direcciones opuestas entre si y paralelas al eje r.

3.2.3.1.  Funcion de fase: Significado y aproximacion numérica

Ahondando mas en la RTE, es posible visualizar el término de funcion de fase,
@(Q',Q), que es una funcion que expresa como ocurre el término de dispersion hacia
adentro del sistema.

Este término es posible determinarlo de manera empirica tal como se muestra en la
publicacion de Kandilian y colaboradores (2017). Pero de manera alternativa se han
desarrollado de diferentes maneras con tal de poder resolver de manera numérica la

ecuacion de radiacion.
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La primera aproximacion es presentada por Fiveland (1984), que propone que la
funcion de fase se puede descomponer en un término constante y un término variable
a que depende exclusivamente del tipo de dispersion que presenta el medio,
distinguiéndose los casos donde existe 100% dispersion forward (a = 1), 100%
dispersion backward (a = —1) y el caso base de dispersion isotropica (a = 0). Esta

aproximacion es la siguiente:

(', 0)=1+a-cosO (3-14a)

—1<a<1 (3-14b)

La segunda aproximacion propone que la funcion de fase se puede representar como

unas series de polinomios de Legendre (B,) (Fiveland, 1988), que se expresa como

sigue:
N
(0, 0) = Z(Zn + 1)a, B,(cos 0) (3-15)
n=0

Donde a,, es el coeficiente de una serie de Legendre. Y en ambas ecuaciones tenemos
que el término © representa el angulo entre la intensidad entrante y la saliente del
sistema.

La tercera expresion corresponde a la realizada por Henyey y Greenstein (1941) de

manera empirica que tiene la siguiente forma:
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1
f o(Q,0) da’ = 27{[ ®(0) dt = 1 (3-16a)
4w

-1

1—g?2
4m-(1+g2>—2-g-1)32

D(Q', Q) = Dpgy(t) = t=&-w €[-1,1] (3-16b)

—-1<g<1 (3-16¢)

Donde el término g al igual que en la ecuacion (3-14) determina el tipo de dispersion
realizada por el sistema, siendo dispersion isotrdpica cuando el término g es igual a
cero, dispersion forward con g = 0 y dispersion backward con g < 0 (Han, Long,
Cong, Intes, & Wang, 2017; Henyey & Greenstein, 1941).

Estas tres aproximaciones, en el caso de tejidos biologicos y organismos
fotosintetizadores (microalgas) se deben aplicar considerando una dispersion
fuertemente hacia delante (forward scattering) debido al tamano de las células
comparadas con la longitud de onda (Han et al., 2017; Kandilian, Lee, & Pilon, 2013;
Pilon & Kandilian, 2016), resultado siempre una dispersion de Mie (Lock &
Gouesbet, 2009; Mishchenko, 2009).

En el caso particular de este estudio se utilizé la funcion de Henyey-Greenstein con
un valor elevado de g, es decir, por sobre 0.8 (Han et al., 2017; Kandilian et al.,

2013; Pilon & Kandilian, 2016).

3.3. Modelos de crecimiento de microalgas

En conjunto con el modelo de distribucion de la intensidad de luz es necesario

disponer de un modelo que permita relacionar como la irradiancia afecta en el
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crecimiento de las microalgas e incorporarlo en la ecuacion (3-17) (Dongda Zhang,

Dechatiwongse, del Rio-Chanona, et al., 2015).

dX

Donde X es la concentracion de la biomasa de la microalga (g/m?). u es la tasa
especifica de crecimiento de la microalga en cuestion (dia™!). u, corresponde a la
tasa especifica de muerte a las condiciones ambientales presentes (m? - g1 - dia™?1)
Para ello, es necesario saber que para microalgas existen tres categorias de modelos
que permiten estimar la tasa especifica de crecimiento de la microalga (u) (Darvehei
et al., 2018; E. Lee et al., 2015). Estas categorias son las siguientes:

e Modelos de crecimiento en funcion a un Unico sustrato

e Modelos de crecimiento en funcion de la irradiancia

e Modelos de crecimiento de multiples factores

En el caso particular de este trabajo se trataran dos modelos de crecimiento en
funcion de la irradiancia debido a que se simula el fotobiorreactor con exceso de
sustratos, es decir, su unico factor limitante es la iluminacion.

De los modelos en esta categoria se analizaran los modelos clasicos de crecimiento de
microalga de Aiba y de Steele (Darvehei et al., 2018; E. Lee et al., 2015; Steele,
1962) ya que muchos modelos modernos propuestos por Garcia-Malea et al. (20006),
Camacho Rubio et al. (2003), Fouchard et al. (2009), Garcia-Camacho et al. (2012),

entre otros, corresponde a modificaciones de estos dos modelos. Ademas, los modelos
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de Aiba y Steele presentan la ventaja de poseer una menor cantidad de parametros a

estimar.

3.3.1. Modelo de Aiba

Este modelo es propuesto por Aiba en 1982 como una modificacion de la primera
ecuacion que relacionaba el crecimiento de una microalga con la irradiancia, la
ecuacion de Tamiya et al. (Darvehei et al., 2018; E. Lee et al., 2015). La ecuacion de
Tamiya et al. corresponde a un simil de la ecuacién de Monod clasica de crecimiento
celular dependiente de un sustrato, pero aplicado a irradiancia y que se enuncia de la

siguiente manera:

(3-18)

Donde pt y pynax corresponden a la tasa especifica de crecimiento (dia™!) y la tasa
maxima de crecimiento especifico (dia™!), respectivamente. El término I
corresponde a la irradiancia media al interior de biorreactor (W - m~?2). Por ultimo, el
término K; corresponde a un pardmetro de ajuste de fotosaturacion (W - m™2).

A partir de la ecuaciéon (3-18) y la modificacion a la ecuacion de Monod propuesta

por Andrews (1968), Aiba propone la ecuacion (3-19).

H = Hmax °
12 3-19
K +1+ 4 ( )
i.L




100

En esta ecuacidon, aparece un término de ajuste adicional que considera la
fotoinhibicion de las microalgas, K; ; (W - m~2), factor importante ya que, cuando se
ilumina las microalgas con una tasa de irradiancia por sobre la necesaria se genera un
dafio en las células provocando una disminucion en su tasa de crecimiento.

Este modelo ha sido 1til a lo largo de los afios para explicar el comportamiento de
microalgas de agua dulce y salada como son Isochrysis galbana (Molina Grima,
Fernandez Sevilla, Sanchez Pérez, & Garcia Camacho, 1996), Spirulina platensis (H.
Y. Lee, Erickson, & Yang, 1987), Cyanothece sp. (D. Zhang et al., 2015; Dongda
Zhang, Dechatiwongse, & Hellgardt, 2015), entre otras (Dongda Zhang et al., 2016),
pero no ha sido tan utilizada para explicar el crecimiento de D. tertiolecta (Dongda

Zhang, Dechatiwongse, del Rio-Chanona, et al., 2015)

3.3.2. Modelo de Steele

Por otro largo, el modelo de Steele, propuesto en el afio 1962, fue el primer modelo
en incorporar la fotoinhibicion de los microorganismos fotosintéticos. Este efecto se

presenta en la ecuacion (3-20).

I
H = Hmax 'Le(l_?m) (3-20)

Donde el término I,,; representa la irradiancia 6ptima de crecimiento que permite

que p sea igual a p,,q, y S€ mide en W - m™2,
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La ecuaciéon (3-20) al igual que la ecuacion (3-19) ha sido usada para explicar el
comportamiento de diferentes microalgas, con mucho éxito en explicar el efecto de la
fotoinhibicion (Bello, Ranganathan, & Brennan, 2017; Ranganathan, Amal, Savithri,
& Haridas, 2017; Wagner et al., 2018). Sin embargo, el mismo autor (Steele) reporta
altas desviacion de modelo en cultivos poco profundos, por lo tanto, no se recomienda

su utilizacion en este tipo de cultivos (Steele, 1962).

3.4. Método de resolucion aplicado

Con los modelos planteados en las secciones anteriores se hace necesario discutir el
método matemadtico de resolucion de las ecuaciones diferenciales presentadas y su
forma de implementacion en el sofiware MATLAB® R2018b instalando en una
laptop de la marca ASUS modelo Swift 3 con procesador Intel Core 17 de 7™

generacion y 8 GB de memoria RAM.

3.4.1. Método de resolucion de la RTE

Para el caso de las EDP se utilizard un método de diferencias finitas (FDM, por su
sigla en inglés) que consiste en discretizar el espacio utilizando series de Taylor
(Schiesser & Griffiths, 2009). Sin embargo, como la iluminacion es desde el interior
del reactor, la discretizacion espacial en el eje r y z resulta en lo presentado en la

Figura 3-8 y ecuaciones (3-23) y (3.24)
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(@)

59.8 cm)

Largo del reactor (Z

Figura 3-8. Diagrama esquematico de la discretizacion del espacio realizada en el
volumen de control trabajado: (a) discretizacion en el eje r y eje z, (b) discretizacion
en el eje r y eje B, (¢) discretizacion en una pequenia “rebanada” del reactor en 3D

(Elaboracion propia)

Ay — Rext = Rine (3-23)

Az == (3-24)

Donde Ar y Az corresponde a discretizacion de la dimension r y z (m),
respectivamente. Los términos L, R.,+ Y R+ corresponden a los pardmetros del
fotobiorreactor simulado de altura (im), radio del tubo concéntrico mayor (im) y radio
de tubo concéntrico menor (m), respectivamente. El pardmetro n representa la

cantidad de elemento diferenciales en el cual se divide el eje r (adimensional).
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Finalmente, y de manera simular al parametro anterior, m es la cantidad de elementos
que se utiliz6 para discretizar el eje z (adimensional). De esta manera se obtiene la

ecuacion (3-25).

r() (r({) f,a)"‘E U}l)
(3-25)

:—KA'X'IA—GA'X'IA+ m(ﬂ;ﬂ,ﬂm)'fﬂm dﬂm"

3.4.2. Algoritmos de busqueda global

Todas las soluciones de los métodos planteados se utilizan con el objetivo final de
ajustar, de manera global, los modelos teéricos con datos experimentales obtenidos en
un fotobiorreactor tubular de iluminacion interna (ver Figura 3-5) que oper6 durante
un periodo de 31 dias, cultivando la microalga D. fertiolecta.

Como se desear encontrar el vector de soluciones global del problema propuesto se
utilizaran algoritmos de busqueda global metaheuristicos, en concreto cuatro
algoritmos, con el fin de asegurar la robustez del vector de soluciéon global.

Para todos los algoritmos se utilizara como solucion objetivo la siguiente funcion de

costo:

31 2
. _ . "rem'ico.k - li.e.u'per‘i'rfns'nrai.l.'
llllll(Fobj) = min

=] Iexperimentat i
2 (3-27)

31

Z (Xrem:co &k experir:r:enmi.k )
Xexperimentat.k

p=1 P
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Donde Iieoricox Y lexperimentari COrresponden al valor de irradiancia en el dia k
tanto en el modelo tedrico como el modelo experimental. De manera similar,
Xtcoricox Y Xexperimentarx SON los valores de biomasa en el dia k de los datos
teoricos y datos experimentales. Esta funcion objetivo tiene como méaximo 6

parametros a estimar (i, 01, fmax> Kris Kj 1, la)

3.4.2.1.  Busqueda dispersa (Scatter Search)

Dentro de los algoritmos cldsicos de optimizacion se encuentra el método de
busqueda dispersa o Scatter Search (SS), que fue propuesto por Glover en el afio
1977 como una heuristica para la programacion entera. En la propuesta original,
las soluciones se generan a proposito (es decir, de forma no aleatoria) para tener
en cuenta las caracteristicas en varias partes del espacio de la solucion (Laguna &
Marti, 2006; Marti, Laguna, & Glover, 2006; Resende, Ribeiro, Glover, & Marti,

2010).

Este método de busqueda es evolutivo debido a que, a partir de un conjunto de
soluciones, llamado conjunto de referencia, se generan las nuevas soluciones hasta
llegar a una solucion Optima. Este algoritmo de busqueda consta de 5 procesos

(Laguna & Marti, 2006):

. Generacién/diversificacion: genera un conjunto de soluciones de prueba.

o Mejora: utiliza las soluciones de prueba para generar mejores soluciones

usando algoritmos de optimizacién local.
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. Actualizacién: construye y mantiene un pequefio conjunto de referencia
(RefSet) con las mejores y mas diversas soluciones.

o Generacion de subconjuntos: a partir del conjunto de referencia genera

varios subconjuntos de soluciones.

o Combinacién de soluciones: utiliza los subconjuntos de soluciones para crear

soluciones combinadas.

De manera recursiva ocurren estos procesos obteniéndose un diagrama de flujos como

se muestra en la Figura 3-9.

- Conjunto de soluciones con P
~~ elementos

Repetir hasta que hay P elementosen ™~ .
el conjunto de soluciones hes .
.
[ | 020
;
- '
: @

Actualizacion

0.0
| . ry
O

Pequefio de referencia (RefSet)
con b elementos (b < P)

() solucién generada Se-— =

. Solucion mejorada

Mejora .

Combinacion
de soluciones

Pararsi no hay
nuevas soluciones

Figura 3-9. Diagrama de flujo del algoritmo de optimizacion global Scatter Search

(Resende et al., 2010)

3.4.2.2. Variable Neighborhood Search (VNS)

El algoritmo de Busqueda de Entorno Variable o Variable Neighborhood Search

(VNS, por su sigla en inglés) es una metaheuristica para resolver problemas de
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optimizacién global y de combinatoria (Hansen & Mladenovi¢, 2001; Hansen,

Mladenovié¢, & Moreno Pérez, 2010).

La idea basica es ir cambiando en forma sistematica la vecindad al momento de

realizar la busqueda local (Hansen et al., 2010), basandose en los siguientes

principios:
. Un minimo local con respecto a una vecindad no es necesariamente para otra
vecindad.
o Un minimo global es un minimo local con respecto a todas las vecindades
posibles.
o En muchos problemas el minimo local con respecto a una o varias

vecindades estan relativamente cerca.

La ultima observacion es empirica e implica que un minimo local muchas veces
da informacion acerca del Optimo global. En base a estos tres principios se
desarrollan tres estrategias para recorrer todas las vecindades (Hansen et al., 2010;

Qiu, Wang, Xu, Fang, & Pardalos, 2018):

. Variable Neighborhood Descent (VND): consiste en un método
deterministico donde la idea es buscar sistematicamente en todas las
vecindades hasta llegar a un minimo local para cada una de ellas.

. Reduced Variable Neighborhood Search (RVNS): es un método estocastico
que se basa en buscar el minimo realizando saltos aleatorios dentro de cada
una de las vecindades. Este algoritmo detiene su busqueda en cada vecindad

cuando se cumple en numero maximo de repeticiones.
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. Variable Neighborhood Search basico (VNS): el método basico de VNS
consiste en combinar las dos estrategias anteriores, es decir, la idea es
seleccionar un punto aleatorio en cierta vecindad y luego aplicarle a ese
punto busqueda local. Como en los casos anteriores, si se encuentra una
mejor solucion, se reemplaza la solucion actual. Este tipo de busqueda se

esquematiza en la Figura 3-10.

@ Minimolocal

* Minimo Global

Funcion objetivo (F,;)

Vector de soluciones (x)

Figura 3-10. Esquema del funcionamiento basico del algoritmo VNS (Hansen et al.,

2010)

3.4.2.3. Algoritmo de luciérnaga (FA)

El algoritmo de Luciérnaga (FA, por su sigla en inglés) es un método de
optimizacion global metaheuristico inspirado en la naturaleza que fue desarrollado
por Yang en 2007 (Fister, Yang, & Brest, 2013; X. Yang, 2010). Este algoritmo se

basa en el comportamiento que tienen las luciérnagas ante los destellos que ellas
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mismas emiten, para ello, este algoritmo tiene las siguientes reglas (Ellis &

Petridis, 2010):

Todas las luciérnagas modeladas son unisex, por lo que una luciérnaga se
sentird atraida por otras luciérnagas sin importar su sexo.

El atractivo es proporcional a su brillo, por lo tanto, para cualquiera de las
dos luciérnagas destellantes, la menos brillante se moverd hacia la mas
brillante.

El atractivo es proporcional al brillo y ambos disminuyen a medida que
aumenta su distancia. Si no hay una mas brillante que una luciérnaga en
particular, se movera aleatoriamente.

El brillo de una luciérnaga se ve afectado o determinado por la funcion

objetivo.

Siguiendo dichas reglas es posible obtener el diagrama de flujo de FA (Figura 3-

11)
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Inicio

Definir de la funcién objetivo

|

Generar de la poblacidn inicial de
luciérnagas

Iter=0

Determinar la irradiancia (1) de las luciérnagas utilizando la
funcidn objetivo

l

Determinar el atractivo de cada luciérnaga en base a la
irradiancia emitida

l

| Mover las luciérnagas al punto de atraccién mds cercano |

l

| Actualizar la irradiancia de cada luciérnaga |

|

| Clasificar las luciérnagas de mas atractiva a menos atractiva I

I

I Encontrar la mejor solucién actual I

Iter = Iter + 1

Iter < Iter Max.

Figura 3-11. Diagrama de flujo del algoritmo de luciérnaga (FA) (Koyee, Schmauder,

Heisel, & Eisseler, 2015)

Es importante destacar que se ha demostrado que el algoritmo de luciérnaga converge
de mejor manera y mas rapido que la optimizacion por enjambre de particulas (PSO,
por su sigla en inglés), (optimizador cldsico basado en la naturaleza), sobre todo en
problemas de optimizacion dificiles (hardest optimization problems) (Fister et al.,

2013; X. Yang, 2010).
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3.4.24. Busqueda de cuco (CS)

La busqueda de cuco (CS, por su sigla en inglés), al igual que FA, es un método
metaheuristico inspirado en la naturaleza (Joshi, Kulkarni, Kakandikar, &
Nandedkar, 2017). Este algoritmo, se basa en la estrategia reproductiva de los
cucos (Figura 3-12) que consiste en el parasitismo que hacen estas aves, que

obligan a otras aves a empollar sus huevos.

(a)

Figura 3-12. Imagenes del ave cuco: (a) Un carnicero comun (ave pequefia) cuidando
a una cria de cuco (ave grande), (b) Huevo de cuco mimetizado en un nido de

carnicero comun (Sampath Aruna Pradeep, Ma, & Jiang, 2016)

Utilizando esta logica parasitaria, CS consiste en encontrar el nido que permite la
mayor sobrevivencia de los huevos de cucos, para ello, se considera que la hembra
de cuco que coloca el huevo se desplaza considera el vuelo de Lévy (Joshi et al.,

2017; Mareli & Twala, 2018). Con ello, el algoritmo se basa en tres reglas:

o Cada cuco pone un huevo a la vez y lo descarga en un nido elegido al azar.



111

. Los mejores nidos (soluciones) se trasladaran a las proximas generaciones.
o El numero de nidos disponibles es fijo, y el host puede descubrir un huevo
extrafio con probabilidad B, € [0,1]. En el caso de descubrir el huevo

parasito, el ave huésped puede tirar el huevo o abandonar el nido para

construir un nido completamente nuevo en una nueva ubicacion.

Con ello, el algoritmo se puede diagrama de la siguiente manera:

]

| Inicializar los cucos hembras con

huevos

I

| Colocar un huevo en diferentes |

Determinar la distancia a
la redonda de puesta de

nidos los huevos para cada
I cuco.

| Algunos huevos son descubiertos por el huésped con una | ]

probabilidad Pa, y luego asesinados M(.Wer md.os b c'flms
hacia el mejor ambiente |

¢éLa poblacion es
menor a la
maxima posible

Determinar la |
poblacién de cucos |

Asesinar cucos en
las peores dreas

Determinar la
poblacién de cucos

Encontrar nidos con
Evaluar la sobrevivencia de mejores tasas de
los huevos en los nidos sobrevivencia

utilizando la funcién objetivo

Dejar que los huevos
crezcan
£5e satisface la No

condicién de

detencion

Figura 3-13. Diagrama de flujo del algoritmo de bisqueda de cuco (Shehab, Khader,

& Al-Betar, 2017)

Los cuatro algoritmos de optimizacion presentan la ventaja de estar completamente

implementado en el mismo software que se utiliza para resolver las ecuaciones de
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irradiancia y de biomasa, donde los dos primeros se encuentran disponibles en el
codigo abierto conocido como MEIGO (Egea et al., 2014), el algoritmo de luciérnaga
se encuentra implementado por su creador (X. Yang, 2010) y la busqueda de cuco

también es implementado por su creador (X.-S. Yang, 2010).

3.5. Resultados y discusion

3.5.1. Fotobiorreactor azul con D. tertiolecta

Para D. tertiolecta utilizando los diferentes modelos de crecimiento de biomasa y de
irradiancia se obtienen las Tablas 31 — 3-6, donde se muestra que los modelos de
Beer-Lambert y RTE propuestos son bastantes precisos para obtener los parametros
de absorcion (x;), crecimiento especifico maximo de la biomasa (tnax),
fotosaturacion (K;) e irradiancia 6ptima de crecimiento (I,p).

Sin embargo, el modelo de aproximacion de dos flux, estima de manera incorrecta el
coeficiente de absorcion (k;) y de dispersion (g;) observandose que o, estimado
podria ser la suma de estos dos coeficientes. Esta situacion tiene sentido ya que en el
caso de las microalgas la dispersion ocurre fuertemente hacia delante, por lo que el
supuesto mas fuerte del modelo de aproximacién de dos flux no se cumple (dispersion
isotropica) (Lock & Gouesbet, 2009; Mishchenko, 2009).

Con los parametros obtenidos se construyen las Figuras 3-14 — 3-16. Observandose
que tanto el modelo de Aiba como el de Steele es capaz de seguir la tendencia de la
biomasa tal como se presenta en la Figura 3-16. En particular en la Figura 3-14 y 3-15

es posible apreciar que siempre la aproximacion de dos flux estima que el crecimiento



113

de la biomasa es menor al observado, este factor se debe que al estimar que la
dispersion es isotropica se obtiene que la irradiancia es mejor a la real y por tanto la
biomasa limita su crecimiento.

De la Figura 3-16 se obtiene que es indiferente utilizar ya sea la ley de Beer-Lambert
o bien RTE, sin embargo, al utilizar Beer-Lambert se pierde el efecto de la dispersion
que para el caso de intensidad del color azul es bastante bajo este coeficiente y, por
tanto, es posible despreciarlo. Es decir, al obtener un valor pequeno de dispersion (a;)
es posible asumir que D. tertiolecta aprovecha de buena manera la luz de color azul,

dispersando una cantidad pequefia de energia.

Tabla 3-1. Pardmetros estimados utilizado el modelo de Aiba y ley de Beer Lambert

en el fotobiorreactor de iluminacidon azul

Parametro calculado SS VNS FA CS

Fop; 0.912 0.909 0.973 0.910

Tiempo de calculo 19.18 s | I min27.16s | 39.36s | 2min29.49s

K(m?- g™ 0.345 0.345 0.339 0.345

a(m*- g7) - - - -

K, (W -m™?2) 0.179 0.152 0.357 0.157
K. (W-m?) 1.000 5.999 5.920 5.000
Uomae(dia™1) 0.245 0.212 0.424 0.219

pg(m? - gt .dia™t)- 10° — — — —
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Tabla 3-2. Parametros estimados utilizado el modelo de Aiba y aproximacion de dos

flux en el fotobiorreactor de iluminacidon azul

Parametro calculado SS VNS FA CS
Fobf 0.902 0.885 0.903 0.886

Tiempo de calculo 57.78 s | 8min45.18 s | 3min2.31s | 16 min 53.85 s

K (m? - g™ 0.132 | 1.982-107° 0.000 0.000
g (m?- g™ 0.380 0.548 0.541 0.548
K, (W-m=2) 0.446 0.202 0.742 0.205
K, ,(W-m2) 0.150 49.936 0.078 10.000
Pmax(dia™) 0.530 0.251 0.843 0.255

pg(m?- gt -dia™t)-10° - — — -

Tabla 3-3. Pardmetros estimados utilizado el modelo de Aiba y RTE en el

fotobiorreactor de iluminacion azul

Parametro calculado SS VNS FA CS
Fobj 0.910 0.909 0.942 0.909
Tiempo de calculo 32.05s | 2min 1731 s | I min 11.95s | 4 min 8.17 s

K (m? g™ 0.345 0.345 0.343 0.345
g, (m?- g7) 0.123 0.099 0.449 3.668- 1077
K, (W-m=2) 0.158 0.153 3.746 0.155
K, ,(W-m2) 4.205 46.043 0.009 10.000
Pmax(dia™) 0.219 0.213 4.393 0.215

pa(m? - gt -dia=t)- 103 — — — —
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Tabla 3-4. Parametros estimados utilizado el modelo de Steele y ley de Beer-Lambert

en el fotobiorreactor de iluminacion azul

Parametro calculado SS VNS FA CS
Fop; 0.917 0.916 0.917 0.917
Tiempo de calculo 2345 s 54.33 s 37.08s | 2min 30.92 s
K, (m? - g~1) 0.345 0.345 0.345 0.345

03 (m - g) - - - -

Iope(W -m™2) 0.229 0.229 0.229 0.229

Uomae (dia™1) 0.112 0.112 0.112 0.112

pg(m?- gt -dia™t)-10° — - - —

Tabla 3-5. Parametros estimados utilizado el modelo de Steele y aproximacion de dos

flux en el fotobiorreactor de iluminacidon azul

Parametro calculado SS VNS FA CS

Fobj 0.892 0.892 0.989 0.692

Tiempo de calculo 51.08s | I0min44.36s | 3min43.99s | 16 min 0.74 s

K (m? g™ 0.039 | 3.671-107° 0.164 0.000
g, (m?- g7) 0.501 0.548 0.322 0.548
Ipe(W -m™2) 0.284 0.289 0.696 0.1289
Pmax(dia™) 0.126 0.127 0.275 0.127

pa(m? - gt -dia=t)- 103 — — — —
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Tabla 3-6. Parametros estimados utilizado el modelo de Steele y RTE en el

fotobiorreactor de iluminacion azul

Parametro calculado SS VNS FA CS

Fop; 0.917 0.916 1.029 0.917
Tiempo de calculo 23.57s | Imin43.28 s | 58.30s | 4 min 17.27 s

K (m? - g™ 0.344 0.345 0.337 0.345
g (m?- g™ 3.349 0.007 0.517 | 1.504-1077
Ipe (W -m™?) 0.229 0.229 0.634 0.229
Pmax(dia™) 0.112 0.112 0.261 0.112

pg(m?- gt -dia™t)-10° - — - -
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Figura 3-14. Comparacion de la variacion temporal del pardmetro medido con el
modelo realizado en el fotobiorreactor de color azul utilizando el modelo de Aiba: (a)

variacion temporal de la irradiancia, (b) variacion temporal de la biomasa
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Figura 3-15. Comparacion de la variacion temporal del pardmetro medido con el
modelo realizado en el fotobiorreactor de color azul utilizando el modelo de Steele:

(a) variacion temporal de la irradiancia, (b) variacion temporal de la biomasa



119

(a)
0.25 T T T T
-
£
% 02 \e I IAibaBeer—Lambert
I \ | AibaTwo-Flux
o Lu I
5 0.15 Y\ . aibarTE
% 3 e ISteeIeBeer-Lamben
)
'g 01r \ 1 ISteeIeTwo-Fqu
© .\ l5teeierTE
% 0.05+ \.\._ 11° Iexperimental
2 =g o
= e N
- L ] s
O 1 1 L 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)
(b)
- 04 T T : :
=
= .
@ 0351 ° 1 [.... X,
% ® . AibaBeer-Lambert
;_.A
g 0.3 S 1 X pibaTwo-Flux
E o s - “XaibaRTE
& o
© 0257 ,rf-”/. * 1 *XSleeleBeer~Lamberl
5 e X
0 P . SteeleTwo-Flux
g o02f A 1—x
= i SteeleRTE
o 7 ¢ imental
L ’ | expernmen
2] 0.15 p
O o
O 2
0.1 . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)

Figura 3-16. Variacion temporal en el fotobiorreactor azul donde se presentan las 6
combinaciones de modelos posibles: (a) variacion temporal de la irradiancia, (b)

variacion temporal de la biomasa

En adicion a lo presentado en las Figuras 3-14 — 3-16, en las Figuras 3-17 — 3-22
se muestra la variacion de la irradiancia espacial de los diferentes modelos con
respecto a la biomasa presente en ese instante del tiempo. De las figuras se puede
observar que a medida que aumenta la biomasa del reactor este se va oscureciendo

tal como ocurre en la realidad. En adicion se observa que en promedio se utiliza
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ineficientemente un 37.5% del reactor ya que existe una zona del reactor (desde
los 6.5 cm de radio en adelante) que, al final de crecimiento de la microalga, no se

encuentra irradiado.

Ademas, cuando se comparan los tres modelos de irradiancia en las figuras se ve
que siempre el modelo de aproximacion de dos flux estima que la penetracion de
la irradiancia es mucho mejor que las estimadas por los modelos de Beer-Lambert
y RTE. Y si se compara los modelos de Beer-Lambert y RTE, se aprecia que el
segundo predice que la luz penetra un poco mdas en el medio de cultivo
aumentando la cantidad de microalga sometida a la luz en un pequefio porcentaje.
Debido a lo anterior se genera que la biomasa estimada utilizando el modelo de

RTE es mayor que la estimada realizando el modelo de Beer-Lambert.

También fue posible apreciar que la irradiancia espacial estimada tanto por el
modelo de Aiba como por el modelo de Steele es similar en ordenes de magnitud,
por lo cual se puede mencionar que en la estimacion de la irradiancia y la biomasa
en las fases de crecimiento y estacionaria de la biomasa es practicamente

indiferente utilizar un modelo u el otro.
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(a) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.19148 g/L
utilizando Ley de Beer-Lambert utilizando Ley de Beer-Lambert
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Figura 3-17. Variacion espacial de la irradiancia segiin la biomasa presente utilizando
el modelo de Aiba y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor azul: (a) biomasa igual
a0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.19148 g/L, (c) biomasa igual a 0.26311 g/L, (d)

biomasa igual a 0.31756 g/L

(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.102 g/L (b) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.19286 g/L
utilizando Aproximacion de Dos-Flux utilizando Aproximacion de Dos-Flux
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(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.25742 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.30519 g/L.
utilizando Aproximacién de Dos-Flux utilizando Aproximacién de Dos-Flux
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Figura 3-18. Variacion espacial de la irradiancia segiin la biomasa presente utilizando
el modelo de Aiba y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor azul: (a) biomasa
igual a 0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.19286 g/L, (c) biomasa igual a 0.25742 g/L,

(d) biomasa igual a 0.30519 g/L
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(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.1919 giL.
utilizando RTE utilizando RTE
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B E
= L
-} -}
k] k]
8 8
] ]
T T
© ©
® ®
E 0 15 E
< <

5 6 7 5 6 7

Profund\dad de\ reactor (cm Profundldad de\ reactor (cm
(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.26328 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.31754 g/L.
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Figura 3-19. Variacion espacial de la irradiancia segin la biomasa presente utilizando
el modelo de Aiba y RTE en el fotobiorreactor azul: (a) biomasa igual a 0.102 g/L,
(b) biomasa igual a 0.1919 g/L, (c) biomasa igual a 0.26328 g/L, (d) biomasa igual a

0.31754 g/L

(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.102 g/L (b) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.19275 g/L
utilizando Ley de Beer-Lambert utilizando Ley de Beer-Lambert >
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(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.26369 g/L. (d) Irradiancia con concentracion de biomasa igual 2 0.31682 g/L.
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Figura 3-20. Variacion espacial de la irradiancia segtn la biomasa presente utilizando
el modelo de Steele y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor azul: (a) biomasa
igual a2 0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.19275 g/L, (c) biomasa igual a 0.26369 g/L,

(d) biomasa igual a 0.31682 g/L
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(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual 2 0.19334 g/L
utilizando Aproximacion de Dos-Flux utilizando Aproximacion de Dos-Flux
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(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.25726 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.30419 g/L.
utilizando Aproximacién de Dos-Flux utilizando Aproximacién de Dos-Flux
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Figura 3-21. Variacion espacial de la irradiancia segin la biomasa presente utilizando
el modelo de Steele y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor azul: (a)
biomasa igual a 0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.19334 g/L, (c) biomasa igual a

0.25726 g/L, (d) biomasa igual a 0.30419 g/L

(a) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.102 g/L (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.19275 g/L.
utilizando RTE utilizando RTE
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(c) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.26368 g/L (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.31681 g/L
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Figura 3-22. Variacion espacial de la irradiancia segiin la biomasa presente utilizando
el modelo de Steele y RTE en el fotobiorreactor azul: (a) biomasa igual a 0.102 g/L,
(b) biomasa igual a 0.19275 g/L, (c¢) biomasa igual a 0.26368 g/L, (d) biomasa igual a

0.31681 g/L
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Adicionalmente, con los parametros estimados se realizando los calculos de los
intervalos de confianza de estos (Tablas 3-7 — 3-12) (Nadarajah, Bityukov, &
Krasnikov, 2015) y la sensibilidad de los parametros con respecto a la variacion
temporal de la biomasa (Figura 3-24). En los intervalos de confianza se muestra que
el parametro de fotoinhibicion no fue posible estimarlo utilizando los datos
experimentales debido al amplio rango del intervalo de confianza calculado para
dicho parametro. Por lo tanto, al utilizar luces led SMD 5050 de color azul no fue
posible alcanzar la fotoinhibicion de D. tertiolecta.

De la Figura 3-23 se aprecia la razon por la cual las modelaciones de crecimiento de
la biomasa de microalgas solo utilizan la ley de Beer-Lambert (Bello et al., 2017;
Gao, Kong, & Dennis Vigil, 2017; Garcia-Mafias, Guzman, Berenguel, & Acién,
2019; Dongda Zhang et al., 2016), ya que tal como se muestra en la Figura 1.24.c y
Figura 1.24.f al utilizar solo los datos de la variacion de la biomasa es posible estimar
solo el coeficiente de absorcion (x;), el pardmetro de fotosaturacion (K;) y la tasa
especifica maxima de crecimiento (f,qy), pero los otros parametros es imposible

estimarlo solo utilizando los datos experimentales de la biomasa.

Tabla 3-7. Intervalos de confianza de los pardmetros estimados utilizado el modelo de

Aiba y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor de iluminacion azul

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior

K, (m? - g™1) 0.319 0.345 0.371

a(m? - g - - -

K/(W-m™?) 0’ 0.152 0.398
K. (W-m™?) 0° 5.999 95.823
U (dia™) 0’ 0.212 0.450

pa(m? - gt -dia=t)- 103 — — —

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos



Tabla 3-8. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo de

Aiba y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor de iluminacion azul

Parédmetro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? - g~ 1) 0 1.982-10°¢ 0.647
g (m?- g™ 0’ 0.548 1.320
K,(W-m™2) 0 0.202 0.669
K, (W-m2) 0 49.936 356.691
U (dia™) 0’ 0.251 0.654

pg(m?- gt -dia™t)-10°

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos

Tabla 3-9. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo de

Aiba y RTE flux en el fotobiorreactor de iluminacion azul

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? - g~ 1) 0.318 0.345 0.372
g (m?- g™ 0’ 0.099 2111
K,(W-m™2) 0 0.153 0.409
K, (W-m2) 0 46.043 622.196
U (dia™) 0’ 0.213 0.459

pg(m?- gt -dia™t)-10°

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos




Tabla 3-10. Intervalos de confianza de los pardmetros estimados utilizado el modelo

de Steele y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor de iluminacion azul

Parédmetro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? - g~ 1) 0.319 0.345 0.371
g (m? - gt) - - -
Iy (W-m™2) 0° 0.229 0.488
P (dia™1) 0.033 0.112 0.1913

pg(m?- gt -dia™t)-10°

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos

Tabla 3-11. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo

de Steele y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor de iluminacion azul

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? g™ 0 3.671-107° 0.418
g, (m?- g7) 0.047 0.548 1.049
Ipe(W-m™2) 0* 0.289 0.713
U (dia™) 0.003 0.127 0.251

pa(m? - gt -dia=t)- 103

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos




Tabla 3-12. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo

de Steele y RTE flux en el fotobiorreactor de iluminacion azul
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Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? - g™1) 0.319 0.345 0.371
g (m?- g™ — 0.007 0.848
Ipe (W -m™?) 0’ 0.229 0.494
Uy (dia™) 0.031 0.112 0.193

pa(m? - gt -dia=t)- 103 — — —

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos

(a)

()

(e)

Figura 3-23. Analisis de sensibilidad de los pardmetros optimizados con respecto a la
biomasa en el fotobiorreactor azul: (a) sensibilidad utilizando modelo de Aiba y ley
de Beer-Lambert, (b) sensibilidad utilizando modelo de Aiba y aproximacion de dos

flux, (c) sensibilidad utilizando modelo de Aiba y RTE, (d) sensibilidad utilizando
modelo de Steele y ley de Beer-Lambert, (e) sensibilidad utilizando modelo de Steele

y aproximacién de dos flux, (f) sensibilidad utilizando modelo de Steele y RTE
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3.5.2. Fotobiorreactor rojo con D. tertiolecta

Para D. tertiolecta iluminada con luces led SMD 5050 de color rojo es estimaron
los parametros del modelo utilizando datos experimentales de 15 dias, debido a
que durante ese periodo fue posible apreciar un ciclo de crecimiento de la
microalga. Estos parametros estimados para cada uno de los modelos son
mostrados en las Tablas 3-13-3-18. De los parametros estimados, a diferencia de

la estimacion anterior, si fue posible estimar un valor preciso del coeficiente de

dispersion (g;) permitiendo determinar que en el caso de que D. tertiolecta se
enfrenta a colores que no son favorables en su crecimiento se aprecia que el
parametro de dispersion adquiere un gran peso en la simulacion, tal como se

aprecia en los resultados utilizando RTE.

Con respecto al coeficiente de dispersion, en las Tablas 3-15 y 3-18 es posible

apreciar que su valor es mayor que el coeficiente de absorcion (x;) al igual que lo
encontrado en otros estudios de la medicion de la dispersion en medios bioldgicos
acuosos (Fukutomi, Ishii, & Awazu, 2016; Vadakke-Chanat & Shanmugam,
2017). Dicha diferencia entre ambos parametros tiene sentido debido a que, en el
color rojo, D. tertiolecta presenta un valor de crecimiento mucho menor en
comparacion a la luz azul, por lo cual, se puede concluir que este crecimiento
desfavorable se debe que D. tertiolecta tiene una facilidad para dispersar dicho

color.
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También en esta experiencia fue posible estimar el valor de la tasa especifica de
muerte de la microalga debido a que en los datos experimentales se aprecia una

caida de la biomasa en al final de la medicion.

Con lo anterior mencionado, al igual que en la seccion anterior, con los
parametros estimados se construyeron las Figuras 3-24-3-26 de la variacion de la
biomasa y la irradiancia al interior del fotobiorreactor tubular. De la Figura 3-26
se muestra que tanto el modelo de Aiba como el de Steele predicen de manera
correcta el comportamiento de la biomasa. Sin embargo, al momento de comparar
ambos modelos, que utiliza el modelo de Aiba y RTE es mds semejante el

comportamiento que tuvo el reactor al momento de realizar el experimento.

Tabla 3-13. Parametros estimados utilizado el modelo de Aiba y ley de Beer-

Lambert en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro estimado SS VNS FA CS
Fobj 0.219 0.218 0.221 0.219
Tiempo de calculo 26.91s | 4 min 26.14 s 39.65s 2 min 5.50s
K, (m? - g~ 1) 0.308 0.308 0.308 0.308
g (m*-g7%) - - - -
K,(W-m2) 0.065 0.005 0.127 0.049
K, (W-m2) 0.053 24.757 0.451 0.098
oo (dia™) 0.752 0.333 0.901 0.588
pa(m?-g=t-dia=t)-10% | 0.999 1.727 0.724 1
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Tabla 3-14. Parametros estimados utilizado el modelo de Aiba y aproximacion de

dos flux en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro estimado SS VNS FA CS
Fobj 0.219 0.218 0.224 0.221
Tiempo de calculo 55.83s | 10 min 27.25s | 2min 56.39s | 14 min 21.43 s
K;(m? - g~1) 0.308 0.309 0.269 0.307
g (m?- g™ 0.000 | 1.446-107° 0.092 3.861-107*
K, (W-m™32) 0.062 0.003 0.129 0.319
K, (W-m?) 0.060 0.083 0.659 0.272
P (dia™1) 0.714 0.669 0.872 1.942
pa(m?-g=t-dia=t)-10% | 0.997 3.259 0.692 0.672

Tabla 3-15. Parametros estimados utilizado el modelo de Aiba y RTE en el

fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro estimado SS VNS FA CS
Fobj 0.219 0.218 0.221 0.219
Tiempo de calculo 25779s| 4min8.96s | 1 min17.60s | 4 min36.14s
i (m? - g™%) 0.308 0.307 0.307 0.308
g (m2 - g™) 0.519 0.779 0.326 0.826
K, (W -m™2) 0.161 0.060 0.581 0.000
K, (W-m2) 0.007 2.203 1.879 10.000
e (dia™) 2.569 0.561 3.348 0.361.
pa(m?® - gt dia~?)-10% | 1.374 0.845 0.657 2.377
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Tabla 3-16. Parametros estimados utilizado el modelo de Steele y ley de Beer-

Lambert en el fotobiorreactor de iluminacién rojo

Pardmetro estimado ) VNS FA Cs

Fopj 0.220 0.218 0.222 0.221
Tiempo de calculo 44.37s | 1min20.21s | 1min2.60s | 5min 25.99s

K (m? g™ 0.309 0.309 0.308 0.308

g (m? - gt) - - - -
Ippe (W -m™2) 0.072 0.034 1.624 0.379
U (dia™) 0.246 0.249 3.294 0.827
py(m?-g=1-dia 1) -10% | 0.857 1.409 0.640 0.662

Tabla 3-17. Parametros estimados

de dos flux en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

utilizado el modelo de Steele y aproximacion

Parametro estimado SS VNS FA CS
Fopj 0.219 0.218 0.225 0.221
Tiempo de calculo 1min28.74s | 12 min 7.68 min | 5min 9.45s | 27 min 48.19 s

K,(m? - g™ 0.310 0.308 0.255 0.307

g,(m?- g1 5.004-107* 1.360- 1073 0.120 1.244 - 1073
Ippe(W -m™2) 0.037 0.029 0.692 0.346
U (dia™) 0.234 0.277 1.457 0.758
pa(m? - gt -dia=t)- 103 1.263 1.667 0.659 0.662
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Tabla 3-18. Parametros estimados utilizado el modelo de Steele y RTE en el

fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro estimado SS VNS FA CS

Fopj 0.219 0.218 0.366 0.2211

Tiempo de calculo 48.47s |3min11.29s 59.28 s 4 min 7.33 s
K,(m? - g™ 0.308 0.308 0.332 0.308
g (m?- g™ 3.544 4.586 0.581 4587
Ippe(W -m™2) 0.034 0.035 2.090 0.299
Uomar(dia™1) 0.251 0.246 2.394 0.668
pa(m?-g=t-dia=t)-10° | 1.419 1.369 0.3712 0.670
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Figura 3-24. Comparacion de la variacion temporal del parametro medido con el
modelo realizado en el fotobiorreactor de color rojo utilizando el modelo de Aiba: (a)

variacion temporal de la irradiancia, (b) variacion temporal de la biomasa



134

0.04 T T T
\-
0.0354, A
0.03F ~, -
0.025 e 1

0.02+ e . L

0.015 1

Irradiancia del reactor (W/mz)

0.01 1 1 1 1 1
0 25 5 7.5 10 12.5 15

(b)

0,17 T T T

0.16 N :

0.15

sk

P XBeerfLambert
012 Vi 'XTWD-Flux 7

-X
RTE
011F ,

A * “experimental

01 4 1 1 1 1 1
0 25 5 7.5 10 125 15

Tiempo (dias)

Concentracién de biomasa (g/L)
!

Figura 3-25. Comparacion de la variacion temporal del parametro medido con el
modelo realizado en el fotobiorreactor de color rojo utilizando el modelo de Steele:

(a) variacion temporal de la irradiancia, (b) variacion temporal de la biomasa
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Figura 3-26. Variacion temporal en el fotobiorreactor rojo donde se presentan las 6
combinaciones de modelos posibles: (a) variacion temporal de la irradiancia, (b)

variacion temporal de la biomasa

Al igual que en la seccion anterior, se utilizan los pardmetros estimados para
construir la variacion de la irradiancia de manera espacial con respecto a la
biomasa presente en el reactor (Figuras 3-27 — 3-32). En las imdgenes se muestra
que la irradiancia no varia mucho en el tiempo debido a que la variacion de

biomasa es muy pequeiia (aproximadamente de un 1.5 veces mas del inoculo
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inicial) en comparacion a la biomasa obtenida en el fotobiorreactor con

1luminacion azul.

Adicionalmente, en este caso en particular no fue posible encontrar una gran
diferencia entre los tres modelos en lo que se refiere a la variacion espacial de la
irradiancia, pero al igual que antes es posible apreciar que existe una mejor

penetracion de la irradiancia utilizando el modelo RTE.

(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.13617 g/L
utilizando Ley de Beer-Lambert utilizando Ley de Beer-Lambert
Iradiancia (Wim®)

0.07
50
a0
30
20
10
’ 0
3

35 4 45 5 55 68 65 7
)

Irradiancia (W/m®)
5

a

3

Altura del reactor (cm)
Altura del reactor (cm)

1

Inn
" 0.0
0.0
0.02
Inn
75

4 45 5 55 6 65 7 75

Profundidad del reactor (cm) Profundidad del reactor (cm,
(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.14997 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.15086 g/L.
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Figura 3-27. Variacion espacial de la irradiancia segiin la biomasa presente utilizando
el modelo de Aiba y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor rojo: (a) biomasa igual
a0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.13617 g/L, (c) biomasa igual a 0.14997 g/L, (d)

biomasa igual a 0.15086 g/L.
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(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.13477 g/L
utilizando Aproximacién de Dos-Flux utilizando Aproximacién de Dos-Flux
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(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.14738 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.14797 g/L.
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Figura 3-28. Variacion espacial de la irradiancia segin la biomasa presente utilizando
el modelo de Aiba y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor rojo: (a) biomasa
igual a2 0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.13477 g/L, (c) biomasa igual a 0.14738 g/L,

(d) biomasa igual a 0.14797 g/L

(a) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.102 g/L (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.13687 g/L.
utilizando RTE utilizando RTE
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Figura 3-29. Variacion espacial de la irradiancia segiin la biomasa presente utilizando
el modelo de Aiba y RTE en el fotobiorreactor rojo: (a) biomasa igual a 0.102 g/L, (b)
biomasa igual a 0.13687 g/L, (c) biomasa igual a 0.15082 g/L, (d) biomasa igual a

0.15192 g/L
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(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.13613 g/L
utilizando Ley de Beer-Lambert utilizando Ley de Beer-Lambert
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(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.14968 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.15035 g/L.
utilizando Ley de Beer-Lambert utilizando Ley de Beer-Lambert
Irradiancia (Wim?) Irradiancia (Wim?)
T T s0 ln.na
o o
g 5
[ [ 0.03
g @ 30
E E 20 - 0.02
g g
E] E]
H z In.m
0
4 45 5 55 B 65 1 75 3 35 4 45 5 55 6 65 7 715
Profundidad del reactor (cm) Profundidad del reactor (cm)

Figura 3-30. Variacion espacial de la irradiancia segin la biomasa presente utilizando
el modelo de Steele y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor rojo: (a) biomasa
igual a2 0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.13613 g/L, (c) biomasa igual a 0.14968 g/L,

(d) biomasa igual a 0.15035 g/L
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Figura 3-31.Variacion espacial de la irradiancia segiin la biomasa presente utilizando
el modelo de Steele y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor rojo: (a)
biomasa igual a 0.102 g/L, (b) biomasa igual a 0.13648 g/L, (¢) biomasa igual a

0.15036 g/L, (d) biomasa igual a 0.15093 g/L
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(a) Irradiancia con concentracién de biomasa igual 2 0.102 g/L. (b) Irradiancia con concentracion de biomasa igual a 0.13632 g/L
utilizando RTE utilizando RTE
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(C) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.14989 g/L. (d) Irradiancia con concentracién de biomasa igual a 0.15058 g/L.
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Figura 3-32. Variacion espacial de la irradiancia segin la biomasa presente utilizando
el modelo de Steele y RTE en el fotobiorreactor rojo: (a) biomasa igual a 0.102 g/L,
(b) biomasa igual a 0.13632 g/L, (c) biomasa igual a 0.14989 g/L, (d) biomasa igual a

0.15058 g/L

Al igual que antes se calcula los intervalos de confianza de los pardmetros para
conocer la robustez de los parametros encontrados utilizando la metodologia utilizada
por Nadarajah, Bityukov y Krasnikov (2015) (Tablas 3-19 — 3-24). De las tablas es
posible apreciar que el parametro de fotoinhibicién (K;;) no es posible estimarlo
utilizando los datos obtenidos en la experiencia de laboratorio, esto se puede deber a
que las luces led SMD 5050 de color rojo no alcanzar la fotoinhibicion de D.
tertiolecta, permitiendo asegurar que al utilizar luces led SMD 5050 no es posible
fotoinhibir a D. tertiolecta.

En conjunto con el calculo del intervalo de confianza, se estima la sensibilidad de los

parametros estimados con respecto a la variacion de la biomasa (Figura 3-33). En la
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Figura 3-33 se aprecia que solo utilizando los datos experimentales de la variacion de
la biomasa no es posible estimar el coeficiente de dispersion (a;), es por ello por lo
que al momento de calcularlo es necesario utilizar mediciones de la variacion de la

irradiancia ya sea de manera temporal o espacial.

Tabla 3-19. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo

de Aiba y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior

K, (m? - g™1) 0.196 0.308 0.419

a(m* - g - - -

K, (W-m™2) 0° 0.005 3.329

K. ,(W-m?) 0° 24.757 1740.894

U (dia™) 0’ 0.333 6.984
pg(m? - gt -diat)- 103 0° 1.727 282.265

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos

Tabla 3-20. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo

de Aiba y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K,(m? - g™ 0* 0.309 2.851
g (m?- g™ 0’ 1.446 - 1073 5.277
K/(W-m™?) 0’ 0.003 0.870
K. (W-m™?) 0° 0.083 56.194
U (dia™) 0’ 0.669 0.783
pa(m? - gt -dia=t)- 103 0’ 3.259 95.631

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos
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Tabla 3-21. Intervalos de confianza de los pardmetros estimados utilizado el modelo

de Aiba y RTE flux en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Pardmetro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? - g™ 0.186 0.307 0.428
g (m?- g™ 0’ 0.779 126.598
K, (W-m=2) 0 0.060 9.726
K. (W-m™?) 0° 2.203 417.710
U (dia™) 0’ 0.561 49.688
pg(m?- gt -dia™t)-10° 0* 0.307 32.576

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos

Tabla 3-22. Intervalos de confianza de los pardmetros estimados utilizado el modelo

de Steele y ley de Beer-Lambert en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior

K, (m? - g™1) 0.198 0.309 0.419

au(m* - g - - -

Lope(W -m™?) 0 0.034 0.888
U (dia™) 0’ 0.249 4.055
pg(m?- gt -dia™t)-10° 0* 1.409 40.097

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos
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Tabla 3-23. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo

de Steele y aproximacion de dos flux en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parédmetro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K,(m? - g™ 0* 0.308 4.281
g (m?- g™ 0’ 1.360- 1073 10.348
Ippe(W -m™2) 0 0.029 0.597
U (dia™) 0’ 0.277 6.027
pg(m?- gt -dia™t)-10° 0* 1.667 49.208

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos

Tabla 3-24. Intervalos de confianza de los parametros estimados utilizado el modelo

de Steele y RTE flux en el fotobiorreactor de iluminacion rojo

Parametro Valor inferior | Valor estimado | Valor superior
K (m? - g~ 1) 0.195 0.308 0.421
g (m?- g™ 0’ 4.586 201.269
I (W-m™2) 0° 0.035 0.821
e (dia™1) 0 0.246 3.193
pg(m?- gt -dia™t)-10° 0* 1.369 33.023

* Dicho valor fue igualado a cero debido a la imposibilidad que tomar valores negativos
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Figura 3-33. Anaélisis de sensibilidad de los pardmetros optimizados con respecto a la
biomasa en el fotobiorreactor rojo: (a) sensibilidad utilizando modelo de Aiba y ley de
Beer-Lambert, (b) sensibilidad utilizando modelo de Aiba y aproximacién de dos flux, (c)
sensibilidad utilizando modelo de Aiba y RTE, (d) sensibilidad utilizando modelo de Steele
y ley de Beer-Lambert, (e) sensibilidad utilizando modelo de Steele y aproximacion de dos

flux, (f) sensibilidad utilizando modelo de Steele y RTE

3.6. Conclusiones

En esta seccion fue posible probar la capacidad que tienen los modelos matematicos
de poder estimar la variacion de la biomasa e irradiancia determinado que, en general,
el modelo de Beer-Lambert siempre es una buena opcion para estimar el crecimiento
de las microalgas.

Sin embargo, es importante destacar que, al usar modelos mas sofisticados como
RTE, es posible apreciar los efectos que tienen ciertos colores en el crecimiento de las

microalgas. En especifico, fue posible apreciar que D. tertiolecta presenta un mayor
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crecimiento ante una iluminacion de color azul, no solo porque presente casi una nula
tasa de muerte (u,) sino que también porque el coeficiente de dispersion (gz) es
mucho menor en luces favorables en su crecimiento, por lo que se puede concluir que
las microalgas creen menos ante ciertas longitudes de onda debido a que presentan un
alto coeficiente de dispersion, es decir, no aprovechan de manera correcta dicho
energia.

Adicionalmente, es posible concluir que entre los cuatro algoritmos de optimizacion
utilizados es mejor fue VNS seguido por SS luego CS y el peor fue FA, esto es
debido al valor de funcidon objetivo encontrada al momento de optimizar. Pero,
también fue posible apreciar que el tiempo de computo al hacer uso de VNS aumenta
mucho en comparacion al SS, por lo que se puede concluir que si se desea un modelo
robusto de optimizacion de parametros es necesario utilizar VNS, sin embargo, si se
cuenta con una capacidad de computo y tiempo limitado el algoritmo SS es una buena
opcion.

También, a lo largo del proceso de optimizacion se observo la incapacidad del FA de
encontrar optimos globales cuando el rango de busqueda de los pardmetros es amplio,
por lo que se sugiere utilizar este algoritmo cuando se tienen rangos acotados para los
parametros.

Conjuntamente, se concluye que al momento de construir modelos matematicos para
fotobiorreactores productores de microalgas es necesario tener en cuenta qué
mediciones son posibles de realizar al interior del reactor, ya que si solo se dispone de

mediciones de la biomasa en el tiempo, no es necesario utilizar ecuaciones
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sofisticadas para la estimacion de la irradiancia al interior del reactor ya que el
modelo de crecimiento es insensible al coeficiente de dispersion.

Igualmente, es posible decir que al momento de disenar el fotobiorreactor, es
necesario utilizar modelos matematicos para evitar el uso ineficiente del volumen de
control debido a la falta de iluminacion. Asimismo, es necesario determinar el color
utilizado en el crecimiento de D. tertiolecta, ya que un color inadecuado genera
gastos innecesarios de energia que pueden ser evitables.

Finalmente, en futuras experiencias de estimacion de la variacion de la irradiancia y
la biomasa se sugiere realizar no solo mediciones de la biomasa y la irradiancia con
respecto al tiempo, sino que también realizar mediciones espaciales de la irradiancia
para poder obtener una estimaciéon mas precisa de los coeficientes de absorcion y

dispersion.
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3.7. Nomenclatura

Hq

:umax

Ki,L

Iopt

Intensidad radiativa respecto a la longitud de onda A, W m?

Coeficiente de absorcidn con respecto a la longitud de onda A, m™

Coeficiente de dispersién con respecto a la longitud de onda A, m™

Camino recorrido por la luz de manera lineal m?

Direcciones de radiacion hacia afuera y hacia adentro (-)

Funcion de fase de dispersion (-)

Direcciones coseno (-)

Corresponde a la concentracién del microorganismo en el cultivo, g - m™
Pardmetro de anisotropia del medio acuosos por el cual se transporta la irradiancia
utilizando en la funcién de fase (-)

Tasa especifica de crecimiento de la microalga en cuestién (dia™)

Tasa especifica de muerte a las condiciones ambientales presentes (m3-g?-dia?)
tasa maxima de crecimiento especifico (dia™?)

Irradiancia media al interior de biorreactor (W-m2).

pardmetro de ajuste de fotosaturacién (W-m).

Pardmetro de ajuste de fotoinhibicién de la microalga (W-m)

Irradiancia dptima de crecimiento de la microalga (W-m)
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CONCLUSIONES DEL TRABAJO DE MAGISTER

4.1. Conclusiones basadas en los objetivos

Las principales conclusiones asociadas al trabajo presentado son:

1)

2)

3)

El crecimiento celular de las microalgas es posible modelizarlo de manera tal que
exista una relacién con la irradiancia promedio recibida en el medio en un
momento especifico del tiempo. Y a su vez esta irradiancia es posible describirla
utilizando distintos niveles de complejidad que permiten describir el
comportamiento de la irradiancia espacialmente. Permitiendo no solo tomar
decisiones de como operar estos fotobiorreactores, sino que también decisiones

de disefio y de escalamiento de los procesos de cultivo.

La ley de Beer-Lambert y RTE combinadas con un modelo de crecimiento de Aiba
permitieron estimar de mejor manera el comportamiento de los fotobiorreactores,
determinando que RTE aporta informacidon sobre el color a utilizar al momento de
realizar el cultivo ya que permite determinar qué color es dispersado en mayor
medida por parte de las microalgas. Sin embargo, el modelo cldsico de Beer-
Lambert tiene la ventaja de ser facil de implementar y entender y que permite

llegar a resultados muy similares a la realidad.

Los fotobiorreactores cerrados con iluminacion a través de led presentan la
ventaja de evitar la fotoinhibicion de D. tertiolecta evitan la muerte temprana de
estos organismos. Asimismo, el realizar cultivos con iluminacién azul mejora la

produccién de biomasa en comparaciéon a otros colores del espectro visible y
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también es mucho mas eficiente que estar iluminando con luz blanca (espectro
completo) si lo consideramos desde el punto de vista energético. Finalmente, un
sistema de produccién de biomasa que evita concentraciones altas de la misma

evita la muerte celular debido a los efectos de oscurecimiento del sistema.

4.2. Discusion y conclusiones Capitulo 2

El uso de diferentes colores en el proceso de cultivo de microalgas contribuyo a
determinar la existencia de colores que mejorar o empeorar el crecimiento de D.
tertiolecta como es el caso del color azul y naranja, respectivamente. Pero por sobre
todo se determind que frente a condiciones de cultivos desfavorables D. tertiolecta
tiene desarrollado toda una maquinaria de “hibernacién” para esperar hasta que las
condiciones ambientales mejores, por ello se menciona que es una microalga
resistente.

Con respecto a los colores es importante apreciar que mientras que en color naranjo
D. tertiolecta tenia un total de 347 mil células por mL, en color azul se obtuvieron
3.55 millones de células por mL, observandose una diferencia de 10 veces mas la
poblacion total y esta situacion fue similar en las otras dos cepas estudiadas.

Es mismo comportamiento fue posible apreciarlo en los fotobiorreactores tubulares de
iluminacion interno determinar que al utilizar iluminacion de color azul la biomasa
alcanzada es igual a 0.355 g/L lo cual es 1.7 veces mas de lo alcanzando es el
fotobiorreactor iluminado con color rojo. Asimismo, fue posible apreciar que al

utilizar el color azul se entrega a las microalgas una mayor cantidad de energia,
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permitiendo no solo alcanzar mayores concentraciones de biomasa, sino que también
un mayor grado de penetracion de la irradiancia evitando la generacion de zonas

oscuras que son desfavorables para la produccion de D. tertiolecta.

4.3. Discusion y conclusiones Capitulo 3

Al explorar distintos modelos matematicos que describen el comportamiento de
microalgas con respecto a la irradiancia recibida, se mostrd que el modelo cldsico de
Beer-Lambert es bastante bueno para predecir el comportamiento de D. tertiolecta sin
perder efectos importantes en su comportamiento. Obteniéndose no solo la solucién
analitica de la ley de Beer-Lambert, sino que también se calcul6 la solucion analitica
del modelo de aproximacion de dos flux y RTE simplificado.

Sin embargo, modelos mas sofisticados como RTE permiten justificar la existencia de
colores que favorecen el crecimiento de D. tertiolecta, lo cual se debe al gran indice
de dispersion que tiene frente al color rojo, lo cual se puede extrapolar al espectro de
colores que no son absorbidos de manera correcta por estos organismos
fotosintetizadores

En cuanto al uso de diversos algoritmos de optimizacion, permitié no solo determinar
que los parametros obtenidos corresponden a un optimo global en la funcién objetivo
sino que también fue posible apreciar las bondades de modelos de optimizacion mas
novedosos como son FA y CS, mostrandose que FA tiene problemas para encontrar
optimos globales en un rango amplio de busqueda debido a que el algoritmo no tiene
un mecanismo de salida concreto de un minimo local, por lo cual, es necesario

proveerle un rango acotado de busqueda. En cambio, CS mostr6 se bueno en
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encontrar el minimo global, pero presentado la desventaja que su tiempo de computo
aumento mucho en comparacion a algoritmos clasicos como SS.

Con esto se concluye que, si se pueden utilizar modelos matematicos para describir el
comportamiento de fotobiorreactores, pero que el nivel de sofisticacion de los
modelos depende mucho del tipo de informacion disponible para estimar los
parametros cinéticos. Ya que, si solo se disponen de datos de crecimiento de la
biomasa y sus productos, es mejor utilizar un modelo simple en lo que refiere a la
irradiancia para evitar tener parametros insensibles a los datos experimentales. Pero
siempre teniendo presente que la capacidad de penetracion de la luz es mucho mayor
a la prevista por el modelo clasico debido a los cultivos de microalgas poseen una

dispersion de la luz fuertemente hacia delante.
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ANEXOS
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ANEXO A: SOLUCION ANALITICA DE LA APROXIMACION DE DOS
FLUX

A continuacion, se presenta la solucion analitica del sistema de ecuaciones formado por la
aproximacion de dos flux:

V2I,Cs(Cs + Cy) + 21,X0,(Cy — C3) + 21yXx;(Cs — C3)
V2Cs(Cy + Cy) + 2XK;(Cy — Cy) + X0y (C, — Cy)

I(r) =

Donde:
VZ(ZR+7)C5

Varcs
Cz = 2
{:'3 _ g‘.,."E]"'ﬂ_g;

Cs = JXZ(ZFCAZ + 2K503 + 0})
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