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Resumen

La biotecnologia de microalgas ha adquirido gran importancia en los dltimos afios debido a la gran
cantidad de productos de interés que pueden obtenerse a partir de su cultivo. Estos productos van desde
la propia biomasa para consumo animal o humano, hasta productos extraidos de su estructura como
triglicéridos (potenciales materias primas para la produccién de biodiesel), carotenoides, proteinas,
productos bio-activos utilizados por la industria farmacéutica, etc. Por otro lado, la gran variedad de
especies de microalgas existentes y los desarrollos en la ingenieria genética y metabdlica posicionan al
cultivo de microalgas como una plataforma biotecnoldgica de gran potencial para la produccion de

diversos productos de interés tecnolégico y/o comercial.

A pesar del gran desarrollo logrado en los tltimos tiempos, existen ain numerosos problemas que son
necesario resolver a fin de lograr una tecnologia de cultivo eficiente y rentable. Con este trabajo, se
busca abordar la resolucion de cuestiones asociadas al andlisis de los foto-bio-reactores en escala de
laboratorio; principalmente en relacion con el modelado del campo de energia radiante; el modelado de
los fendmenos de transporte que ocurren dentro de los reactores; y, con la obtencién de un modelo
cinético que exprese la velocidad de crecimiento celular como una funcién de la disponibilidad de luz en

el cultivo.

Los objetivos trazados intentan lograr el desarrollo de modelos que puedan utilizarse como base del
disefio, optimizacion y cambio de escala de foto-bio-reactores. En tal sentido, se busca que los valores
de los parametros incluidos en el modelo y la funcionalidad del mismo con las diferentes variables sean

invariantes e independientemente de la configuracién de reactor utilizado.
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Abstract

The microalgae biotechnology has acquired great importance in recent years due to the large number of
products of interest which may be obtained from its culture. These products range from biomass for
animal or human consumption, to products extracted from its structure such as triglycerides (potential
raw materials for biodiesel production), carotenoids, proteins, bio-active compounds used by the
pharmaceutical industry, etc.. Moreover, due to the wide variety of existing microalgal species and the
developments in genetic engineering and metabolic, microalgae have become a potential platform for

the production of various products of technological interest.

Despite the great development achieved in recent times, there are still many problems that need to be
solved in order to achieve a efficient cultivation technology. With this work, we seek to address the
resolution of issues associated with the analysis of reactors at laboratory scale, mainly in relation to the
modeling of radiant energy field, the modeling of the transport phenomena occurring within the reactors
and obtaining a kinetic model that expresses the cell growth rate as a function of the light availability in

the culture.

The objectives outlined try to achieve the development of models that can be used as a basis for the
design, optimization and scaling-up of photo-bio-reactors. In this sense, it is intended that the values of
the parameters included in the models and its functionality with the different variables of the system do

not depend on the reactor configuration.
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CAPITULO 1.

Dg didmetro del vidrio exterior [mm]

Dy diametro del vidrio interior [mm]

Dy didmetro de la ldmpara [mm)]

FBR  foto-bio-reactores

H; altura del medio de cultivo en el reactor [mm]

Hpy altura del reactor [mm]

Vr volumen de medio de cultivo en el reactor [L]

CAPITULO 2.

AG Algoritmo Genético

A 4rea total de intercambio entre las burbujas residentes en el rector y el medio liquido [cm?]
Co concentracién inicial de trazador en el pulso [gr L]

C, (1) concentracion de trazador para el tiempo ¢ en el n-esimo reactor de la serie
C,(0) transformada de Laplace de la funcién C, ()

H;
H (x)

Ilpm

la funcién de distribucién de tiempos de residencia de los elementos de trazador en cada uno de

los N reactores.

transformada de Laplace de la funcién E(t)

foto-bio-reactores

fraccion del volumen ocupado por el liquido en las zonas del reactor con burbujas.
aceleracion de la gravedad [m s'z]

probabilidad acumulativa de que al escoger al azar una burbuja entre aquellas que residen en

el reactor, la misma tenga radio r; enelrango O<ry; <r.
altura del liquido dentro del reactor [mm]

funcidn escalon de Heaviside

. . .
litros por minuto [L min™].
numero de reactores que componen la serie de N- reactores

nimero total de burbujas residentes en el reactor [burbujas]
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n(ry)

P (1)

p(rs)

-

o

vvim

—SB
VL

v
V(@)

v, (73)

numero de burbujas presentes en el medio considerando unicamente aquellas burbujas con

radio r;, incluido en el rango O<r, <r,

funcion de distribucién de nimero de burbujas residentes en el medio de cultivo en funcién de

suradio r, [burbujas mm']

nimero total de burbujas que ingresan al reactor por unidad de tiempo [burbujas min™']

nimero de burbujas que ingresan al medio de cultivo considerando aquellas burbujas con radio
r, enel rango 0 < r, <r, [burbujas min™].

funcién de distribucién de nimero de burbujas que ingresan al medio en funcién de r,
[burbujas min™! mm'l]

probabilidad acumulativa de que al escoger al azar una burbuja entre aquellas que salen del

difusor, la misma tenga radio r,; enelrango O<r; <r.

funcion de distribucion de burbujas con radio r, que ingresan al medio por unidad de tiempo
[burbujas min’! mm‘l]

caudal del liquido circulante entre los reactores que componen la serie [L min™']

caudal de aire [L min™']

caudal volumétrico de aire considerando las burbujas con radios r; en el rango O <r; <r, [L
min'l]

1

., . . ., L . . -1
funcién de distribucion de caudales en términos de r, [L min® mm' ]

radio del vidrio interior [mm)]
radio del vidrio exterior [mm]

radio de las burbujas [mm]

radio promedio de las burbujas que salen del difusor [mm]

el radio promedio de las burbujas residentes en el medio de cultivo [mm)]
Sélidos suspendido totales.

residencia hidraulico [min]

volumen total de medio de cultivo en el reactor [L]

volumen total de las burbujas de gas retenidas en la fase liquida [L]

volumen total de cada uno de los N reactores que componen la serie [L]
volumen de aire por minuto por volumen de medio de cultivo [min™']

velocidad lineal vertical promedio del liquido en la zona sin burbujas [cm min™]

velocidad lineal vertical promedio del liquido en la zona con burbujas [cm min™']

volumen de una burbujas con radio r, [L]

. . . . L, . -1
velocidad terminal de ascenso de una burbuja de radio r, en un liquido en reposo [cm 5]
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velocidad con la cual una burbuja de radio », se mueven dentro de un liquido en movimiento

[cm s'l]

funcién delta de Dirac.

o variable de Laplace asociada a la variable tiempo .

o tension superficeial [mN m'l]

o8 densidad del liquido [Kgr m™ ]

Lo densidad del gas [Kgr m™ ]

CAPITULO 3.

A/ i-esimo pardmetro para la regresion de la constante K; de equilibrio de la reaccién j con la
temperatura.

a corresponde a la actividad del la especie 1,

BG-11 Blue-Green Medium

BBM  Bold's Basal Medium

C nimero de componentes de wun sistema menos el de las reacciones quimicas
estequiométricamente independientes existente en las fases.

F numero de fases de un sistema

Hco,  Constante de Henry para el CO,.

1 fuerza iénica [mol L'l]

K; constante de equilibrio para la reaccion i.

k, constante cinética de reaccion para i-esima raccion.

: concentracion molal de la especie i en la solucién [mol Kg‘l].

P presion [mmHg]

PO presion osmotica [atm]

D; presion parcial de la especie i en la fase gaseosa [mmHg]

r velocidad de reaccion para i-esima raccion.

T temperatura [°K]

v nimero de propiedades intensivas independientemente variables de un suistema

zZ; carga iénica de la especie |

v, coeficiente de actividad para la especie |
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CAPITULO 4.

AG Algoritmo Genético

L Py . . L. 2 .3
a area especifica de intercambio entre las fases liquida y gaseosa[m” m™]

, P . . . . . 2 .3
ag area especifica de intercambio entre el medio de cultivo y las burbujas [m” m™]

, Lo . . . . , . 2 3
ac area especifica de intercambio entre el medio de cultivo y la cimara de aire [m” m™]

BBM Bold's Basal Medium

concentracién del componente A en la interfase gas-liquido [mol L™].
Cay concentracién del componente A en la fase liquida [mol L]

FBR foto-bio-reactor

Jase flujo a del componente A a través de la pelicula gaseosa

Jus flujo a del componente A a través de la pelicula liquida

K, Constante de Henry para el componente A.

k, coeficiente de transferencia de masa del componente A en la pelicula gaseosa
k, coeficiente de transferencia de masa del componente A en la pelicula liquida
Ipm litros por minuto.

m, concentracion molal instantdnea del componente i en el medio de cultivo

PSII foto-sistema II

Pai presion parcial del componente A en la interfase liquido-gas [mmHg]
D presion parcial del componente A en la fase gaseosa [mmHg].

e presion parcial instantdnea del componente i en la cdmara [mmHg]

p’ presion parcial del componente i en las burbujas [mmHg]

Oa caudal de aire [L min']

G, velocidad de transferencia por unidad de volumen de medio de cultivo.
R constante universal de los gases ideales.

T temperatura [°K]

t tiempo [min]

Ve volumen de la camara de aire sobre el medio de cultivo [L]
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CAPITULO 5.

B(Q' _(_QJ funcioén de fase

c velocidad de la luz [m s

c, velocidad de la luz en el vacio

dFr ( r, Qﬂ) probabilidad diferencial: fracciéon de fotones dentro de un volumen elemental alrededor de

la posicién r, que se desplazan en la direccién €2, y que poseen longitudes de onda A .

E (S , Q }L) energia radiante monocromatica.

e(r)  densidad local de energia radiante alrededor de la posicion r, incluyendo todas las longitudes
de onda 4.

e,(r) densidad local de energia radiante de los fotones con longitud de onda comprendida en el

intervaloentre 1 y A+dA.

A

vector unitario

FBR foto-bio-reactor.

f (Q,/I/ 5) funcidn de distribucion de probabilidad condicional de que un fotén de longitud de onda

A se mueva en la direccién £, dado por cierto el hecho de que el fotén se encuentra en la

posicion r .

h constante de Planck

L, ( r, _Q) intensidad de radiacién en la posicién r, con direccién £ y longitud de onda 4.

n,(r) concentracion de fotones alrededor de la posicién r; incluyendo todas las direcciones Qy
longitudes de onda A posibles [umol de fotones L.

n,(r,A) concentracion de fotones que, encontrandose alrededor de la posicién r, tienen longitud de

onda comprendida en el intervalo entre A y A+dA; incluyendo todas las direcciones £
posibles [umol de fotones L' nm™].

n, ( r,Q, /1) concentracion de fotones que, encontrdndose alrededor de la posicién r, se desplazan en la

direccién Q contenida en d'”Q y que tienen longitud de onda comprendida en el intervalo
entre 1 y A+dA[umol de fotones L' nm™ sr'].

P(A) probabilidad de absorcion del fotén

P(D) probabilidad de dispersion del fotén
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P(NA,ND) probabilidad de que no se produzcan ni absorcion ni dispersion del fotén

q, ( Z,Z) Vector Densidad de Flujo Radiativo Espectral Neto

r vector posicion
S distancia de movimiento del fotdn.

. camino libre medio

T temperatura

t tiempo.

) dngulo azimutal

y7; cos 6

0 angulo polar.

A longitud de onda [nm]

o direccién de movimiento

o ndmero fraccionario, tal que O<a <1

a, coeficiente espectral de absorcion de energia radiante
&, coeficiente espectral de dispersion de energia radiante
n indice de refraccion de medio |

o, numero aleatorio, cumple la condiciéon 0 <, <1
CAPITULO 6.

B (.Q' Qj funcion de fase

C, coeficientes del i-esimo polinomio de la expansion en serie de la funcion de fase
L, cantidad de energia emitida por la fuente de radiacion.

Ly cantidad de energia registrada por el detector en la mediciéon T-NN

L, cantidad de energia registrada por el detector en la medicion T-SE

P(A) probabilidad de absorcidn del fotén
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P (D) probabilidad de dispersion del foton

P(NA, ND) probabilidad de que no se produzcan ni absorcién ni dispersion del foton

RD reflectancia difusa

SST Sélidos Suspendidos Totales
TL transmitancia lineal

TD transmitancia difusa

T-NN  transmitancia Normal-Normal

T-SE  transmitancia Semiesférica

a; coeficiente espectral de absorcion de energia radiante [mm™]

afhl coeficiente especifico espectral de absorcion [L mgr'1 mm™']

B, coeficiente de extincién lineal [mm™]

¢, coeficiente espectral de dispersién de energia radiante [mm™]
f v coeficiente especifico espectral de dispersion [L gr'1 mm’']

AS distancia [mm]

o direccion de movimiento

& angulo azimutal

U, cos @

o angulo polar.

CAPITULO 7.

B(Q' .(_QJ funcion de fase

BG-11 Blue-Green Medium

¢ velocidad de la luz [m s™!]

C. coeficientes del i-esimo polinomio de la expansion en serie de la funcién de fase

1
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dG(A) probabilidad diferencial de que un foton escogido al azar entre aquellos emitidos desde

cualquier superficie elemental de la ldmpara tenga una longitud de onda incluida entre A4 y

A+dA.
FBR Foto-bio-reactor

G(4) probabilidad acumulativa de que un fotén escogido al azar entre aquellos emitidos desde

cualquier superficie elemental de la limpara tenga una longitud de onda incluida entre Oy 4.

h constante de Planck.
L’; Intensidad de emision de la ldmpara [KJ m? s mm sr'l]

nL(i) funcion de distribucion de probabilidades de que un fotén emitido desde la lampara tenga

longitud de onda A [umol de fotones s nm™]

SST solidos suspendidos totales [gr L

S, sefial del detector
o, angulo acimultal para caracterizar la posicion del detector
0, angulo polar para caracterizar la posicion del detector

fW coeficiente especifico espectral de dispersion [L gr'1 mm’']
afhl coeficiente especifico espectral de absorcién [L mgr' mm™]
A longitud de onda
K constante de normalizacién
0, numero aleatorio generado al azar

direccion de movimiento del foton

@ angulo azimutal
)7, cos b

0 angulo polar.
CAPITULO 8.

AG  Algoritmo Genético

BMMU Bold's Basal Medium, modificado reemplazando nitrato por urea como fuente de nitrégeno
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B Vector para determinar la posicion de la burbuja.
B(.(_A)’ Qj funcion de fase

CER Campo de energia radiante
c velocidad de la luz [m s'l]

e vectores unitarios accesorios

l

FBR foto-bio-reactor

G(rv“,f’;,t) probabilidades acumulativa para la velocidad volumétrica local rVC}? de absorcion de fotones
el rangos 400 -700nm.

g(rv‘;’;‘,t) funcion de distribucion de probabilidades para la velocidad volumétrica local rvi? de

absorcion de fotones el rangos 400 -700nm en el reactor
H variable altura para fijar una posicion en el reactor en coordenadas cilindricas. [mm)]
H; altura del medio de cultivo en el reactor [mm]
Hg altura total del reactor [mm]

MC  Monte Carlo

N,  numero total de burbujas residentes en el reactor [burbujas]

N,  nimero total de burbujas que ingresan al reactor por unidad de tiempo [burbujas min™']
n vector unitario normal a la superficie

n,(r) concentracién de fotones alrededor de la posicion r; incluyendo todas las direcciones Q 'y

longitudes de onda 4 posibles [umol de fotones L™'].

n,(r,A) concentracion de fotones que, encontrandose alrededor de la posicién r, tienen longitud de
onda comprendida en el intervalo entre 1 y A+dA; incluyendo todas las direcciones €
posibles [umol de fotones L™ nm™].

n, (Z,Q,/i) concentracion de fotones que, encontrandose alrededor de la posicién r, se desplazan en la

direccién £ contenida en d'”Q y que tienen longitud de onda comprendida en el intervalo entre
Ay A+dA[pmol de fotones L™ nm™ sr'].

n,l( r, .Q,t) concentracion de fotones n, ( r,Q, /1) ; indicando su dependencia indirecta con el tiempo.

P(B) probabilidad de encuentro fotén - burbuja
p(r,) funcién de distribucion de burbujas con radio r, que ingresan al medio por unidad de tiempo
[burbujas min’! mm’l]

Qs caudal de aire [L min']
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q ,1( Z,t) densidad local de flujo de fotones A en la posicién r en direccién radial [umoles de fotones

mm? s’ nm'l]

qé,s densidad de flujo de fotones-Vis (400 < A<700nm) sobre la superficie de emisién de la lampara
[umoles de fotones mm> s'l]

qws([,t) densidad local de flujo de fotones-Vis (400 < A<700nm) en la posicién r en direccién radial
[umoles de fotones mm?s’']

Gss0 ( Z,t) densidad local de flujo de fotones-540 (535 < A<545nm) en la posicioén r en direccién radial
[umoles de fotones mm™ s™']

G50 ( [,t) densidad local de flujo de fotones-450 (445 < A<455nm) en la posicién r en direccion radial
[umoles de fotones mm™s™']

s ( [,t) densidad local de flujo de fotones-PS (400 < A<500nm y 600 < A<700nm ) en la posicién r

. ., . 2 -1
en direccion radial [umoles de fotones mm™ s™ ]

R variable radio para fijar una posicion en el reactor en coordenadas cilindricas [mm)].
Ry radio de la lampara [mm]
Ry; radio interno del reactor [mm]

Rye  radio externo del reactor [mm]

Ty velocidad de crecimiento [gr Ltah

r vector posicion.

Ty radio de una burbuja en el medio de cultivo [mm]

7y radio promedio de las burbujas que salen del difusor [mm]

7,.  Tradio promedio de las burbujas residentes en el medio de cultivo [mm]

abs

r (i_’,t) velocidad volumétrica local de absorcién de fotones 4 en la posicién r [umoles de fotones L°
st pm]
abs

Fors (I_’,l) velocidad 7™ (i_’,t) considerando el rango 400 < A<700nm, en la posiciéon r [umoles de
fotones L™ s'l]

abs abs

Fog (I_’,Z) velocidad ;" (r,t) considerando el rango 400< A<500nm y 600 < A<700nm, en la

posicién r [pumoles de fotones L™ s']

rj‘f,%s(l_’,t) velocidad r;”* (r,t) considerando el rango 535< A<545nm, en la posicién r [umoles de
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(1) MICROALGAS.

Las microalgas fueron evolutivamente los primeros organismos con capacidad de realizar
fotosintesis y los principales agentes en la creacion de las condiciones de la actual atmosfera
terrestre. Son clave en el equilibrio planetario ya que la dindmica del di6xido de carbono (CO5) en el
planeta estd, en gran medida, determinada por ellas (son responsables del 50% de la fotosintesis
global). Las microalgas se encuentran principalmente en el agua (dulce o salada) pero pueden
encontrarse en practicamente cualquier ambiente del planeta, desde algunas montafias nevadas hasta

en la superficie de rocas en desiertos (Spolaore y col. 2005; Sierra y col., 2007).

La ficologia o algologia es la disciplina que estudia las algas. El campo de la ficologia es muy
extenso: existe una enorme variedad de microalgas, abarcando una gran diversidad de géneros. El
término microalgas incluye a especies con diferentes caracteristicas metabdlicas, fenotipicas y
genotipicas. Mds atin, con esa designacién se encierra tanto a microalgas eucariotas como a
cianobacterias (procariotas) (Olaizola, 2003). Esta diversidad en formas, tamafios y composiciones
hace que las mismas tengan el potencial de ser utilizadas en una enorme cantidad de procesos que
van desde la bio-remediacion de aguas contaminadas hasta la produccién de proteinas recombinantes

por ingenieria genética (Borowitzka, 1992).

Figura 1.1: Micrografias de algunas especies de microalgas. (a) Nostoc commune. (b) Chlorella pyrenoidosa.
(c)Rhodothamniella floridula Négeli. (d) Chroomona sp..

En la mayoria de los casos actian como el eslabon primario de la cadena alimenticia, produciendo
materia orgénica a partir de CO», luz, agua y sales. Sin embargo las algas pueden ser autétrofas o

heterétrofas. Si son autétrofas, utilizan compuestos inorgénicos como fuente de carbono; a su vez
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pueden ser foto-autétrofas si utilizan la luz como fuente de energia o quimio-autétrofas cuando
oxidan compuestos inorgdnicos para obtener la energia. Si son heterétrofas, las algas utilizan
compuestos orgdnicos como fuente de carbono para el crecimiento. Algunas algas, particularmente
las flageladas, son auxétrofas, requiriendo una pequeia cantidad de un compuesto organico para su
crecimiento en el medio de cultivo; no como una fuente de energia, sino vitaminas, aminodcidos o
factores de crecimiento. Algunas algas fotosintéticas son capaces de utilizar simultineamente
compuestos orgdnicos suministrados en el medio de cultivo y luz como fuente de energia, en estos

casos se utiliza la designaciéon de mixotrépicas (Cerén Garceia y col., 2005).

Para la clasificacion de las microalgas se utilizan distintos criterios, tales como tipos y
combinaciones de los pigmentos fotosintéticos presentes; la naturaleza quimica de los productos de
reserva y de la pared celular; los caracteres bioquimicos derivados de la citologia y morfologia de los
organismos; etc. Las algas se agrupan en forma mds general en cuatro grupos segin la taxonomia

propuesta por Lee Robert Edward (Lee, 2008):

1- Algas procariotas. Las cianobacterias son las tinicas en este grupo

2- Algas eucariotas con cloroplastos rodeados por una doble membrana cloroplastidica.

3- Algas eucariotas con cloroplastos rodeados por una membrana adicional del reticulo
endoplasmatico.

4- Algas eucariotas con cloroplastos rodeados por una doble membrana del reticulo

endopldsmatico.

En base a estas y otras caracteristicas pueden realizarse dentro de los mismos grupos distintas

subdivisiones que escapan a los objetivos de esta tesis.

(2) FOTOSINTESIS EN MICROALGAS.

A la hora de caracterizar a las algas se pueden distinguir dos tipos bésicos de organizacion celular,
las procariotas y eucariotas. La diferencia més notoria entre ambos tipos celulares es que las primeras
carecen de organelas limitadas por membranas (plastidos, mitocondrias, nucleos, aparato de Golgi)
(Nelson D.L. y col. 2004a; Madigan 2003). Excepto las cianobacterias, el resto de las microalgas son
eucariotas. En microalgas eucariota la fotosintesis se realiza en los cloroplastos. Los cloroplastos son
un tipo especializado de plastidos, estdn limitados por una envoltura formada por dos membranas

concéntricas que contienen una serie de vesiculas llamadas tilacoides, en donde se encuentran


http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica

organizadas las clorofilas y demds estructuras celulares que convierten la energia luminosa en
energia quimica. En el caso de cianobacterias, las vesiculas tilacoidales se encuentran directamente

en el citoplasma (Prasanna Mohanty y col, 2002).

Figura 1.2: (a) microfotografia electrénica de una fina seccién del alga Chrysochromulina. N (Nucleo), C (citoplasma),
K (cloroplasto), G (aparato de Golgi), F (grasas y aceites), M (mitocondria).

Durante el crecimiento fotosintético, la mayoria de las microalgas utilizan agua como fuente de
electrones, luz como fuente de energia y CO, como fuente de carbono. Antiguamente se dividi6 a la
fotosintesis en dos etapas: una etapa dependiente de la luz, llamada la etapa de las reacciones
"luminicas", y una etapa enzimdtica, independiente de la luz, llamada etapa de las reacciones
"oscuras". Aunque las reacciones "oscuras" no requieren de la luz como tal y puedan ocurrir tanto en
la luz como en la oscuridad, dependen de los productos quimicos de las reacciones "luminicas".
Incluso, varias enzimas que controlan reacciones "oscuras" claves son reguladas indirectamente por
la luz. Como resultado, estas designaciones han caido en desuso y estdn siendo reemplazados por
vocablos que describen los procesos que ocurren durante cada etapa de la fotosintesis: reacciones de

captacion de energia y reacciones de fijacion del carbono (Nelson D.L. y col., 2004b).

En la primera etapa de la fotosintesis, la luz es absorbida en las membranas tilacoidales de los
cloroplastos por moléculas de clorofila, las cuales estdn compactadas de un modo especial en las
membranas. La energia de la luz es usada para reducir una molécula de NADP" y fosforilar una
molécula de ADP. Luego, ATP y NADPH son utilizados en la segunda etapa de la fotosintesis para

reducir y fijar una molécula de CO; en la sintesis de hidratos de carbono (Alberts y col, 2008).

2.1- Reacciones de captacion de luz.

La generacion de electrones en microalgas (al igual que en plantas superiores) comienza con la

captacion de fotones en estructuras especializadas llamadas fotosistemas (PS1 y PSII) ubicadas en la



membrana de las tilacoides. Los PS consisten en tres partes principales: (a) el centro de reaccion, (b)

la antena central y (b) la antena periférica (Figura 2.2).(Heldt H.-W., 2005a)

Membrang extema
del cloraplasto

Membrana interna
del eloroplasto

de Calvin

'\C/

I\ /

(2) Reacciones dependienies () Reacciones independienies
de Taluz (en la de la luz (en el estroma)
membrana tilacoidal)

Figura 2.1: Esquema de las dos etapas implicadas en la fotosintesis dentro de los cloroplastos. La etapa de captacién de
luz ocurre sobre las membranas de las vesiculas tilacoidales. La fijacién de diéxido de carbono se produce en el estroma
de los cloroplastos.

La antena periférica estd compuesta de clorofilas y otros pigmentos accesorios como carotenoides y
ficobilinas. Se ubica rodeando a la antena central y es la parte més extensa del PS. La antena central
rodea al centro de reaccién y contiene principalmente clorofilas. En el centro de reaccién se produce
la separacion fotoquimica de cargas. La disposicion de las estructuras en los PS es de suma
importancia en la absorcion y canalizacion de la energia de los fotones hacia el centro de reaccion.
Cuando un fotén es absorbido la energia del mismo es transferida, de pigmento en pigmento, desde
el lugar de absorcién hacia el centro de reaccién en forma de exiton (Nelson J, 2003), perdiendo
irreversiblemente en cada transferencia parte de su energia, la cual se disipa como calor. Dentro de
las antenas las clorofilas se ubican de manera tal que aquellas que absorben fotones (o exitones) de
mayor energia (menor longitud de onda) se ubican en la zona mds periférica del complejo. Esta
disposicién de los pigmentos asegura que la transferencia de energia se produzca en una sola
direccion: hacia el centro de reaccién. Asi, las antenas actian como un embudo, permitiendo una
gran superficie de captacion de fotones al servicio del centro de reaccion. La extension de la antena
periférica puede variar de acuerdo a la disponibilidad de luz, cuando la luz es muy tenue las células
aumentan la superficie de las antenas asegurando la captacion de la luz necesaria. Por otro lado,

cuando la intensidad de luz es muy elevada las células desensamblan la antena periférica de manera



tal que absorban energia radiante pero en forma desacoplada a las reacciones fotosintéticas. Esta
estrategia es un mecanismo de proteccion frente a posibles dafios por exposicién a elevadas

intensidades de luz.

Aceptor de
electrones

8]
-
=
+
Transporte de electrones

Dador de
electrones

| J\ J )
! Y Y

ANTENA PERIFERICA ANTENA CENTRAL CENTRO DE REACCION

Figura 2.2: Esquema de la reaccidn de captacion y transferencia de fotones en los fotosistemas. Los pares dador-aceptor
de electrones son agua-plastoquinona en el PSII, y plastocianina-ferredoxina en el PSI.

Cuando un exiton llega al centro de reaccion es recibido por un par de clorofilas especiales, ubicadas
espacialmente muy proximas, tanto que sus orbitales moleculares se solapan. Al recibir el exitén, un
electrén del par de clorofilas es promovido hacia un nivel de energia superior y transferido hacia otra
molécula cercana (aceptor de electrones), dejando una carga positiva en el par de clorofilas. Esta
carga es neutralizada luego a través de un electrén proveniente de otra molécula (dador de
electrones). Los aceptores de electrones son plastoquinona para el PSII y ferredoxina para el PSI.

Los respectivos dadores de electrones son agua y plastocianina (Figura 2.3).

El principal pigmento necesario para la etapa luminica de la fotosintesis es la clorofila (Figura
2.4(a)), su estructura bdsica es un anillo tetrapirrélico llamado porfirina, con un 4&tomo de magnesio
(Mg2+) ubicado en el centro del anillo. El Mg2+ se encuentra covalentemente unido a dos dtomos de
nitrogeno del anillo y coordinado con otros dos. La porfirina posee una cola hidrofébica (fitol) que
favorece la solubilidad de la clorofila en la membrana lipidica. La diferencia entre Chl-a y Chl-b
reside en el grupo sustituyente ubicado en la posicién designada con la letra A en la Figura 2.4(a).
Cuando un fotén alcanza las molécula de clorofila, éstas absorben la energia del foton provocando la
excitacion de la molécula, elevando un electron hacia un orbital de mayor energia. La energia del

pigmento aumenta una cantidad igual a la energia del fotén absorbido. Lo remarcable de este proceso



es que ocurre en la forma "todo o nada" y que la energia que se absorbe en forma cuantos, resultando
en estados de excitacion discretos. La cantidad de energia absorbida depende de la estructura del
pigmento (Heldt H.W., 2005b). El espectro de absorcién de las clorofilas a y b puede observarse en
la Figura 2.4(b).
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Figura 2.3: Esquema del sistema de absorcién de fotones y transferencia de electrones entre los fotosistemas I y II. La
cadena se inicia con la absorciéon de un fotén en el PSII. El fotén promueve la transferencia de un electrén desde una
molécula de agua hasta una molécula de plastoquinona. La plastoquinona acepta dos electrones. La plastoquinona
difunde luego a través de la membrana hasta el citocromo bg/f. En el citocromo el electrén es transferido a una molécula
de plastocianina, que acepta un electrén y difunde hasta el PSI. En el PSI la absorcién de un fotén promueve el paso de
un electrén a una ferredoxina. La ferredoxina funciona como dador de electrones en la reduccién de NADP* por medio
de la enzima NADP-reductasa. En diferentes etapas de esta cadena se produce la acumulacién de protones en el interior
de las tilacoides. La transferencia de protones a favor del gradiente de concentraciéon mediante la bomba de protones
ATPasa permite la fosforilacion de ADP.
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Figura 2.4: (a) Molécula del croméforo clorofila; el croméforo unido a la proteina forma el pigmento clorofila. (b)
Espectro de absorcién de las moléculas de clorofila-a y clorofila-b junto al de uno de los pigmentos accesorios (luteina)
y el espectro de emision solar sobre la superficie terrestre.



Las caracteristicas de la interaccion entre el campo de energia radiante y el complejo de moléculas
encargadas de la absorcién de energia radiante y sintesis de potencial reductor son muy importantes
para una correcta definicion del mecanismo que vincula los fenémenos 6pticos con el metabolismo
celular. En este sentido debemos destacar que (1) la absorcion de energia radiante es dependiente de
la longitud de onda: sélo se absorbe energia de determinadas longitudes de onda; y (2) la energia se
absorbe en forma discreta: como "paquetes de energia". Ademds, la cantidad de energia de cada

"paquete" depende de la longitud de onda del fotén absorbido.

2.2- Reacciones de fijacion de CO,.

Diéxido de carbono
0=C=0

- . fosfoglicerato (3C)
ribulosa-difosfato (5C) H PO.
Mo PO —d
i gt 2 ‘?c /
H-e— (le Fijacién del& C\OH AR
0sP-g | }; CO; mediante  / H PO;

NG 4 la enzima 05P—, H..t y i

,C_ o RuBisCO Q / 0 difosfoglicerato

H H c—¢. {(3C)

d "
ADP ¢
H NADPH.H
ATP
napp*
PO3
y HECFOJ i(fosforo inorganico)
|
H%: —Cey H. POB
‘o o
wo_ | i o

\C;{C\\ \C —c¢._  gliceraldehido-fosfato*
By 0 oH [E)

H
ribulosa-fosfato (5C) ’,. 3
f‘-o
PO3
O C‘ﬂ gllceraldehudn-fusfato
(30)

gllceraldehldo -fosfato (3C)

4 ks
H
H
O )/
N
Gl 0,
ucosa H~¢ —C-O~y S fosfato

My

Figura 2.3: Esquema del ciclo de Calvin-Benson que se produce en el estroma de los cloroplastos para la reducciéon y
fijacién de una molécula de diéxido de carbono inorgénica.

En la segunda etapa de la fotosintesis, el ATP y el NADPH formados en la primera etapa se utilizan
para reducir el dtomo de carbono del CO, por medio del ciclo de Calvin (Figura 2.3). En este
conjunto de reacciones, la energia quimica almacenada temporalmente en las moléculas de ATP y de
NADPH se transfiere a moléculas adecuadas para el transporte y el almacenamiento de energia en las

algas o en el cuerpo de las plantas. La resultante de este proceso es pues la formacion de un esqueleto



de carbono, a partir del cual pueden construirse luego otras moléculas orgdnicas. La incorporacién
inicial de CO, en compuestos orgédnicos se conoce como fijacién del carbono. En algas eucariotas
este proceso ocurre en el estroma del cloroplasto; mientras que en cianobacterias se produce en el
citoplasma. La enzima mds importante en la fijacion de CO; es la RubisCO. Esta enzima cataliza la
carboxilacién de un azicar de 5 carbonos: ribulosa-1,5-bifosfato y la formacién de dos moléculas de
3-fosfoglicerato. A este paso le siguen la reduccién del 3-fosfoglicerato para dar una triosa-fosfato y
la regeneracion del azicar receptor de CO, a partir de la triosa-fosfato (Heldt H.W., 2005¢). Ademds
de la RubisCO, numerosos mecanismos intervienen en el proceso de fijacion de CO,, entre ellos un
sistema de transportadores de carbono inorgénico y anhidrasas carbénicas que aumentan la
concentracion de CO, en el sitio de fijacion. Estos mecanismos se denominan "mecanismos de

concentracion de carbono" (Giordano, M. y col. 2005; Bartlett, S.G. y col 2006)

(3) USOS Y APLICACIONES DE LAS MICROALGAS

El primer registro de uso de algas por el hombre data de 2000 afios atrds en China, cuando algunos
nativos utilizaron Nostoc como alimento en épocas de hambruna. Las microalgas han sido utilizadas
desde entonces por la humanidad principalmente como alimento, aunque existen una multitud de
usos y aplicaciones de las microalgas ya que en su estructura poseen una gran diversidad de
compuestos de interés tecnologico y/o comercial. A lo largo del tiempo, las aplicaciones de las
microalgas han ido diversificindose, desde su uso tradicional como fuente de alimento hasta posibles
usos como fuente de metabolitos para tratamientos contra enfermedades. A continuacién se muestra

una breve revision de sus usos.

1 Algas para consumo humano: Las microalgas para el consumo humano hoy en dia se venden en
distintas formas como tabletas, cdpsulas y en forma de suspensiones. Debido a su composicién y
caracteristicas quimicas, las mismas pueden actuar como suplementos nutricionales, conservantes o
colorantes naturales para alimentos. Spirulina (Arthrospira) es una de las principales algas utilizadas
para la fabricacion de productos alimenticios humanos. Debido a los altos niveles de proteinas en su
composicion, esta biomasa posee un alto valor nutritivo. Ademds, el consumo regular de microalgas
tiene varios efectos saludables como por ejemplo: la atenuacion de la hiperlipidemia, supresion de la
hipertension, proteccion contra fallas renales y la disminucién del nivel de azicar en plasma. Otro

género muy utilizado con estos fines es Chlorella. La sustancia mds importante en su composicion es
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el B-1,3-glucano, que es un inmuno-estimulador activo, un captador de radicales libres y un reductor
de lipidos de la sangre. Ademds se han identificado otros efectos beneficiosos para la salud, como
poe ejemplo la accién preventiva anti-tumorales y contra la arteriosclerosis (Muller-Feuga, 2000;

Chae, 2006; Harker, 1996).

"1 Algas para consumo animal: Las algas pueden ser incorporadas en la alimentacién tanto de
animales de granja, de peces (acuicultura) como de mascotas. El uso de microalgas en la acuicultura
es muy importante, lo que no sorprende ya que son el alimento natural de muchos animales
acudticos. Los sistemas de acuicultura que incluyen la produccién de microalgas y el tratamiento de
agua de desechos parecen ser muy utiles para la combinacién de la producciéon de algas con la
“limpieza” bioldgica. Esto permite el crecimiento de las microalgas consumiendo compuestos
organicos (nitrégeno y fosforo) presentes en las aguas residuales de ciertas industrias. Para poder ser
usadas en este campo, las especies de microalgas deben satisfacer varios criterios: ser faciles de
cultivar; no ser toxicas; tener el tamafio y forma correctos para que puedan ser ingeridas; tener altos
valores nutricionales; tener paredes celulares facilmente digeribles para que sus nutrientes puedan ser
asimilados; etc. (Wolfgang Becker, 2004) . Las especies mds comunes para estos fines son:
Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum, Chaetoceros, Nannochloropsis,
Skeletonemay Thalassiosira. Se ha demostrado a través de estudios nutricionales y toxicolégicos que
la biomasa de microalgas es capaz de servir como suplemento alimenticio para animales de granja
(caballos, vacas, etc.) y mascotas (perros, gatos, pdjaros, etc.). Para el consumo animal la especie
mads utilizada es también Spirulina. El consumo de algas favorece el buen desarrollo de los animales,
proveyéndolos de vitaminas naturales, minerales, dcidos grasos esenciales y ayuddndolos a mantener

un peso correcto.

7 Utilizacion de microalgas para el tratamiento de efluentes: el uso de microalgas para el
tratamiento de efluentes fue intensamente desarrollado por Oswalt y colabradores (Oswalt W.J. y col,
1973). Las microalgas poseen caracteristicas que las hacen muy interesante su uso en este campo,
como ser: (a) tienen la capacidad de consumir nitrogeno, fésforo y amonio del agua, los cuales son
unas de las principales causas de la eutrofizacion de los medios; (b) poseen diversos metabolismos
dependientes del consumo de metales pesados, géneros tales como Chlorellay Scenedesmus, han
demostrado ser excelentes captadoras de estos metales en el tratamiento de efluentes; (c) a través de
su crecimiento, pueden brindar el O, necesario para lograr el crecimiento de bacterias heterotréficas;
y, (d)una vez terminado el tratamiento, la biomasa generada puede ser utilizada en sistemas de

acuicultura (Gronlund. E. y col 2004; Hammouda O. y col 1995).
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"1 Eliminacion del CO; de los gases de emision de fabricas: Los gases de emision de las fabricas
son responsables de mas del 7% del total de CO, mundial emitido por el uso de energia. Los
procesos normalmente usados para la eliminacién o disminucién del nivel de CO; en los gases de
emisién consumen energia e implican la inversiéon de mucho dinero. En este campo las microalgas
cobran una gran importancia, ya que muestran tener gran efectividad a la hora de retener el CO,,
incluso mayor a la de plantas superiores. Experimentos llevados a cabo usando la especie de
microalgas Monoruphidium minutum, demostraron que éstas eran capaces de crecer eficientemente a
través de la utilizacion, como fuente de alimentacion, de gases que contenian altos niveles de CO,
sulfuros y 6xidos de nitrégeno, produciendo buenos rendimientos de biomasa (Zeiler, K. G. y col.

1995).

'] Productos bioactivos de microalgas: Dependiendo de las distintas especies de algas, se pueden
extraer distintos compuestos de alto valor comercial, como por ejemplo: pigmentos, antioxidantes, [3-
carotenos, polisacaridos, vitaminas, etc. (Borowitzka, 1999; Dallaire, 2007; Chetsumon, 1994 y

1996). A modo de ejemplo podemos citar:

- Se ha encontrado que algunas especies, como Spirulina sp., tienen distintos tipos de esteroles como
el clionasterol, que mostraron tener la capacidad de incrementar la produccién de factores
activadores de plasmin6geno en células endoteliales vasculares, facilitando la prevencion de

enfermedades vasculares.

- Compuestos antioxidantes como B-carotenos y astaxantina aislados de microalgas, protegen a las
células frente al estrés oxidativo causado por un amplio espectro de enfermedades y por el propio
envejecimiento. Estudios preclinicos sugieren que el consumo de astaxantina, producida por especies
como por ejemplo Haematococcus pluvialis, podria modular funciones anti-cancerigenas, y

antiinflamatorias, dar proteccion contra los rayos UV y mejorar la salud cardiovascular, entre otras.

- La luteina, pigmento amarillo que se encuentra en vegetales y en el grupo de algas de las xant6fitas,

es usada para la prevencion y tratamiento de enfermedades degenerativas.

] Microalgas en la industria cosmética: Extractos de microalgas pueden encontrase en distintos
productos del cuidado de la piel y cara, como cremas anti-age, emolientes, cremas regenerativas o
refrescantes, etc. También se usan en cremas de proteccion solar y productos de cuidado del cabello
(Lorenz, 2000; Arad, 1992). Por ejemplo, el producto llamado “Protulines” de Exsysmol S.A.M,
contiene un extracto de Arthrospira rico en proteinas que reparan sefiales de envejecimiento

temprano de la piel, tiene un efecto astringente y evita la formacién de estrias.
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] Microalgas como plataformas para proteinas recombinantes: Hasta el momento las
microalgas no han sido utilizadas masivamente para la produccién industrial de proteinas de interés
farmacéutico. Sin embargo, tienen un enorme potencial para convertirse en una plataforma muy
importante para la produccion de proteinas recombinantes. Son capaces de generar altos niveles de
expresion de proteinas en medios de muy bajo costo (los medios de cultivo consisten basicamente en
medios salinos), son féciles de cultivar bajo distintas condiciones de crecimiento, con bajos
consumos de energia. Una ventaja que presentan frente a sistemas de expresion de plantas, es que
son mucho menos sensibles a la salinidad del agua que utilizan, ya que las plantas frente a altas
concentraciones de sodio en el agua sufren un gran estrés, que repercute en cambios bioquimicos de
los productos expresados. Ademds al ser células eucariotas (excepto las cianobacterias) pueden
inducir modificaciones postraduccionales a las proteinas, como glicosilaciones y plegamientos
necesarios para el buen funcionamiento de las mismas. Para transformar microalgas con ADN
recombinante, es posible utilizar los métodos empleados para la transformacion de células vegetales,

como electroporacion o biobalistica (Qingfang He, 2004).

"] Produccion de metano a partir de microalgas: La produccién de metano (CHy) a través de la
fermentacion anaerébica de biomasa de microalgas fue propuesta como método de conversién de
energia solar hace mas de 50 afios. Es un método muy simple que no requiere demasiada
infraestructura. Basicamente consiste en la construccion de biodigestores en los cuales la materia

orgdnica a fermentar es la biomasa de microalgas (Oswald, 1960; Alzate, 2012; Ehimen, 2011).

Tl Produccion de bio-hidrogeno: la utilizacién del hidrogeno (H,) como combustible es un tema
que ha ido cobrando importancia en los ultimos afios. Es un combustible muy eficiente y no
contaminante. Los procesos de produccion de H, (como la electrolisis foto-voltaica y la gasificacion
de biomasa) han mostrado ser poco rentables y, en consecuencia no se ha avanzado mucho en estos
procesos. La idea de utilizar microalgas y otros microbios para producir hidrégeno cobré impulso en
la década del “70, principalmente en Japon, Estados Unidos y Europa. Hay dos vias principales para
generar H, utilizando algas: la biofotdlisis directa y la biofotélisis indirecta. La primera se basa en la
transferencia directa de electrones del agua a protones, a través de la combinacién de la disociacion
del agua y las reacciones de reduccion de la ferredoxina, mediante una hidrogenasa generadora de

H,, resultando en la produccion simultanea de H, y O,. (Benemann J.R., 2000)
H;0O — PSII — PSI — Ferredoxina — Hidrogenasa — H,

La segunda surgi6 del trabajo con algas verdes adaptadas a ambientes anaerdbicos en estudios con

cianobacterias. Se genera una separacién temporal o espacial de la generacién de O, y las reacciones
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de produccién de H,, ligadas a través de la fijaciéon de CO; en hidratos de carbono. El mayor
inconveniente de estos procesos es que se llevan a cabo por periodos muy cortos, ya que estas
reacciones se inhiben por el oxigeno generado. Ambas tecnologias siguen siendo hasta ahora caras e

ineficientes y se encuentran todavia en etapas tempranas de desarrollo.

(4) MICROALGAS COMO FUENTE DE ACEITE PARA LA PRODUCCION DE
BIODIESEL.

Destacaremos en forma separada esta aplicacion debido al impulso que ha cobrado la misma en los
ultimos afios a nivel mundial (Mata, T. M., 2010; Halim, R., 2012; Olivieri, G., 2013, Chisti, Y 2007,
Balasubramanian, L. 2011). Durante décadas la mayor parte de la energia empleada en el mundo ha
provenido de los combustibles fosiles. Se utilizan en el transporte, la generacion de electricidad, la
generacion de vapor, la calefaccion de hogares, etc. El uso desmedido de este recurso trajo consigo
dos efectos: la liberacién de grandes cantidades de di6xido de carbono (CO,) a la atmoésfera y la
disminucién de las reservas de petréleo, hechos que en la actualidad se traducen en cambio climatico
y aumento de precios. La solucién a estos problemas radica en la generacion de fuentes alternativas
de energia, que sean renovables y ambientalmente amigables. Entre ellas podemos citar la energia

edlica, hidrocinética, solar, los biocombustibles y el hidrégeno, entre otras.

Entre los biocombustibles, los tres de mayor desarrollo a nivel mundial son el bioetanol, el biodiesel
y el biogés. En el caso de la Argentina, el biodiesel es el que ha logrado un mayor crecimiento.
Durante 2011, Argentina se posiciond como uno de los cuatro principales productores de biodiesel a
nivel mundial, y segunda en el ranking de exportadores. La principal ventaja del biodiesel sobre los
demds biocombustibles es su aplicacion directa en motores diesel, principal combustible de los

sectores agricola, industrial y transportista. (Irazoqui, H.A. y col., 1996a y b).

El biodiesel se obtiene por transesterificacion de aceites vegetales o grasas animales. En nuestro pais,
el principal recurso es el aceite de soja, siendo las principales zonas productoras, Santa Fe, Cérdoba
y Buenos Aires, a las que se le suman -con una produccién menor- Chaco, Santiago de Estero, Salta
y Tucumdn. Durante 2011 la produccién nacional de biodiesel alcanz6 una cifra cercana a los 3
millones de toneladas, requiriéndose para ello unas 17 millones de toneladas de este cultivo. Del total
producido, aproximadamente 1 millén se destin6 al mercado interno para la sustitucién prevista por
la Ley 26.093 (Régimen de Regulaciéon y Promocién para la Produccién y Uso Sustentables de

Biocombustibles) aprobada en 2006, mientras que el volumen restante, al mercado externo.
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Segun la visiéon de expertos en la materia, el mercado mundial de biocombustibles continuara
creciendo de manera sostenida. La produccién nacional de soja durante la campafia 2010/2011
alcanz6 50 millones de toneladas, cantidad que pondria un tope de 8.5 millones de toneladas anuales
a la capacidad nacional de produccién de biocombustibles. De este modo, una industria de biodiesel

que utilice aceite de soja como principal materia prima trae consigo las siguientes problematicas:

(1) Restringe la participacion nacional en el mercado mundial.

(2) Retira el aceite de soja del mercado de alimentos, con la consecuente repercusion sobre su
precio y comprometiendo la disponibilidad del mismo.

(3) Consume grandes extensiones de suelo fértil, reduciendo la superficie disponible para otros
cultivos.

(4) Limita la oportunidad de negocios a las zonas sojeras, tipicamente las zonas maés ricas del pafs,

excluyendo a las regiones menos fértiles, tradicionalmente las mds pobres.

Para mantener el liderazgo internacional en el mercado de biocombustibles sin perjudicar al mercado
de alimentos, el aumento en la capacidad de oferta deberad hacerse sobre la base de materias primas
no alimenticias y que puedan producirse en suelos no agricolas. Entre las diversas alternativas, una
de las que ha recibido mayor impulso en los dltimos afios es la produccién de microalgas. En 2009
Exxon Mobil anuncié una inversién de 600 millones de ddlares destinada al desarrollo de esta

tecnologia.
Lo atractivo de las microlagas es que (Mata, T.M. y col .2010; Chisti, 2007):

(1) Pueden producirse en tierras aridas, por lo que no compiten por tierras fértiles con los cultivos
tradicionales.

(2) Pueden crecer en aguas residuales o no aptas para consumo,

(3) Se pueden producir utilizando agua de mar, en zonas costera o en terrenos inundables.

(4) Tienen una tasa de crecimiento muy superior a la de las planta terrestres.

(5) En su estructura presentan un porcentaje elevado de aceite, llegando a contener un 30, 50 y
hasta un 80% de aceite, dependiendo de las condiciones de cultivo.

(6) El costo de las tareas de labranza, siembra y cosecha es muy inferior debido a que pueden
sembrarse y cosecharse por bombeo desde un tnico punto.

(7) El subproducto o residuo no lipidico es una fuente de proteina de alta calidad, que puede ser

destinada al consumo animal o humano.

La apuesta de Exxon no es aislada, numerosas empresas e iniciativas cientificas estdn actualmente

intentando desarrollar biocombustibles a partir de algas. En nuestro pais existen dos antecedentes
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destacados: Oil Fox (http://www.oilfox.com.ar/) y Biocombustibles Chubut (Goldstein y col, 2010),
ambas empresas productoras de biocombustibles a partir de aceite de soja que han incursionado en
esta nueva tecnologia con el objetivo de reducir su dependencia de las aceiteras tradicionales. Sin
embargo, estos esfuerzos no han resultado en aplicaciones concretas debido a la falta de desarrollo en
esta tecnologia atin incipiente y, aunque la idea es prometedora, la viabilidad econémica es atin

incierta.

(5) CULTIVO DE MICROALGAS

Los medios de cultivos empleados para la propagacién de microalgas son generalmente soluciones
acuosas de sales. Estas sales proveen al medio con todos los nutrientes necesarios para un correcto
desarrollo del cultivo de las microalgas. El agregado de fuentes orgénicas de carbono no es lo mds
habitual, aunque hay nimeros antecedentes de cultivos heterotroficos y mixotréficos; empleandose
principalmente glicerol, glucosa u otros carbohidratos de bajo peso molecular, los cuales pueden ser

obtenidos por hidrélisis de almidones, celulosas, u otros hidratos de carbonos de alto peso molecular.

En términos generales podemos decir que hasta el momento el cultivo de microalgas es mas costoso
que el cultivo de granos, siendo este el factor principal de la limitada aplicacion de estos sistemas
productivos. El crecimiento fotosintético requiere fuentes de luz (natural o artificial), CO,, agua y
sales inorgdnicas. Las algas tienen temperaturas Optimas de crecimiento entre 20 y 30° C. Los
medios de cultivo utilizados para su crecimiento deben incluir en su composicion los elementos
inorganicos que constituyen las células y otros componentes traza, como por ejemplo, cobalto, zinc,
hierro, etc., para poder ser aptos para el desarrollo de las algas. Vonshak (Vonshak, A., 1986)
compil6 los requerimientos para la formulacion de los medios de cultivo para algas, destacando los
siguientes puntos a tener en cuenta: (1) el contenido total de sales en el habitat de donde es originaria
el alga; (2) la composicion celular en relacién a los componentes i6nicos mayoritarios, como K*,
Mg**, Na*, Ca**, SO4* y CI'; (3) la fuente de nitrégeno, especialmente nitratos, amonio, urea o
peptonas; (4) la fuente de carbono que se toma desde el medio acuoso, sea COxq), CO32' o HCOs;
(5) el pH; (6) los requerimientos de elementos traza y algun agente quelante como el EDTA; y, (7)

vitaminas.

Los medios conteniendo vitaminas, peptonas o buffers organicos sélo se emplean para el cultivo de
algas muy exigentes, con altos requerimientos nutricionales y en condiciones de cultivo que permitan

un control riguroso del proceso de manera de evitar la contaminacién, especialmente por parte de
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bacterias cuyas velocidades de replicacién son mucho mayores a las de la mayoria de las algas.
Ademads estos compuestos incrementen el costo del medio limitando su aplicaciéon a productos de

alto valor agregado

Las caracteristicas bdsicas del proceso que deben ser consideradas a la hora de cultivar microalgas
para un fin especifico son: que cepa utilizar, de qué manera extraer el compuesto de interés, como
proveer luz al cultivo, cémo mantener las algas en suspension evitando la precipitacion de las
mismas, qué materiales usar para la construccioén de reactor, cémo proveer CO, en forma eficiente
evitando el escape del mismo a la atmdsfera, como remover el O, producido durante la fotosintesis,

como controlar el pH y la temperatura, etc.

La luz es un pardmetro de relevancia durante el cultivo de microalgas. La luz puede ser suministrada
en forma continua o en ciclos de luz y oscuridad. A medida que cambia la concentracién celular,
también lo hacen los requerimientos de luz. El crecimiento celular se ve limitado si los niveles de luz
son muy bajos, pero demasiada intensidad puede ser incluso perjudicial para la célula, provocando
dafios en los sistemas celulares por acumulacién de especies reactivas del oxigeno producidas
durante la fotosintesis. Los organismos fototréficos necesitan recibir suficiente cantidad de luz para
mantener su crecimiento, un suministro insuficiente provocard una disminucién en el crecimiento por
pérdida respiratoria. Incrementando el suministro por sobre el punto de compensacion provocard un
incremento en el grado de crecimiento hasta el punto de saturacion. A partir de este punto, mayores

intensidades luminicas llevaran a la fotoinhibicion.

En cultivos autotréficos las microalgas utilizan CO, como fuente de carbono. La alimentacién de
CO, puede ser controlada a través de los cambios de pH generados en el medio. O por modificacion
de la concentracion de CO; en la corriente de aireacion. Siempre que se modifique la concentracion
de CO; en la atmosfera gaseosa en contacto con el medio liquido, deberdn tomarse los recaudos
necesarios para evitar perturbaciones en el cultivo debido a los cambios de pH que se producen en la

fase acuosa (Molina Grima E., 1999).

Para la produccion a gran escala de biomasa se utilizan generalmente cultivos continuos. En estos
procesos se alimentan periddicamente los reactores con medio fresco y se cosecha el mismo volumen
de medio con algas. Casi el 25% de la biomasa producida durante las horas de luz puede perderse
durante la noche debido principalmente a la respiracion celular que ocurre en la ausencia de luz. La
magnitud de esta pérdida también es funcion de los niveles de luz a los que se exponen las algas, de
la temperatura de crecimiento y de la temperatura durante la noche (Ogbonna J.C. y col., 2000;

Richmond, A., 2004).
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(6) FOTO-BIO-REACTORES.

Los métodos mads efectivos de produccién de microalgas a gran escala se realizan en “open ponds”'y

en foto-bio-reactores (FBR) (Tredici M.R., 2004).

- Open ponds.

Fueron los primeros sistemas en ser utilizados para el cultivo de microalgas (desde 1950). Su
construccidn varia en cuanto al tamafio, dimensiones, materiales, inclinacidn, etc.; pero basicamente
se trata siempre de piletones construidos a cielo abierto, con una profundidad no mayor a 40-50
centimetros. Estos sistemas operan de forma continua para evitar la sedimentacién de las algas. Son
muy sencillos de operar y el costo de construccién es muy bajo. Sin embargo tienen la gran
desventaja de que es dificil controlar muchas de las variables de cultivo. Por ejemplo la temperatura,
que oscila mucho entre las horas del dia y la noche, y mucho mds entre las distintas estaciones del
afio; el consumo del CO, administrado es muy poco eficiente, ya que gran parte del gas alimentado
termina siendo liberado a la atmosfera. A su vez, los open ponds estin muy expuestos a
contaminaciones por otras especies indeseables de microalgas e incluso otros tipos de
microorganismos, debido a que estas “piletas” se encuentran a cielo abierto. Por otra parte, al utilizar
la luz del sol como fuente de radiacion, los mismos no pueden ser muy profundos ni alcanzar

densidades celulares elevadas, ya que la radiacién incidente no lograria penetrar a través del medio.

Figura 6.1: Fotografia de un open pond utilizado para la produccién masiva de Dunaliella en el Nature Beta
Technologies Ltd (Eilat, Israel)

- Foto-Bio-Reactores (FBR).
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Estos pueden ser definidos como sistemas de cultivos fototréficos en los cuales la luz no incide
directamente sobre la superficie del cultivo sino que debe lograr pasar a través de las paredes
transparentes del reactor para alcanzar a las células cultivadas. Una de las principales ventajas de
estos sistemas es que, al ser cerrados, permiten trabajar con cultivos libres de contaminaciones
durante largos periodos. Ademds permiten un mayor control de las variables operativas como
temperatura (a través de intercambiadores de calor), pH, agitaciéon (permiten utilizar bombas

peristélticas o neumaticas), alimentacion y consumo de CO,, etc.

El grado de sofisticaciéon de los FBR dependerd de su proposito, si el producto final deseado es la
integra biomasa de microalgas, un disefio sencillo serd suficiente. El vidrio y el acrilico son
ampliamente utilizados. En la actualidad se han ensayado numerosos materiales de menor costo,
como PVC, polietileno y policarbonatos, pensdndose incluso en el disefio de reactores descartables.
La superficie de los FBR debe ser disefiada para minimizar la reflexion y la refraccion de la luz;
aquéllos realizados con superficies curvas como tubos dardn una menor disponibilidad de luz que
aquellos con superficies planas. Algunos disefios han incorporado sofisticados dispositivos de
iluminacién, como espejos parabdlicos de recolecciéon de luz, fibras Opticas, o guias luminicas

(Behrens P.W., 2005; Scragg, A. H. y col, 2002).

Figura 6.2 :(a) Reactor serpentina del Departamento de Ingenieria Quimica en la Universidad de Almeria, Espafia. (b)
FBR colector inclinado en el Departamento de Agricultura y Biotecnologfa de la Universidad de Florencia (Italia)

Los FBR pueden ser clasificados en base a su disefio y modo de operacion.

¢ FBR tubulares: existen basicamente 3 tipos de reactores tubulares: (1) Serpentina: son sistemas en
los cuales varios tubos transparentes paralelos estdn conectados entre si en sus extremos por codos en
U, formando un arreglo plano que puede ser orientado en forma horizontal o vertical. El intercambio

de gas y el agregado de nutrientes se llevan a cabo en otro receptdculo. La circulacién del medio
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entre los tubos transparentes y el intercambiador de gases se realiza a través de sistemas de bombas o
sistemas tipo air-lift. (2) Colectores (manifold PBR):consisten en una serie de tubos paralelos
conectados al final por dos colectores, uno para distribucién y otro para colectar las suspensiones de
cultivos. Estos reactores ahorran mds energia que los anteriores, ya que los FBR serpentina
consumen una considerable cantidad de energia para hacer circular el cultivo a través de los codos
para poder cambiar la direccion del mismo.(3) Helicoidales (bio-coil PBR): consisten en tubos de
pequeiio didmetro, generalmente flexibles que se enrollan alrededor de una estructura vertical.
Pueden colocarse varios de estos FBR en forma paralela y unirlos a través de conectores a un sistema

de bombeo central, permitiendo reducir el flujo necesario y acortar la longitud de los tubos.

Figura 6.3: (a) Panel plano alveolar del Departamento de Agricultura y Biotecnologia de la Universidad de Florencia
(Italia); (b) Sistema FBR del Instituto IGV (Alemania); (c) Paneles planos de vidrio en la Universidad de Ben Gurion en
Negev (Israel)
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Figura 6.4 :(a) “mangas” de polictileno en el Instituto de Investigacion Aplicada (Beer-Sheva, Israel); (b) columnas
anulares del Departamento de Agricultura y Biotecnologia de la Universidad de Florencia (Italia)

+ FBR Planos: se construyen unas especies de cajas transparentes rectangulares, que internamente se
dividen con tabiques para formar canales anchos llamados alveolos, que ayudan a la circulacién
ordenada del medio. Estos se deben montar con una cierta orientacion e inclinacion para maximizar

la captacion de la luz solar durante el dia.

¢ FBR Cilindros verticales y “bolsas”: son posiblemente los sistemas mds simples. Los cilindros
verticales rigidos se construyen por lo general de vidrio, con una altura cercana a los 2 metros y
diametros de 30-50 cm. El aire para el mezclado se inyecta desde el fondo y pueden ser iluminados
artificial o naturalmente. Las “bolsas” o “mangas” son reactores verticales descartables, los cuales se
construyen facilmente cortando tiras de algtin plastico descartable, como polietileno, y selldindolas en
los extremos por calor. Estas bolsas se cuelgan en soportes y se iluminan en forma natural o
artificial. El burbujeo de aire para el mezclado es inyectado desde el fondo. Tienen una vida util
corta ya que las microalgas luego de un tiempo comienzan a pegarse a la pared interna de la bolsa.

Gracias a su bajo costo, pueden ser facilmente descartadas y reemplazadas.
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OBJETIVOS
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(1) OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar herramientas de andlisis, disefio, optimizacién y cambio de escala de foto-bio-reactores
(FBR) destinados a la propagacion de algas microscOpicas y produccion de metabolitos derivados de

ellas.
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(2) OBJETIVOS ESPECIFICOS.

10.

Disefiar y construir un foto-bio-reactor a escala laboratorio destinado al andlisis de los
fenémenos que afectan la disponibilidad de luz y CO, en el medio de cultivo.

Modelar el régimen de mezclado dentro del reactor. Obtener los pardmetros incluidos en el
modelo.

Desarrollar un modelo fisico-quimico y un algoritmo de simulacién matematica de los medios
de cultivos utilizados en la produccion de microalgas, considerando los equilibrios quimicos
presentes en las fases liquida y gaseosa.

Determinar los pardmetros de la constante de la solubilidad del CO, en soluciones acuosas en
funcion la temperatura, desacoplada del resto de los equilibrios que se presentan en solucion,
considerando la influencia del pH sobre la misma.

Analizar el efecto de los cambios introducidos en los medios de cultivo o en las condiciones de
crecimiento  sobre las caracteristicas fisicoquimicas del medio, considerando aquellas
propiedades mds relevantes para el crecimiento de las algas.

Modelar los fenémenos de transferencia de CO; y O; liquido-gas en el reactor. Obtener los
parametros del modelo.

Desarrollar un modelo fisico para la simulacién computacional del campo de energia radiante en
cultivos sumergidos de algas, considerando los fendmenos de absorcién y dispersion de
radiacidn, que sea aplicable a diferentes reactores.

Desarrollar un método experimental ad hoc para la determinacion de los coeficientes de
absorcion y dispersion de energia radiante en diferentes suspensiones de microalgas.

Analizar la evolucion en el tiempo de las propiedades mds relevantes del campo de energia
radiante dentro del FBR considerando la concentracién de algas en la suspension, la presencia de
pigmentos, la geometria del reactor y las caracteristicas de la fuente de emision de radiacion.
Realizar cultivos autotréficos en el reactor con cepas de microalgas modelo para medir la
evolucion de biomasa, sustratos y metabolitos en el tiempo; controlando temperatura, pH ,caudal

de aire, oxigeno disuelto, régimen de mezclado, etc.
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11. Integrar los modelos para los diferentes procesos que fueron desarrollados durante la etapa de
andlisis del reactor, para la interpretacion de los resultados obtenidos a partir de los cultivos de
microalgas.

12. Obtener una expresion cinética intrinseca para la velocidad de propagacién de las microalgas,

que se aplicable a cualquier tipo de reactor y fuente de iluminacidn.
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CAPITULO 5

Simulacion del campo de energia radiante por
el método de Monte Carlo.
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(1) INTRODUCCION.

La luz es uno de los dos “sustratos” mds importantes en el crecimiento fotosintético y, por lo tanto, la
iluminacién eficiente del reactor es uno de los aspectos claves en el disefo y optimizacién de foto-
bio-reactores (FBR) destinados al crecimiento de microalgas. Para lograr comprender la forma en
que la luz interviene en el funcionamiento del reactor son necesarias dos condiciones: la primera es
conocer la cantidad de energia radiante que llega a cada posicion dentro del reactor; y, la segunda, es
disponer de un modelo fisico-matematico que vincule la cantidad de esa energia radiante con la
velocidad de crecimiento de microorganismos fotosintéticos (Wei Wen Su y col., 2003; Perner-

Nochta, I. y col., 2007; Molina Grima, E. y col., 1999).

Tabla 1.1: Propiedades de la energia radiante incluida en la regién visible del espectro
electromagnético.

Color Rango de longitud Longitud de onda | Frecuencia Energia [KJ ;nol

de onda [nm] representativa [nm] | [Hz] de fotones™'|

Ultravioleta <400 254 11.8x 10" 471
Violeta 400-425 410 7.31x 10" 292
Azul 425-490 460 6.52x 10" 260
Verde 490-560 520 577x 10" 230
Amarillo 560-585 570 526x 10" 210
Anaranjado 585-640 620 4.84x 10" 193
Rojo 640-740 680 4.41x10"™ 176
Infrarrojo >740 1400 2.14x 10" 85

La luz visible es la porcion del espectro electromagnético ubicada en el rango de longitudes de onda
desde los 400nm hasta los 700nm y puede ser captada por el ojo humano. La luz llega a las algas en
suspension desde la fuente de iluminacién a través de sus superficies. A medida que los haces de luz
se propagan en el medio, los pigmentos fotosintéticos absorben parte de su energia, disminuyendo la
intensidad de los mismos. Las algas pueden ser consideradas como particulas cuyos tamafios
generalmente se encuentran en el rango de / a /00um y que dispersan de energia radiante dentro de
la suspension. Este fendmeno consiste en el cambio de la direccidén en que se propagan los haces de
luz, pero sin restarle energia a los mismos. La existencia simultanea de los fendmenos de absorcién y
dispersion de energia radiante dentro de la suspension de microalgas, hace que la cantidad de luz en

cada posicién del reactor, dependa tanto de las caracteristicas de la fuente de emision y del reactor,
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como de las concentraciones de algas y pigmentos fotosintéticos en el medio (Mautusi Mitra, 2008;

Pilon L. y col., 2011).

La luz visible, estd compuesta por radiaciéon de diferentes longitudes de onda (Tabla 1.1). Los
pigmentos presentes en la suspension absorben energia radiante con alta selectividad respecto a la
longitud de onda, atenuando en mayor medida las fracciones del espectro electromagnético incluidas
en los rangos 400-500nm y 600-690nm. La absorcién de energia radiante reduce la cantidad de
energia portada por el haz de luz. Debido a la especificidad del fenémeno de absorcion, la pérdida
neta de energia provoca un aumento en la proporcion relativa de energia radiante que porta el haz de
energia en aquellas longitudes que no son absorbidas por los pigmentos en la suspension (500 a
600nm). Por ello, para lograr interpretar adecuadamente la relacién que existe entre la luz y las
microalgas, es necesario conocer tanto la cantidad neta de energia radiante que alcanza cada posicioén
dentro del reactor, como la composicién de la misma respecto a la longitud de onda (Huang y col.,

2012; Pruvost, J. y col., 2002).

En este capitulo nos enfocaremos en el desarrollo de un modelo que permita la simulacion del campo
de energia radiante dentro de las suspensiones de microalgas, considerando las caracteristicas de la

fuente de emision, los limites y geometria del reactor y las propiedades dpticas de la suspension.

Segun la hipétesis cuantica de Planck, la luz se propaga en forma de particulas o paquetes de energia,
denominadas cuantos de luz o fotones. Por otro lado, la teoria electromagnética clasica de Maxwell
propone que la luz viaja en forma de ondas electromagnéticas. Ambas teorfas son aplicadas en el
estudio de los fendmenos de transferencia de energia, por ejemplo la teoria electromagnética es
utilizada en el computo de propiedades como la emisividad y la reflectividad; mientras que el
aspecto corpuscular del fotén resulta mas adecuada para caracterizar aquellos fendmenos en los

cuales la luz y la materia intercambian energia (Ozisik, M. N., 1973; Nelson J., 2003).

En este capitulo se considera al campo de energia radiante como un conjunto de fotones moviéndose
a la velocidad de la luz ¢ . Cada foton se asume como una particula, y el campo radiante como un
fluido no uniforme de fotones moviéndose a la misma velocidad C . El fenémeno de dispersiéon de
energia se considera eldstico; es decir, que no implica pérdida de energia, por lo que un haz de luz
dispersado conserva su longitud de onda y energia. Otra consideracion importante en el modelo es

que en el seno de la suspension no existe emision de luz.

Las células en suspension pueden interpretarse como particulas compuestas por un conjunto de
organelas y otros componentes celulares envueltos por una membrana celular rodeada por la pared

celular. En el interior de las células, los cloroplastos son las estructuras responsables de la captacion
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de energia solar para la generacion del poder reductor que luego es utilizado en la fijacién de CO, u
otras vias metabdlicas. Los cloroplastos son organelas celulares que contiene un conjunto de
vesiculas, llamadas tilacoides, en donde se encuentran organizados los pigmentos y demés moléculas
que captan y convierten la energia luminica. Ademds de cloroplastos existen numerosas organelas en
el interior de las células, cada una de ellas con formas, tamafios y propiedades Opticas particulares

(Tabla 1.2) , y que participan en los fendmenos 6pticos que ocurren dentro de la suspension.

Tabla 1.2:Tamafio de algunos de los compuestos celulares junto con su factor de tamafio.
Componente celular Didmetro medio Factor de tamaiio aproximado*.
(D) [um] ** A= 400 nm A= 700 nm
Mitocondria 0.5 3.9 2.2
Cloroplasto 5 39.3 22.4
Nicleo 3-10 23.6-78.5 13.5-44.9
Lisosomas 0.5 3.9 2.2
Ribosomas 30 x10” 0.235 0.134
Proteinas globulares 5x10” 0.039 0.022
* Factor de tamano=n D /A ; ** (Datos extraidos desde Alberts, B. y col., 2008).

La complejidad matematica que implica la consideraciéon de todos estos fendmenos hace que la
resolucién por vias analiticas no sea posible. Para incluir simultidneamente los fendmenos de
absorcion y dispersion de energia radiante en el seno de la solucién, el medio de cultivo serd tratado
como una suspension homogénea y continua, con centros de absorcion y dispersién de energia
radiante distribuidos al azar dentro de la suspension. En este modelo, las algas pierden identidad
como particulas, y la suspension se considera como un medio continuo con centros de absorcién y

dispersion de energia radiante homogéneamente distribuidos en toda la suspension.

Durante el cultivo de microalgas en un FBR, el crecimiento celular produce un aumento en la
cantidad de algas suspendidas y en la concentracion de pigmentos en el medio, alterando las
propiedades Opticas de la suspension y modificando la magnitud con la cual se producen los
fendmenos de absorcion y dispersion de luz, lo cual resulta en la alteracion del campo de energia
radiante. Sin embargo, si se compara la velocidad de crecimiento celular con la velocidad con la cual
se producen los fendmenos 6pticos, podemos asumir que el campo de energia radiante evoluciona
durante el cultivo, a través de una sucesion de estados estacionarios, ajustindose de manera
instantdnea a las modificaciones que se produzcan en la composiciéon del medio. De este modo, la
dependencia del campo de energia respecto al tiempo no es directa, sino a través de los cambios que

se produzcan en la composicion del medio debido al crecimiento celular.
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En este capitulo se define el modelo fisico-matematico que se aplicard en la presente tesis para la
simulacién del campo de energia radiante dentro del FBR por analogia con un conjunto de moléculas
de gas moviéndose a la misma velocidad. En el Anexo, al final del capitulo, de describen en detalle
las ecuaciones incluidas en el anélisis del campo de energia radiante como ecuaciones continuas; este
compendio resulta muy importante para comprender y vincular la metodologia aqui descripta con los
diferentes métodos de resolucién del campo de energia radiante que son de uso frecuente en este

campo de aplicacion.

(2) INTERPRETACION MICROSCOPICA DE LAS PROPIEDADES DEL CAMPO
RADIANTE POR ANALOGIA CON LA TEORIA DINAMICA DE GASES IDEALES.

En esta seccion enfatizaremos el aspecto de particula de la energia radiante por sobre el de onda. El
campo radiante serd modelado como un gas no uniforme de fotones que se mueven en cada punto en
diferentes direcciones pero con una Unica velocidad c: la velocidad de la luz. Las bases para la
simulacién fisica de Monte Carlo de un campo radiante descriptas en esta seccion pueden utilizarse
para calcular las propiedades del campo de luz que son relevantes para la simulacién y el cambio de
escala de FBR. Nuestra premisa bésica es que el movimiento de los fotones en el campo radiante
obedece las leyes de los sistemas cldsicos de muchos cuerpos (“classical many-body systems™).

Se trata de una excelente aproximacién en tanto las temperaturas de trabajo (normalmente en el
rango de 298°K a 303°K) y las longitudes de onda dtiles (de 400 a 700nm) cumplan la condicién

N 4.,.hc/A << RT que evita la necesidad de considerar efectos cudnticos. De hecho, para el caso de

luz violeta de longitud de onda de aproximadamente 400nm, la energia de un mol de fotones es 300
KJ mol de fotones™, mientras que para la temperatura de trabajo de 300 °K, el producto RT es 2494

KJ mol de fotones'] , casi diez veces el valor de N AvogHC /ﬂ (Frenkel, D. 2004; Sontag, R.E. y col.,
1968).

Ademads, vamos a asumir que en todos los casos de nuestro interés, las propiedades del campo de
energia radiante no dependen explicitamente del tiempo, sino sélo a través de la evolucién temporal
de los parametros fenomenoldgicos del campo radiante, los que pueden depender, por ejemplo, de la
composicion instantdnea del medio. Como consecuencia de esto, el campo de energia radiante
seguird estos cambios en el tiempo del medio pasando por una sucesién de estados estacionarios, sin

ningun retraso detectable.
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2.1- Las propiedades del campo radiante a partir de modelo de gas de fotones

Podemos pensar en un experimento virtual, consistente en tomar un fotén por vez, al azar, de entre

aquéllos contenidos en un volumen diferencial alrededor de la posicién r en el campo de la energia

radiante y registrar su energfa (es decir, su longitud de onda 1) y su direccién de movimiento 2. Si
suponemos que todos los fotones son igualmente accesibles para el observador, y por lo tanto, el

muestreo no estd sesgado, la probabilidad diferencial dF ( r, _(_A2/1) es la fraccion de fotones que en

un volumen elemental alrededor de la posicién r, se desplazan en direcciones incluidas en el dngulo

sélido elemental ¢ alrededor de la direccién £, y que poseen longitudes de onda dentro del
intervalo diferencial comprendido entre 1 y A +dA.

La probabilidad diferencial dF® ( r, !_AQA) de este evento compuesto puede escribirse en términos de

la funcion de distribucion de probabilidad (d (*?)F/ d? 0 d}t):

dFY (r,fz,/z) =%(E,Qﬂ)d@fz d @2.1)

Podemos asignar a (d O F / d?Q d/1) la interpretacion fisica de ser la concentracion n, (;_f, Q/l) de
fotones que, encontrandose alrededor de la posicién 7, se desplazan en la direccién 2 contenida en
d? Q y que tienen longitud de onda comprendida en el intervalo entre 1 y A+dA (en lo sucesivo,
la concentracion de fotones ( r, Q;L) , para abreviar):

dF
(

S 7 (0 2A)=n (2@ 4)=n, (1) f(24/1) @2

En la Ecuacién 2.2, n,(r) es la funciéon de distribucion de probabilidad de que un fotén se

encuentre en un pequefio volumen centrado en r (es decir, es la funcién de la distribucién espacial
de un fotén, o de manera equivalente, la concentracién de nimero de fotones alrededor de la posicion

r,y f (.Qxl / 5) es la funcién de distribucion de probabilidad condicional de que un fotén de

longitud de onda A se mueva en la direccién £, dado por cierto el hecho de que el fotén se

encuentra en la posicién r.
Con estas definiciones, la Ecuacion 2.1 puede ser escrita de la siguiente manera:

dVF(r,.24)=n,(r.22)d" 2di=n,(r)f(24/r)d? 2d2 (2.3)

Por definicién, la concentracién de fotones de energia hc/A alrededor de la posicién r, es
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(2.4)
jdqﬁjdﬂn rugA)= jdqﬁjdﬂfyw/r)

mientras que la concentracién de fotones alrededor de la posicién r, incluyendo todas las longitudes

deonda 4, n,(r),es

o0

Idﬂ'[d 54 )zjoidi;[?d(z).(_? (5 0, /1)
2 (2.5)

r)faaf d@)r_?zf(:_fz,z/z)m,,(z)]odffd;éfdﬂ f(up.2/r)

(r, Q,

p
N

De la Ecuacién 2.5, puede inmediatamente concluirse

0 0 2 1

Jar[d"Qf(Qasr)=[da]dg[duf(ug.r/r)=1 2.6)
0 Q 0 0 -1

La contribucion a la densidad local de energia radiante e, (r) de los fotones con longitud de onda A4

alrededor de la posicion r, es:

ei(g):e(r Z)z(%j[d(z)gn[,(}fﬂﬂ):(;ﬂj J. .Qf(_QA/r)
e 2 (2.7)
(%ﬁdﬂldﬂ n, (5,,u,¢,l)=(h7j jd¢jdﬂf Hh A/ 1)

En la Ecuacion 2.7, n, (Z,Q,/I)d(z)g dA=(hc/A)n, (r)f(u.¢,A/1)d? 2 dA es la contribucion
a la densidad de energia radiante local debida a los fotones (ﬂ, Q) que se encuentran alrededor de la

posicion r. La densidad de energia radiante alrededor de la posiciéon r, incluyendo todas las

longitudes de onda 4, es:

e(f)=TdﬂId(2)Q(%jnp(r,Q A)=n [ dafd? ( ]f((),ﬂ/[)=

]Od;ffdﬂdy (%jnﬂ(r o A)= 0 f ;Ljd¢jdy (ﬂjf(,u,ﬁ/l/;_’)

'—»

(2.8)
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2.2- Intensidad de Radiacion Monocromatica y Concentracion de Fotones ([_2&) .

A partir de los resultados detallados en el Anexo (Ecuacién 18), es posible establecer la siguiente

identidad respecto a las definiciones de la densidad loca de energia radiante e, (r) calculada a partir

de la intensidad de radiacion L, ( r, Q) y la densidad de fotones n, ( r, Q,ﬂ):

A

er)=, [a2L, (2. Q) =" [a2n, (2. 2.2) (29)

De la que concluimos que :

) LA ) (2.10)
L, (r.2)==n,(r.22)

Consideremos la definicién de Vector Densidad de Flujo Radiativo Espectral Neto q ( i_’,t) como

funcién de L, (L Q) (tal como se expresa en la Ecuacion 13 del Anexo), por sustitucion de la

Ecuacién 2.10, tenemos:

q,(r)= (h/f j[dQQ n,(r,2.4) @.11)
o

Operando de la misma manera con la Ecuacion 54 del mismo Anexo, luego de cancelar factores
comunes a todos sus términos, tenemos la siguiente expresion de la Ecuacion de Transferencia de

Energia Radiante:
Q.an(}_’,.{_?,ﬂ)ﬂial (}_’,t +&, (I_’,t)] n (}_’,Q,/I):

~t 2.12
43 (r,1) deB(:_z Qj np(r,Q,ﬂj (2.12)

(3) SIMULACION DEL CAMPO DE ENERGIA RADIANTE MEDIANTE EL METODO
MONTE CARLO.

El método de Monte Carlo es un método numérico no deterministico o estadistico que consiste en un
muestreo aleatorio repetido para el cdlculo de resultados. Debido al alto nimero de repeticiones
necesarias para conseguir exactitud en la solucién, estos métodos son aplicados mediante el cédlculo

computacional y suelen utilizarse cuando no es viable la obtencién de un resultado exacto con un
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algoritmo determinista. EI método resulta especialmente ttil en la simulacién de sistemas con
muchos grados de libertad o en aquellos problemas en los cuales las limitaciones matematicas no

permiten converger en un resultado analitico (Hammersley, J.M., 2009; Forgan, D., 1965).

El método Monte Carlo ha sido aplicado en muchas ocasiones en la simulacidn de sistemas clésicos
de cuerpos en movimiento, donde la palabra clasicos hace referencia a que el movimiento de los
cuerpos responde a la mecdnica cldsica. La ventaja de este método en la simulacién del campo
radiante en FBR radica en permitir la inclusion de diferentes aspectos imposibles de reproducir
mediante métodos analiticos, como ser geometrias complejas, la presencia de burbujas, fuentes de

emision multiples y no ideales, condiciones de contorno complicadas, etc.

3.1- Simulacion del Campo Radiante dentro de la suspension de microalgas.

Consideremos ahora un fotén con longitud de onda A y direccién £ en un volumen alrededor de la

posicion r . La probabilidad de este fotones n, ( r, Qﬂ,) .

Dicho foton se mueve dentro del medio i en la direcciéon £2 con velocidad ¢ =17,/c, , donde 7, es el
indice de refraccion de medio I, y ¢, es la velocidad de la luz en el vacio. A medida que avanza una

distancia AS, este fotén puede ser absorbido o dispersado por el medio. Definimos entonces tres

eventos posibles para este fotén durante su paso A4S :

. Absorcion: (A)
. Dispersion: (D)
. Ninguna de las dos:  (NA,ND)

Estos eventos son complementarios y mutuamente excluyentes, por ello
P(A)+P(D)+P(NA,ND)=1 3.1

Debido a que el evento ND no implica necesariamente al evento NA, esos eventos son

independientes, por lo tanto
P(NA,ND) = P(NA)x P(ND) (3.2)

En un medio puramente dispersivo el evento (A) no es posible, por lo que P(A)=0y P(NA)=1.
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De esta manera P(D)+P(ND) =7; o lo que es lo mismo P(D) = ]—P(ND) . Andlogamente, en un

medio puramente absorbente P(A)=1—P(NA)

El problema en este punto es asignar una expresion matemadtica a cada una de las probabilidades.

Para solucionar esto, analizaremos dos casos particulares:
. 1.- Medios puramente absorbentes y no dispersivos.

. 2.- Medios puramente dispersivos y no absorbentes.

3.2- Medios puramente absorbentes.

Consideremos ahora un cilindro elemental de altura A4S centrado en la direccién Q , con su base AA

en la posicion S .

L, (S +AS,Q,I)

Figura 3.1: absorcién de energfa radiante en un cilindro elemental de altura 4S centrado en la direccién (2, con base

AA en la posicién S .

Considerando que la intensidad de radiaciéon monocromadtica L, ( L-Q) puede relacionarse con el

A . 2
nimero de fotones np(g,Q,/l) a partir de la igualdad L, (L-Q)Z he

n, (5, Q, A) la Energia

Radiante Monocromdtica que ingresa al cilindro a través de su base en § debido a los fotones con

frecuencia A y direcciéon £ puede escribirse como:
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AE(i;tLJ,i) _ hj n,(S.2,4)44 AQ Ai:thZ n,(S)f(2475)4A A2 A2 (3.3)

Mientras que la correspondiente energia que sale por la cara del cilindro en S+ AS es:

AE(S+45,2,v) i’ (5545, 5,1) 34 42 1
At A (3.4)

2

:hCT n(S +AS)f(Q,/1/ S +AS)AAA.Q AA

AE (S+aAS, Q,v)
At

Definimos ahora ; donde O<a <1, como la Energia Radiante Absorbida

Localmente en el medio, por unidad de tiempo, entre S y S+ AS . Haciendo un balance de energia

en el cilindro de la Figura 3.1 tenemos que:

AE(S,22) AE(S+4S,2,2) AE, (S+adS,Q.4)

+ 3.5
At At At )
Si proponemos la siguiente expresion para la velocidad de absorcién de energia
AE, (S+adS,Q4) & ) )
y =, —-n, (S+aAS, Q,/l)AA AQALAS (3.6)
t

donde ¢, es el Coeficiente Volumétrico de Absorcién de Energia Radiante de longitud de onda 4.

Sustituyendo en la Ecuacion 3.5, las Ecuaciones 3.3, 3.4 y 3.6 llegamos a:

n,(S,2,4)=n,(S+48,2,2)+a,n,(S+aaS,2,2) A 3.7)
Reordenando:

L (S+AS,Q,/1)—np (S,.Q,/I) . .
n, (S+a48,2,4) AS

En el limite de A4S —0

1 dn (S,Q,ﬂ,) 0 3 B
e w |, o

Ie}

Integrando en AS a través de la trayectoria ;_f(S + AS,Q) = E(S .Q) +QAS
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— o (3.10)

n,(S+45,2,)
n, (S,Q,i)

La relacion es la proporcién de fotones 4 que partiendo de K(S _Q) con direccién

Q llegan a la posicién 5(S+AS,.Q), lo que es equivalente a decir que estos fotones tienen la

. S+AS,02, : o
probabilidad " ( - ) de no ser absorbidos durante su trayectoria £ AS . Por lo que:

n, (S,.(_AQ,A)

P(NA)=e % (3.11)
Expresion que es andloga a la ley de Lambert-Beer. Teniendo en cuenta que en un medio puramente
absortivo P(A)+ P(NA) =1

P(A)=1—e %% (3.12)

Esta es la probabilidad de absorcion de un fotén, condicionada al hecho de no haber dispersion.

»lda
Vl‘

Figura 3.2: Dispersion de energia radiante en un cilindro elemental de altura AS centrado en la direccién 2 , con base

AA en la posicién S .
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3.3- Medios puramente dispersivos.

Andlogamente, definimos un cilindro de altura AS centrado en la direccién Q , con su base 4A en

la posicién §.

AE(S,.(_?,Z)

En este caso la energia P
11

que ingresa por § puede ser desviada por dispersion desde su
direcciéon Q ala direccién Q.
Si definimos de la siguiente manera a la Velocidad Local de Dispersion de Energia:

AE

disp

(S +aAS,Q,/1)
At

hc’ A A
=& np(S+aAS,.(_2,i)AAA.QAﬂAS (3.13)
Donde &, es el Coeficiente Volumétrico de Dispersién de Energia Radiante de Frecuencia A en un
medio puramente dispersivo.

Haciendo el balance de Energia, reordenando, tendiendo AS — 0 e integrando, al igual que en el

caso anterior, llegamos a:

np(S +45,0,7)
np(S,Q,ﬂ)

_ 5 (3.14)

De esta manera la probabilidad de que un fotén A y direccién £ que parte de K(S,Q) alcance la
posicion ;_ﬁ(S +AS,Q) es:

P(ND)=n, (S,Q,A/SO,Q,).) —e 948 (3.15)
Y la probabilidad de que durante la trayectoria £ AS se produzca el evento (D) es entonces:

P(D)=1-¢* (3.16)
3.4- Medios absorbentes y dispersivos.

En este caso ambos eventos (A) y (D) son posibles durante la trayectoria Q AS . Por lo que el

balance de energia resultante es:
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AE(S,02,2) _ AE(S+A4S,2,2) L AL (S+aas, 2,4) L AEuy (S+aas,2,2) 347
At At At At
Luego:
n, (S, 2.4)=n,(S+45,2,4)+(a,+& ) n, (S +aAs,2,1) 48 (3.18)
Por lo que
n, (S +AS,Q,/1) s
P(NA,ND)= = (%) (3.19)

np(S,E_Z,/i)
Ahora es necesario encontrar las expresiones para P(A) y P(D). Debido a que (A), (D) y

(NA,ND) son eventos mutuamente excluyentes, de la Ecuacion 3.19 es posible deducir:

P(A)+P(D)=1-P(NA,ND)=1-¢ ") (3.20)

Si de la Ecuaci6n 3.18 despejamos 7, (S +aAS Qxl) obtenemos

1 np(S,.Q,ﬂ,)—np(SJrAS,Q,/l)

n, (S+aAS,[_2,/1) =(0u o) T (3.21)
Reemplazando n, (S +aAS _Qﬂ) en la Ecuacién 3.17 y dividiendo por n, (S , Q /1)
np(S+ASA,.(_2,/1)+ a, 1_np(S +ASA,!_2,1) & 1_np(S +ASA,.QJ,) e

np(S,Q,ﬂ) (ag'i_fi) np(S,Q,/l) (a/1+é:i) np(S,Q,l)
Reemplazando la Ecuacion 3.19:

a 9

P(NA,ND)+———=—|1-P(NA,ND) |+ —2%—|1-P(NA,ND) | =1 (3.23)

(VAND)« s 1P (VAD) | s [P (A D)

~(@,+&;)As a, ~(@;+&;)AS 6/1 ~a+8,)a8 | _
e +———|1-e +—=—11-¢ =1 (3.24)

(0‘1+§1)[ } (a/1+§/1)[ }

Luego % 1-P(NA,ND) | es la fraccion de fotones absorbidos y _ & 1-P(NA,ND)] lade
(@ g L) ool rv))

fotones dispersados; o lo que es equivalente, son las probabilidades de absorcion P(A) y de

dispersién P(D).

3.5- El camino libre medio.
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Los coeficientes o, y &,, junto con la funcién de fase B(_(_)’ Q) de dispersion deben ser obtenidos

previamente para luego incluirlos en el método de simulacién. Un pardmetro importante para el
célculo de las probabilidades de ocurrencia de cada uno de los fendmenos es la distancia AS que el
fotén avanza en cada paso dentro de la suspension. Para poder elegir de manera sistemdtica esta
magnitud definiremos el camino libre medio como
J- Cse @A gg
_ 90
Siy = J‘we’(‘“*‘fﬂ)‘” " (3.25)

0

Integrando:

Sy = (@+e) 1 (3.26)

(0‘4 +&; )2 (0{1 'H:/I)

De esta manera se selecciona un paso Optico comparable al camino medio esperable.

3.6- Algoritmo de simulacién dentro de la suspension.

Conocidas las expresiones matemadticas que permiten adjudicar una probabilidad a cada uno de los
eventos posibles para un foton propagéndose dentro de la suspension, resulta evidente que para poder

aplicar el Método Monte Carlo al proceso de simulacién del campo radiante es necesario conocer los

coeficientes «, y &, de absorcion y dispersion. Conocidos estos coeficientes, el algoritmo de

célculo entonces tendria la siguiente estructura bésica:

1.- Conocidos A4S, «,; y &, se calculan:

P(NA,ND)=¢ (“)% (3.27)
a -
P(A)=——[1-¢ )% 3.28
( ) (0‘/1+6Z,1)|: J (328
P(D)=— 1 1=t ] (3.29)

(O‘z +¢ )
2.- El fotén de frecuencia A4 se encuentra en la posicion E(S,_Q) con direccién £ resultado de un
célculo anterior o de la iniciacion del algoritmo.
3.- Se genera un nimero aleatorio 0 < ¢, <1.
4.- A partir de su valor:
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a.-S1, 0< 6, < P(A) entonces sucede el evento (A) .

En este caso el foton es absorbido y se debe reiniciar el calculo para un nuevo foton.

b.- Si, P(A) <6 < P(A)+P(D) entonces sucede el evento (D)

En este caso el foton cambia su direccién .(_2(u,¢) por otra 2’ (u',¢') de manera aleatoria. Luego, el

fotén avanza a la posicion L’(S +AS,Q’) = 5(S,.Q)+Q'AS .
c.- Si, P(A)+P(D)<6, <1 entonces sucede el evento (NA, ND) .

En este caso el fotén conservéd su direccion de movimiento  y alcanzé la posicién
r(S+45,2)=r(S.2)+245.
5.- Luego de cada paso se chequea si el foton alcanzé alguna condicién de contorno. En tal caso

dicha condicién debe tratarse de manera particular en cada caso. Si el foton sigue en la suspension de

algas el algoritmo se contintdia desde la sentencia 3.

3.7- Determinacion de la direccién Q' de dispersién.

Ocurrido un evento de dispersion, el foton cambia su direccion original (2 por una nueva 2'. La
seleccion de esta nueva direccion se hace de acuerdo a la funcién de fase de la dispersion B(_(_)’ . .Q),

la cual debe cumplir la condicién (las propiedades de la funcion de fase se describen en detalle al

final de esta seccion):

iéldQ'B(Q’-Q):l (3.30)

Esta funcién es rotacionalmente invariable alrededors de la direccién £2, por lo cual todos los
dngulos 0<¢'<27 son igualmente probables. La funcién de fase determina la frecuencia de
aparicién de nuevas direcciones segiin el producto ' Q= x=cosé, donde 8 es el dngulo entre Q2
y .

Para la seleccion de 2 es necesario generar dos nimeros aleatorios 6, y o, de modo de obtener

los valores de ¢ y ¢ de acuerdo a:
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1 ¢,
5, =gj0 d (3.31)

1w, ,
5, =§j0 du' B(u') (3.32)
Luego la nueva direccidn se calcula segin:
A, 2\V2 . . . A
Qz(l—,u ) (cosgé, +singé, )+ uQ (3.33)

Donde los vectores ¢, y ¢, cumplen las condiciones

(Q-é)=(Q¢.)=(&-¢)=0 (3.34)
(&%x8,)=0Q (3.35)
(4) CONCLUSIONES.

En este capitulo se desarroll6 el método de simulacion del campo de energia radiante dentro de
suspensiones de microalgas por técnicas de Monte Carlo. Dicho método considera al campo de
energia radiante como un gas no uniforme de fotones que se mueven en cada punto en diferentes
direcciones pero con una unica velocidad c: la velocidad de la luz. En cuanto a la suspension, el
modelo asume al medio de cultivo como una suspensién homogénea y continua, con centros de
absorcion y dispersion de energia radiante distribuidos al azar dentro de la suspension. En este
modelo, las algas pierden identidad como particulas, y la suspensién se considera como un medio
continuo con centros de absorcion y dispersion de energia radiante homogéneamente distribuidos en

toda la suspension

El modelo desarrollado es utilizado en los préximos capitulos para la determinacion de las los

coeficientes «, y &, junto con la funcién de fase B(_(_)’ _Q) (Heinrich, J.M. y col., 2012a); la

validacién del modelo y los valores de los pardmetros 6pticos obtenidos (Heinrich, J.M. y col.,

2012b); y en la simulacion del campo de energia radiante dentro el FBR disefiado (Heinrich, J.M. y

col., 2013).
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Capitulo 6

DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES
OPTICAS DE SUSPENSIONES DE MICROALGAS.
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(1) INTRODUCCION.

En el Capitulo anterior se establecié el método de simulacién que se utilizara para predecir el valor
de las propiedades del campo de energia radiante dentro de una suspensién de microalgas, este
algoritmo se basa en el método Monte Carlo y considera al campo de energia radiante como un
conjunto de fotones moviéndose a la velocidad de la luz. Sin importar cual sea el método de eleccion

para la resolucion del campo de energia radiante dentro de una suspension, un requisito ineludible es

conocer los valores de los pardmetros ¢, y ¢,y la forma que posee la funcién de fase B((_J' . Q)

Luz tr.h_nsmitida
en fotmia difusa

Luz reflejada
en fotma difusa

Haz de luz . lLuz transmitida
< en fotma directa

incidente

Figura 1.1: Esquema del procedimiento experimental que se llevé adelante para la determinacién de los coeficiente de
absorcidn y dispersion.

En este Capitulo, el método de simulacién desarrollado se empleard para determinar
experimentalmente el valor de los coeficientes espectrales de absorcion y dispersion de energia
radiante, ademds de caracterizar la funcion de fase de dispersion. Para ello diferentes suspensiones de
microalgas son irradiadas con un haz colimado de luz monocromética (en el rango 400 a 700nm)
midiéndose el flujo de energia radiante a través las caras anterior y posterior de la cubeta, y la
fraccion transmitida en forma lineal. Luego el procedimiento experimental es simulado mediante el
método Monte Carlo. Para la determinacion de las propiedades Opticas de la suspension, un
programa de optimizacion provee sucesivamente al simulador Monte Carlo un conjunto provisorio
de pardmetros 6pticos. Utilizando estos pardmetros, el simulador reproduce computacionalmente el

experimento y devuelve al optimizador los valores hipotéticos para las medidas experimentales.

147



Comparando los valores reales y los obtenidos computacionalmente es posible encontrar aquel

conjunto de pardmetros que reproduzcan con fidelidad los resultados obtenidos experimentalmente.

1.1- Los coeficientes de absorcion y de dispersion.

Los coeficientes volumétricos de absorcién y dispersién (&, y &, ) representan la fraccién de la

radiacion incidente que es, respectivamente, absorbida o dispersada por unidad de longitud a lo largo
de un paso A4S del haz de energia a través de la suspension. Ambos coeficientes poseen unidades de
1

m~' y dependen tanto de la longitud de onda como de la composicién del medio (Ozisik, M. N.,

1973a).

Un método frecuentemente empleado para la determinacién de los coeficientes @, y &, en
suspensiones de micro-particulas es la mediciéon de la Transmitancia Normal-Normal (T-NN)
(Bohren, C.F., 1998). La T-NN (Figura 1.2(a)) permite calcular el coeficiente de extincion lineal o) 2

, el cual representa la pérdida de energia de un haz de luz al atravesar una suspension. Si se toman las
precauciones de elegir un paso 6ptico lo suficientemente delgado, que el detector tenga un dngulo de

aceptacion lo suficientemente estrecho y se asegura que en las condiciones de medicién la dispersion

miiltiple sea despreciable, luego el coeficiente de extincion lineal S, puede obtenerse a partir de:

Lﬂzefﬁlgs (1.1)

L,

Donde L, es la cantidad de energia emitida por la fuente de radiacién, L, es la cantidad de energia
registrada por el detector, AS es el espesor de la suspensién y [, representa el coeficiente de

extincién lineal, el cual puede relacionarse con los coeficientes &, y &, a través de la Ecuacién

1.2:

B,=a,+¢, (1.2)
Por otro lado, el coeficiente @, puede obtenerse directamente mediante la medicién de la

Transmitancia Semiesférica (T-SE) (Davies-Colley R.J.1983 y col.,; Davies-Colley, R.J. y col.,1986;
Stramski, D. y col.,2003). La T-SE (Figura 1.2(b)), se mide empleando una esfera integradora
colocada en la cara posterior de la cubeta. Esta esfera colecta toda la energia que es transmitida a
través de la suspension, sin importar su direccion, y la redirige al detector. Debido a que las

suspensiones de algas dispersan la luz principalmente hacia adelante (Berberoglu, H. y col., 2007;
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Berberoglu, H. y col., 2008), la atenuacién de la cantidad de energia incidente registrada mediante

este procedimiento es exclusivamente producto de la absorcidn, por lo cual:

Ly _ jaias (1.3)

L,

En este caso, L, es proporcional a la cantidad de energia registrada por el detector, correspondiente
a toda la energia radiante transmitida a través de la cubeta. Finalmente, el coeficiente & . puede

obtenerse a partir de la Ecuacién 1.2 como &, =, — ;.

Aunque este método es muy habitual, deben tomarse diversas precauciones durante las mediciones y
aplicarse numerosas correcciones sobre las medidas finales (Merzlyak, M.N. y col., 2000). Por
ejemplo, en la T-NN, el didmetro finito del haz de energia radiante, junto con el dngulo de aceptacion
del detector, permiten que una cierta cantidad de radiacion dispersada alcance al detector,
subestimando el coeficiente de extincion lineal. Por otro lado, en la T-SE, la pérdida de radiacién por

las paredes laterales resulta en una sobreestimacion del coeficiente de absorcion.

El

(a) (b)

Figura 1.2: Esquema del dispositivo experimental utilizado en la determinacién directa de (a) el coeficiente de extincién

S, mediante Transmitancia Normal-Normal y (b) el coeficiente absorciéon &1 a partir de la Transmitancia Semi-

Esférica. D: detector; S: espesor del paso a través de la suspension diluida de microalgas; M: muestra; Ly: haz de luz
incidente; EI: esfera integradora; AA: dngulo de aceptacién del detector; P:mirilla.

Otro recaudo imprescindible a tomar en este par de medidas es garantizar que prevalezca el
fenémeno de dispersion simple (Bohren, C.F., 1986; Jonasz, M. y col., 2007). Para lograr esto las
mediciones deben ser llevadas a cabo en suspensiones diluidas. Si se consideran los errores
inherentes al método, sumado a que la estimacién de los coeficientes se realiza en suspensiones

diluidas que buscan reproducir condiciones de idealidad, esta técnica podria proporcionar resultados
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que no sean vdlidos cuando el objetivo final sea modelar sistemas muy concentrados o en

condiciones no ideales.

1.2- La funcion de fase.

A

La funcién de fase B (Q' -!_2), por su parte, caracteriza la forma en que la radiacién dispersada es
redistribuida entre en las direcciones ¢’ alrededor de la direccién original & (Ozisik, M. N.,
1973b). Numerosos autores proponen deducir analiticamente la funcién de fase B(Q' _Q) en

suspensiones de microalgas aplicando la teoria de Mie (Mie G., 1908; Pottier, L. y col., 2005), en la
cual la interaccion entre los objetos y el campo de energia radiante se descifra en términos de indice
de refraccion de la suspension, geometria e indice de refraccion de la particula, y longitud de onda de
la radiacién incidente. Una de las limitaciones de esta estrategia es que la teoria de Mie concierne
solamente a particulas de formas simples con coeficientes de refraccion homogéneos, que actian
como centros independientes de dispersion, suspendidas en un medio dieléctrico y homogéneo vy,

ademds, solo es vdlida para suspensiones muy diluidas e iluminadas con luz polarizada.

Cuando la luz se propaga a través del medio, son las células de microalgas las responsables de la
dispersion de energia radiante. Las células de microalgas consisten en una envoltura externa
transparente que contiene numerosos componentes celulares. Las formas, tamafios y propiedades
Opticas de estos componentes celulares pueden llegar a ser muy disimiles (ver Tabla 1.2; Capitulo 5).
De este modo, reducir el fendmeno de dispersién en suspensiones de microalgas a un problema de
particulas homogéneas, con un solo indice de refraccion, alejadas infinitamente unas de otras, es una
restriccion al modelo que podria resultar poco precisa y entregar resultados que podrian estar muy
alejados de las observaciones experimentales. Incluso Ozisik, afirma que ninguna teoria es adecuada
para predecir la dispersion de la radiacion en suspensiones de particulas heterogéneas, y que los
enfoques experimentales son la tUnica manera de determinar las funciones de fase en tales

condiciones (Ozisik, M. N., 1973a y b).

Estas dificultades matemaéticas en la buisqueda de soluciones a la teoria de Mie en sistemas de
particulas heterogéneas, con propiedades, formas y tamafios variables, ha llevado a numerosos
autores a utilizar formas empiricas propuestas para la funcion de fase. De esta manera el problema se
simplifica a la implementacién de funciones de fases existentes (o propuestas por el autor) y el
posterior ajuste de parametros mediante optimizacion numérica por comparacién con datos obtenidos

experimentalmente (Berberoglu, H. y col., 2007a, b y c; Pilon, L. y col., 2011). No obstante, ninguna
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de las funciones de fase propuestas podria ser adecuada para el sistema en estudio. Mds atn, una
propuesta errénea para la funcién de fase podria resultar en la apariciéon de errores sistematicos

durante resolucién del campo de energia radiante en el sistema a modelar cuando se haga uso de las

propiedades &, , &, y B (Q' Q) calculadas en esta etapa.

Para superar las dificultades matemaéticas que implican las soluciones tedricas, pero evitando caer en

la incorporaciéon de errores sistemdticos, Chu y Churchill (Chu, C. M. y col., 1955) proponen

expresar la funcién de fase B ( 0 .Q) como una expansion en serie de Polinomios de Legendre:

B/I(g_z’.g)zgcn}’n(g-g):icnﬂ(y) (1.4)

En donde —1< gz <1. En la Ecuacién 1.4, ¢, corresponde al enésimo coeficiente que multiplica al

enésimo polinomio P, ( ,uo) de la serie, el cual estd definido por la férmula de Rodrigues segun:

1 dn 2 n
P = -1 1.5
(1) Flda (4 -1) (1.5)
Con n=0,1,2,.... La expansion de B(Q . Q) en esta series implica un ndmero infinito de

polinomios y coeficientes, por lo cual la misma deberé ser truncada cuando se alcance la precision

deseada.

(2) MATERIALES Y METODOS.

1.- Preparaciéon de la muestra. Con el objetivo de caracterizar Opticamente las suspensiones de

microalgas, en este trabajo se utilizaron dos cepas de microalgas como organismos modelo:
Scenedesmus quadricauda (obtenida de Culture Collection of Algae and Protozoa, UK) y Chlorella
sp. (gentilmente cedida por la Dr. A. M. Gagneten, FHUC, UNL). Las células de Scenedesmus
quadricauda poseen forma casi bacilar y aparecen agrupadas en clusteres de 2 o 4 células (Figura
2.1(a)). Las células de Chlorella sp, por otro lado, poseen forma ovalada, asemejandose a elipses de
revolucién sobre el eje mayor. Para esta ultima cepa, la agrupacion celular solo se presenta en altas

concentraciones, en forma de aglomerados celulares, sin ningin patrén particular (Figura 2.1(b)).
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Ambas cepas son muy importantes en la produccién de biocombustibles (Halim, R. y col., 2012;
Rodolfi, L. y col., 2008; Chisti, Y., 2007), sin embargo la seleccion de estas dos algas se debi6 a sus
formas contrastantes, permitiendo determinar experimentalmente hasta qué punto la forma de las

células es importante en el patrén de dispersion de energia radiante.

Los cultivos de ambas microalgas fueron llevados adelante de la misma manera: Erlenmeyers con
750mL de medio BG-11 (Atlas, R. M., 2005) (ver Capitulo 3, Tabla 1.1) fueron esterilizados por 15
minutos a 121° C en autoclave e inoculados con cada una de las cepas de microalgas. Los cultivos
fueron crecidos axénicamente a temperatura ambiente, iluminados con luz fluorescente (Philips,
20Watts, daylight fluorescent lamp) [Intensidad de la lampara: 82umol m? s sr'], burbujeando aire
atmosférico esterilizado mediante filtracion (0.45um pore size filter) para agitar, proveer CO; y

evitar la acumulacién del O, producido por fotosintesis oxigénica.

., . -1
Luego de alcanzar una concentracion celular suficientemente alta (445 mg L) las algas fueron
cosechadas y resuspendidas en el mismo medio de modo de obtener una suspension concentrada de
células. La concentracion de biomasa en peso seco fue determinada a través de la técnica de Sélidos

Suspendidos Totales (TSS) (Eaton, A. D., 2005).

- D C
eSS O
] o

”
, 10pum
"ﬂ.‘ —
hF
7 3 (I y
2 (a) o (b)

Figura 2.1: Microscopias de las dos especies de microalgas utilizadas en este trabajo: (a) Scenedesmus quadricauda y (b)
Chlorella sp.

2.- Determinacién de Sélidos Suspendidos Totales. Las células contenidas en una alicuota de 50mL

de la solucion concentrada fueron retenidas mediante un filtro de fibra de vidrio (0,45um), lavadas
con agua destilada para retirar los restos de medio de cultivo y secadas en estufa a 100° C durante 1
hora. La biomasa celular fue reportada en gramos de biomasa seca por litro de medio de cultivo

[eDW L.
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Tabla 2.1: Concentracién de clorofila y biomasa en las suspensiones
madre de microalgas

. . Scenedesmus
Especie de microalga Chlorella sp. quadricauda.
Concentracién de Biomasa [gDW LY 1.650 1.355
Clorofila [mg gDW™] 474 57.8

3.- Determinacion de la concentracion de clorofila en la muestra. El contenido total de clorofila fue

determinado utilizando la técnica reportada por Ritchie (Ritchie, R. J., 2008). Las células en una
alicuota de la suspensién concentrada fueron centrifugadas, resuspendidas en agua destilada y
centrifugadas nuevamente para eliminar el medio de cultivo. La clorofila fue extraida con alcohol
metilico a 80° C durante 5 minutos. El contenido de clorofila fue calculado a partir de la absorbancia

a 632, 652 y 665nm, utilizando los coeficientes de absorcion reportados en el mismo trabajo.

5.- Preparacion de la soluciones diluidas. A partir de la suspension concentrada fueron preparadas

diluciones de 1/5, 2/25 y 1/25. La concentracion celular y el contenido de biomasa se reportan en la

Tabla 2.1.

(3) PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL: MEDICION DE LA TRANSMITANCIA
DIRECTA, DIFUSA Y REFLECTANCIA DIFUSA.

Como se menciond con anterioridad, para calcular los coeficientes o, y &, mediante las

determinaciones T-NN y T-SE es necesario trabajar en condiciones de idealidad, en suspensiones
muy diluidas y despreciar el aporte de alguno de los fendmenos sobre la medida efectuada. Para
evitar realizar este tipo de hipétesis y poder medir las propiedades 6pticas de las suspensiones en

condiciones reales, semejantes a las de cultivo en gran escala, se disefié una serie de experimentos

que en conjunto permiten determinar los coeficientes &, y &, ; y los pardmetros de la expansién en

serie de la funcion de fase B (Q . Q)

Los ensayos consisten en determinar la forma en la cual la energia radiante de un haz de luz se
redistribuye en diferentes direcciones durante su paso a través de una suspension de microalgas de
concentraciones de biomasa y clorofila conocidas. Las tres medidas complementarias e

independientes, fueron denominadas transmitancia lineal (TL), transmitancia difusa (TD) vy
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reflectancia difusa (RD) (Figura 3.1). La TL mide la relacion entre la energia radiante incidente Ly y
la transmitida a través de la cubeta que incide sobre el detector colocado en la cara posterior de la
cubeta. La TD mide la relacién entre Ly y la energia transmitida a través de la cara opuesta de la
cubeta. La RD mide la relacion entre L, y la energia que fluye a través de la cara anterior de la

cubeta.

El equipo utilizado es un espectrofotometro Optronic OL series 750, utilizando el accesorio Esfera
Integradora OL 740-70 para las determinaciones 7D y RD. Las mediciones se realizaron
independientemente cada 10 nm de longitud de onda en el rango 400 a 700nm. En todos los ensayos
el haz de energia incidente fue de seccion circular con Smm de didmetro. La muestra fue colocada en
una cubeta pléstica transparente de poliestireno, de seccion cuadrada, con 10mm de lado y de 45mm
de altura. En todas las determinaciones se utilizd agua destilada como blanco ya que, al igual que el

agua, el medio de cultivo es totalmente transparente a la energia radiante en el rango 400 a 700nm.

La TL espectral fue medida con la muestra colocada entre la fuente y el detector (Figura 3.1(a)). El
detector utilizado posee un dngulo de aceptacion suficientemente grande para captar toda la energia
radiante emergente desde la cara posterior de la cubeta. Como se mencioné con anterioridad, ningin
recaudo fue tomado para eliminar la radiacién dispersa. Las TL y RD fueron hechas con el mismo
espectroradiometro, utilizando una esfera integradora OL 740-70 dispuesta como se muestra
esquematicamente en las Figuras 3.1(b) y 3.1(c). Las paredes de la esfera integradora estdn

recubiertas de poli-tetrafluoroetileno (PTFE) para asegurar la reflexion difusa total .

(@)

(b)

Figura 3.1: Representacion esquematica de las configuraciones del detector para la determinacién experimental de las
propiedades Opticas.. (a)- Transmitancia directa; (b)- Transmitancia difusa y (c)- Reflectancia difusa. S: muestra, D:
detector, AA: dngulo de aceptacion de detector, y B: haz de luz colimado monocromatico.
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(4) SIMULACION COMPUTACIONAL DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y
PROGRAMA DE OPTIMIZACION.

El algoritmo de simulacién computacional fue escrito enteramente en lenguaje Fortran 90, utilizando
el editor/compilador Force, versiéon 2.0. El programa de simulacién del campo de energia radiante

dentro de la suspension se describe en forma de pseudocddigo esquematicamente en el Anexo.
En condiciones muy distantes de aquéllas consideradas ideales, ningin experimento permite
determinar directamente los pardmetros ¢, , &, o B([_Q' -!_2), sino que el resultado de la medicién

es producto de la contribucién de todos los efectos. El método de simulacion del campo de energia
radiante desarrollado en capitulos anteriores permite reproducir computacionalmente la forma en que

estos fendmenos intervienen para redistribuir luz a través de la suspension, sin embargo, la

aplicacién del mismo requiere que se conozcan previamente los valoresde @, . &, y B(!_)' : .(_2).

De este modo para aplicar el método de simulacién en la determinacion de los coeficientes de
absorcidn y dispersion y la funcién de fase, el médulo de simulacién fue anidado como una subrutina
a un programa de optimizacion: Algoritmo Genético (AG) (Deb, K., 2001; Rezende, M. C. y col.,
2008). El programa principal de optimizacion provee a la subrutina de simulacion con sucesivos
valores para los pardmetros caracteristicos de cada muestra que estamos intentando determinar. El
modulo de simulacién reproduce computacionalmente el procedimiento experimental y devuelve al

algoritmo de optimizacion el resultado hipotético para los valores TLMC, TDMC y RDY. Para asignar
al conjunto provisional de pardmetros ¢, &, y B(Q Q) un grado de precision, el programa de
optimizacion compara, mediante una funcién objetivo, los valores simulados y los obtenidos

experimentalmente. Cuando los valores TLYC, TD¥ y RDM obtenidos por simulacién y aquellos

registrados experimentalmente (TL™?, TD*” y RD®") sean iguales, habremos encontrado el valor

para @,, &, y los coeficientes incluidos en la expansién de B( Q- Q) que caracterizan a esa
suspension.

La subrutina de simulacion reproduce el campo de energia radiante en el sistema que incluye la
cubeta de poliestireno llena con las suspensiones de microalgas, devolviendo los valores provisorios
de las mediciones experimentales 7L, TD"“ y RDMC. Esta rutina de simulacién reproduce el
procedimiento experimental emitiendo sucesivamente un nimero suficientemente grande de fotones,

simulando su trayectoria dentro del sistema cubeta-suspension y determinando la fraccion de fotones
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que emergen por la cara anterior (RDY), por la cara posterior (TD") y la fraccién de los mismos
que impacta sobre la superficie virtual que representa al detector colocado segin se muestra

esquemdticamente en la Figura 3.1 (TLY).

Inicio
{r w, &, As, BQQ)}
v
—————>{ (1) Emisién de fotén [«
ése refleja sobre la cara Si RD
TL No anterior de la cubeta? A
A
si | [ No
) | (2) Avanza un paso As
slmpacta sobre -
Dentro de la suspensién
el detector en Si No
: » i
la configuraciéon TL?
Si éAlcanza la pared Si

anterior de la cubeta? |—>{ 3Se refleja?
lNo

3Alcanza la pared
posterior de la cubeta?

2) lNo Volver a (2
2Alcanza alguna de las paredes
Si Si laterales, el fondo de la Cambio de
2Se refleja? "* cubeta o la interfase suerior? No Diereccién
No No 1 si

Si No
Volver a (1) [~ 2¢Es Absorbido?

Figura 4.1: Esquema del programa de simulacién para el procedimiento experimental a partir del cual se determinaron
los valores de la Transmitancia Directa, Difusa y Reflectancia Difusa. Los resultados de a simulacién dependen tanto de
la muestra, como de la longitud de onda del haz de luz incidente.

La simulacién computacional (ver Figura 4.1) comienza con la generacion de un fotén de longitud de

onda 1, con direccion inicial Q horizontal, establecida de acuerdo a las caracteristicas de emision de

la fuente de radiacién. El primer evento en el trayecto del fotén es el impacto sobre la cara anterior
de la cubeta. Sobre esta cara el foton puede ser reflejado o refractado al interior de la suspension. La
probabilidad de reflexion se calcula a partir de la reflectividad, segtin se detalla en el Anexo. En caso
de ser reflectado el fotén contribuye al valor de la RDYC. Dentro de la suspension el camino del fotén
se simula segin la metodologia desarrollada en el Capitulo anterior; considerando los eventos
posibles de Absorcion y Dispersion. Si en su camino el foton se encuentra con alguno de los limites
de la cubeta, se consideran la probabilidad de reflexion sobre la misma. Si sobre este limite el foton
no es reflejado, el mismo abandona la cubeta. Si el fotén sale por la cara anterior el mismo
contribuye a la RDYC. Si sale por la cara posterior contribuye a 7D"C. Ademds, en este ltimo caso,
es necesario calcular si la direccion del mismo estd incluida en el dngulo sélido del detector,

colocado segiin la configuracién TL; en tal caso también contribuye a la TLY“. Luego de un nimero
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suficiente ente grande de fotones emitidos, los valores TDMC, TLMC y RDYC se calculan como el
nimero de fotones que han contribuido a cada una de las respectivas medidas, sobre el nimero total

de fotones emitidos.

4.1- El programa de optimizacion: Algoritmo Genético.

El AG (Deb, K., 2001; Rezende, M. C. y col., 2008), es un algoritmo de optimizacion estocdstico de
bisqueda global que funciona proveyendo aleatoriamente valores tentativos o provisorios de

parametros desconocidos para la resolucién de un sistema de ecuaciones (ver Capitulo 2). En este

caso, los valores desconocidos son los coeficientes volumétricos espectrales de absorcion «; y

dispersién &, y los pardmetros incluidos en la expansién en serie de la funcién de fase de la

dispersion B( fo _Q) Estos coeficientes dependen tanto de la dilucidn realizada a la suspension, como

de la longitud de onda con la cual se ilumina la suspensién A . En la Figura 4.2 se detalla el esquema

del sistema de calculo desarrollado.

. ; (1) Asociar los genes a las variables de ajuste
El AG inicia el cdlculo con un

ageneracion aleatoria. A
+ {ah’ff/:;Ba. (QQ')}
Cada indivivo en cada generacién (2) Calcular las probabilidades de absorcién P(A) y dispersién P(D)

porta un gen que es una posible
solucién al sistema de ecuaciones.
3 {P(D), P(4), P(NAND)}

Cruzamientos, mutaciones y
nuevos individuos aleatorios

para cada una de las suspensiones de microalgas.

(3) Simular el experimento a través del método Monte Carlo para cada muestra.

Luego de un nimero determinado (4) Caleular el valor hipotético para la Transmitancia Lineal (TL),
de generaciones, la solucién es el la Transmitancia Difusa (TD) y la la Reflectancia Difusa (RD) para cada muestra
individuo con el menor error.
{TE% (), TD (), RD ()}
El AG selecciona de individuos
mds apto a través de Fx. (5) Caleular la funcién error comaprando valor medidos y simulados:

*

Fr—error +—  emor=3\[[T (1)~ TL0 ()] +[10 () -0 (1)] +[RD (3) - RD*" (1) |

i=0

Figura 4.2: Esquema de calculo del programa de optimizacién Algoritmo Genético utilizado para la determinacién de los
pardmetros 6pticos a partir de las medidas experimentales. El esquema de simulacién por Monte Carlo del procedimiento
experimental se encuentra detallado en la Figura 4.1

(5) RESULTADOS DE LAS DETERMINACIONES EXPERIMENTALES.

Los resultados de las determinaciones experimentales para diferentes suspensiones de Chlorella sp.

se muestran en las Figuras 5.1 a 5.3. Aunque no se presentan, los resultados obtenidos para la cepa
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de S. quadricauda son similares y siguen casi el mismo patrén. En la Figura 5.1(a) puede verse que
el valor que toma la reflectancia difusa decrece a medida que la concentraciéon de microalgas
aumenta, esta atenuacion, ademds, es mds pronunciada en aquellas longitudes de onda en donde
ocurre la absorcion fotosintética de energia radiante. En la Figura 5.1(b), puede observarse que el
valor de RD™ para concentraciones muy diluidas de microalgas es casi idéntico al valor de RD™"
medida para la cubeta llena con agua. Cuando la cubeta se encuentra llena con agua, sus dos caras
transversales al haz de radiacion contribuyen al valor registrado de la reflectancia difusa. Por otro

., . E ..
lado, cuando la suspensién de microalgas es muy concentrada, el valor de RD™" es similar al valor

de la reflectividad sobre la primer cara de la cubeta.

Los antecedentes bibliogréficos indican que la funcidn de fase en suspensiones de microalgas es no-
isotropica y que la misma favorece principalmente la dispersion de la luz en las direcciones hacia
adelante en el fenémeno dispersivo (Berberoglu, H. y col., 2008; Berberoglu, H. y col., 2007; Pilon,
L., 2011). Asi, cuando la concentracion de biomasa es baja, la dispersion multiple es insignificante y
la disminucién en el valor medido de RD™ con el incremento de la concentracién de biomasa se
debe al aumento de la absorcion de energia radiante durante el paso del haz de luz a través de la
solucién hasta alcanzar la cara posterior de la cubeta y en su camino de regreso hacia la cara anterior
luego de ser reflejada. Cuando la concentracién de biomasa es alta, el valor de RD™ tiende al valor
de la reflectancia sobre la primer cara de la cubeta. Esta tendencia se debe a que cuando la
concentracion celular es alta, la absorcion de fotones es también elevada compitiendo con la

posibilidad de ocurrencia de multiple dispersion que redireccione los fotones hacia la cara anterior de

la cubeta.
9% | (a) 9% (b)
00, o
8% ""’4"’::::::: 8% .0
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Figura 5.1: (a)- Reflectancia Difusa en funcién de la longitud de onda para cuatro concentraciones de microalgas
{1.650gDW L' (x), 0.660 gDW L™ (A), 0.132 gDW L' (o) and 0.066 gDW L' (0)}; (b)- Reflectancia Difusa en funcién
de la concentracién de biomasa para las longitudes de onda 450nm (x) y 540 nm (0)

Por su parte, TL? decae con el aumento en la concentracién de biomasa en forma casi exponencial

(Figura 5.2(b)). TL™ muestra una dependencia con la longitud de onda en todo el rango de
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concentraciones (Figura 5.2(a)). La diferencia en los valores obtenidos para TL™ entre longitudes de
onda fotosintéticamente ttiles y no fotosintéticamente utiles se vuelve casi imperceptible cuando la
concentracion de biomasa es elevada. Cuando la concentracion es baja, la diferencia se debe a la
absorcion de energia radiante, a medida que la concentracion de células en suspension aumenta, esta
diferencia se torna mds pequefia debido a que la dispersion de energia se vuelve el efecto dominante.

. ., , . . s . . E.
La dispersion de energia radiante reduce la relacion entre el valor de la energia medida como TL™"

y
la energia portada por el haz de luz incidente a medida que la concentracion de algas aumenta,
suavizando de esta manera la dependencia de TL®" con la longitud de onda debido a la absorcién

selectiva de fotones.

(a) % (b)
80% - 80% -
o R
60% - 60% -
R
40% - 40% -
20% - 20% -
0% % oo ssssss 0% CEE— %
400 500 600 700 0 1000
A [nm] Conc. [mg/L]
75% -
° (c) cop oy (d)
70% 4 eeee £ A“AMA a
°°OO°°°°° ‘o) o/ | £ ),
65% - A "k
60% - 3% -
55% - 2% -
50% - Y 1% -~ Xk
t x-x.x.x.x.x.x.x.x.xxx)eex *x'er-xxxMxx?‘
45% T T 1 O% ; . .
400 500 600 700
A 400 500, [, 00 700

Figura 5.2: (a) Transmitancia Directa en funcién de la longitud de onda para cuatro concentraciones de microalgas {
1.650gDW L' (x), 0.660 gDW L' (A), 0.132 gDW L™ (o) y 0.066 gDW L' (0) ; (b) Transmitancia Directa en funcién
de la concentracién de biomasa para las longitudes de onda 450nm (x) y 540 nm (0). (c y d) Ampliaciones de la Figura
5.3(a).

Por ultimo, TDE? decrece sostenidamente con la concentracién de biomasa, pero esta tendencia es

claramente dependiente de la longitud de onda de la radiacién incidente (Figuras 5.3(a) y 5.3(b)).
Como es esperado, la atenuacién en el valor medido como TD™ es mds pronunciada en aquellas

longitudes de onda donde los pigmentos fotosintéticos son capaces de absorber energia radiante.

Como en el caso de TL™, los haces de luz emergentes desde la cara posterior de la suspensién han

Exp

sido dispersados en multiples direcciones. Para el caso de 7D, el fenémeno de dispersiéon de
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energia radiante no tiene un efecto significativo sobre la medida experimental, aumentando asi la

dependencia espectral de TD™ con la longitud de onda debido a la absorcién selectiva de radiacién.

80% @ s (b)
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Figura 5.3: (a)- Transmitancia Difusa en funcién de la longitud de onda para cuatro concentraciones de microalgas
{1,650¢DW L (x); 0,660 gDW L (A); 0,132 gDW L (1) y 0,066 g L' (0)}; (b)- Transmitancia Difusa en funcién de la
concentracion de biomasa para las longitudes de onda 450nm (x) y 540 nm (o) wavelengths.

(6) REGRESION DE LOS COEFICIENTES DE ABSORCION Y DISPERSION DE
ENERGIA RADIANTE.

El programa de optimizaciéon (AG) provee a la subrutina de simulacién por Monte Carlo valores
provisorios para los coeficientes de absorcion y dispersion, y para los pardmetros incluidos en la
expansion en serie de Legendre de la funcion de fase de la dispersion. Esta subrutina calcula los
resultados hipotéticos de las determinaciones TLMC, TDMC y RDY C, devolviendo el valor
correspondiente para la funcién error al programa principal de optimizacion, el cual minimiza la
diferencia entre los datos experimentales (TL™, TD™ y RD"”) con aquellos predichos por el

programa estocéstico de simulacion.

Tabla 6.1: Pardmetros Opticos para la
suspension de microalgas mds concentrada de
la cepa Chlorella sp. (1,65g L) para 450nm
Pardmetro Valor

C 2,496

G, 2,852

G 2,173

Cy 1,107

Cs 0,302

Caso 0,552

aiso 0,276
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Diferentes fuentes bibliograficas sefalan que la funcion de fase de la dispersion en suspensiones de
celulares pueden ser modeladas mediante la funcién de fase de Henyey-Greenstein (Berberoglu, H. y
col., 2007a y b, 2008; Pilon, L. y col., 2011). La aptitud del modelo de Henyey-Greenstein de
predecir los resultados obtenidos experimentalmente fue evaluada durante este trabajo. Sin embargo,
la precision de los resultados obtenidos no fue aceptable. Para revertir esta situacidn, se siguid la
estrategia definida por Chu y Churchill (Chu, C. M. y col., 1955). La funcién de fase de la dispersién
fue expandida como una serie de polinomios de Legendre en funcién del coseno del dngulo de

dispersion, la cual garantiza la convergencia con la funcién correcta en cualquier punto en el
intervalo —1<(!_2' -.Q)<1 si se incluye un nimero suficiente de términos en la expansiéon. Como

veremos mds adelante, seis términos en la expansion son suficientes para reproducir las mediciones

experimentales con un error numéricamente aceptable.

10

(a) 0 (b)
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Figura 3.9: Funciéon de fase obtenida a partir de la expansiéon en serie de Legendre, considerando el conjunto de
coeficientes detallados en la Tabla 6.1. (a) B vs. uy, (b) B vs. 8, en coordenadas polares.
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Figura 3.10: (a) 0,” coeficiente espectral de absorcién de energia radiante en funcién de la longitud de onda A (b) &
coeficiente espectral de dispersién de energia radiante en funcion de la longitud de onda A. Ambos corresponden a una
supensién con 1,65g L™ de Chlorella sp.

El conjunto de pardmetros de ajuste obtenidos para la expansion en serie de la funcién de fase de la

suspension mas concentrada de Chlorella sp. (1,658 L") a 450nm se resume en la Tabla 6.1, junto
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con el valor de los coeficientes de absorcidn y dispersién de energia radiante con igual longitud de
onda, para la misma suspension. En la Figura 6.1 se muestra la dependencia de la funcién de fase con
el coseno del angulo de dispersion (Figura 6.1(a)) y, en coordenadas polares, con el dngulo de

dispersion (Figura 6.1(b)).

Los coeficientes de absorcion y dispersion de energia radiante y los pardmetros para la expansion en
polinomios de Legendre de la funcién de fase fueron obtenidos cada /0Onm en el intervalo 400 a

700nm para cada una de las cuatro concentraciones de microalgas. La variacion del coeficiente
espectral de absorcién @, mostré el resultado esperado, presentando los mayores valores en aquellas

longitudes en las cuales se presenta la absorcion de energia radiante por parte de los pigmentos
fotosintéticos (Figura 6.2(a)). La clorofila libre muestra dos picos de absorcioén pronunciados: 435 y
676nm para la clorofila-a y 475 y 650nm para la clorofila-b (Heldt, H. W., 2004a y b). Estos picos
estan ensanchados en los resultados obtenidos para las suspensiones de microalgas debido a que, en
este caso, los croméforos se encuentran ligados a proteinas que desplazan los picos de absorcion, al
punto de solapar las gréficas, suavizando el espectro de transmision (Figura 5.3(a)) (Heldt, H. W.,

2004a y b; Masojidek, J., M. y col., 2005). Por la misma razdn, los picos en los coeficientes de
absorcion estdn suavizados en la grafica del coeficiente de absorcién @; en funcién de longitud de

onda A (Figura 6.2(a)).
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Figura 6.3: Valores Experimentales de Transmitancia Lineal (x), Transmitancia Difusa (0) y Reflectancia Difusa (A)
para la suspensién con 1,65g L' de Chlorella sp. (a) En funcién del coeficiente espectral de absorcién de energia radiante
obtenido por ajuste numérico. (a) En funcion del coeficiente espectral de dispersion de energia radiante obtenido por
ajuste numérico.

En la Figura 6.3(a) puede observarse que los valores de TL®?, TD™ y RD"” medidos
experimentalmente decrecen sostenidamente a medida que el valor del coeficiente de absorciéon de

energia radiante aumenta, independientemente del valor de la longitud de onda dentro del rango 400
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a 700nm. Por otro lado, cuando los valores experimentales de las mismas mediciones se grafican en
funcién del coeficiente de dispersion (Figura 3.3(b)) no es posible distinguir ningin patrén definido.
Esto indica que la absorciéon de fotones juega un papel importante en la definicién de los valores
experimentales obtenidos. Mds aun, podriamos decir que el valor de estos resultados depende de la
longitud de onda principalmente a través del coeficiente de absorcion. Como el valor medido
experimentalmente es también dependiente del coeficiente de dispersion y de la forma de la funcién
de fase, el corolario es que estas dos udltimas propiedades son casi independientes de la longitud de
onda. M4s atin, los resultados descriptos en la Figura 6.3(b) corroboran esta hipétesis para el caso del

coeficiente de dispersion.

La captacion de luz es una de las claves de la fotosintesis. El primer evento es la absorcion de luz por
los pigmentos fotosintéticos. El principal pigmento fotosintético en plantas y algas verdes es la
clorofila-a, la cual se encuentra alojada sobre la membrana tilacoidal, dentro de los cloroplastos.
Ademas de los cloroplastos, las microalgas poseen diversas organelas y componentes intracelulares,
los cuales poseen diversos tamafios, formas y propiedades Opticas. En la Tabla 1.2 del Capitulo 5, se
presentd ilustrativamente una lista breve de componentes celulares junto con su "size factor”

calculado de acuerdo a Ozisik (Ozisik, M. N., 1973a).

Abordar en forma tedrica el problema de la dispersion de energia radiante, incorporando todas las
variables intervinientes en una forma manejable, acarrea la necesidad de realizar simplificaciones
rigurosas y, ademds, cuestionables respecto a los centros de dispersion. En particular, cuando las
algas son simplificadas a particulas esféricas de igual tamafio, compuestas de un solo material
homogéneo, con propiedades fisicas uniformes; asumiéndose que estas son los centros de dispersion,
se estd ignorando el efecto sobre la dispersiéon de los componentes intracelulares, cuyos tamafos,

formas y propiedades Opticas pueden ser muy heterogéneas.

En este trabajo hemos propuesto un modelo fisico simplificado para la interaccién entre el campo de
energia radiante y la suspension celular. El modelo propuesto se basa en asumir a la suspension de
microalgas como un medio continuo, en el cual las particulas complejas suspendidas que causan la
dispersion de energia radiante han sido reemplazadas por centros de absorcién o dispersion

homogéneamente dispersos en forma aleatoria dentro de la suspension.

Los valores experimentales y aquellos predichos por la simulacién mediante el método de Monte
Carlo para las determinaciones 7L, TD y RD para las diferentes suspensiones de Chlorella sp.
(preparadas a partir de la solucién concentrada, 1,67gr L’ ) se muestran en las Figuras 6.4(a) (para

540nm) y 6.4(b) (para 450nm). En este caso se asumi6 que los coeficientes de absorcion y dispersion
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varian linealmente con la dilucién, y que la funcién de fase de la dispersion puede considerarse
constante en el rango 400 a 700nm. Como puede verse en dichas gréficas, estas aproximaciones

resultan en una buena aproximacién entre los datos experimentales y los resultados de la simulacion.

(a) A = 540 4 (b) A =450

80% 80% -\
60% 60%
40% 40%
20% 20%

0% 0%

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Conc. [mg L-1] Conc. [mg L]

Figura 6.4: Resultados de la simulaciéon por Monte Carlo utilizando los pardmetros de ajuste (lineas) y las medidas
experimentales (puntos) de 7L, TD y RD en funcién de la concentracién de biomasa para Chlorella sp. (A,-) Trasmitancia

Directa, (x,--) Reflectancia Difusa y (g, ") Trasmitancia Difusa. (a) 540nm. (b) 450nm. Los pardmetros de la simulacién

son &, =0,671mm™ ; £, =0,552mm™ ; @y, =0,024mm™ y oy, =0,292mm™" .

La energia radiante absorbida por el sistema fotosintético estd restringida a longitudes de onda
incluidas en los rangos 400 a 500nm y 620 a 690nm del espectro electromagnético. La absorcién de
energia radiante en estas regiones estd principalmente mediada por las clorofilas. Carotenoides y
ficobilinas (en cianobacterias y algas rojas) son pigmentos accesorios que son producidos por las
microalgas para proteger al sistema fotosintético del dafio producido por exceso de radiacion,
condicién que es preciso evitar en FBR destinados a la produccién de materias primas para la
industria de biocombustibles. En algas verdes, estos pigmentos no transfieren energia al centro de
reaccion y la produccion celular de los mismos se limita a condiciones de crecimiento desfavorables
(p-€j., deficiencia de nutrientes, temperaturas extremas, alta irradiancia) (Masojidek, J. y col., 2005).
Considerando que el contenido celular de clorofila depende de las condiciones de cultivo y, que en
las condiciones de cultivo que emplearemos la expresion de pigmentos accesorios es baja,
relacionamos el coeficiente espectral volumétrico de absorcion con la concentracion de clorofila en
el medio de cultivo. Las siguientes relaciones lineales se propusieron para correlacionar los
resultados obtenidos para las cuatro suspensiones de Chlorella sp. preparadas por dilucién de una

suspension madre como fue explicado previamente (ver Tabla 2.1).

AR s 6.1)

a, (7] = o | wke | O 2] (6.2)
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Donde ¢, es el coeficiente de dispersién de energia radiante con longitud de onda A para una

., . ., . DW . . o
suspension de microalgas con una concentracion celular igual a x y &, es el coeficiente especifico
de dispersion para la misma longitud de onda referido a una concentracién de biomasa en base seca

igual a I gr L', Asimismo, @ , es el coeficiente de absorcion de energia radiante para esa longitud de

., . ., . . Chl
onda, para una suspensién de microalgas con una concentracién de clorofila igual a Chl y ;" es el

coeficiente especifico de absorcion para la misma longitud de onda referido a una concentracioén de

clorofila igual a I mgr L.

Para validar las hipotesis hechas en este capitulo respecto a: (1) que la forma y tamafio de las células
de microalgas posee un efecto minimo en lo que respecta al coeficiente de dispersion y la forma de la
funcién de fase; (2) que el coeficiente de dispersion puede ser relacionado linealmente con la
concentracion de células expresada en gramos de biomasa seca por litro de medio de cultivo,
independientemente de la especie de microalgas; y (3) que el coeficiente de absorcion espectral
puede correlacionarse con la concentracion de clorofila expresada en mg L', siempre que se eviten
condiciones en las cuales se expresen pigmentos accesorios, procedimos de la siguiente forma:
utilizando el conjunto de pardmetros para la expansion en polinomios de Legendre de la funcién de
fase detallados en la Tabla 6.1, y los coeficiente espectrales especificos de absorcion y dispersion
obtenidos para la cepas de Chlorella sp.; se determinaron por simulacion numérica mediante la
utilizacién de la subrutina basada en el método de Monte Carlo los resultados hipotéticos de las
mediciones TL, TD y RD para las cuatro suspensiones de S. quadricauda preparados de acuerdo a la

metodologia mencionada.

100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
conc. [mg L] conc. [mg L] conc. [mg L1]

Figura 6.5: Resultados de la simulacién por Monte Carlo utilizando los pardmetros de ajuste (lineas) obtenidos para la
cepa Chlorella sp. y las medidas experimentales obtenidas para Scenedesmus quadricauda (puntos) de TL, TD y RD en
funcién de la concentracion de biomasa. (A,—) Trasmitancia Directa, (x,--) Reflectancia Difusa (0O, ) y Trasmitancia
Difusa. (a) 450nm. (b) 620nm. (c) 680nm. Los pardmetros de la simulaciéon son a,,, =3,5310"mm™" vy

Esom =0,335mm™ 5 gy, = 7,30 10 mm™ y £, =0,378mm™ ;5 oy, = 2,57 107 mm™ y £y =0,356mm™ .
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En la Figura 6.5 los valores hipotéticos para las determinaciones TL, TD y RD obtenidos mediante
simulacién para suspensiones de S. quadricauda, utilizando los pardmetros obtenidos para Chlorella
sp. se grafican junto con los resultados registrados experimentalmente para esta cepa, para tres
longitudes de onda diferentes. Como puede verse, es posible reproducir con buena precisién los

resultados experimentales utilizando el conjunto de pardmetros &%, o y C,; obtenidos

independientemente, utilizando suspensiones de microalgas de una especie diferente, con geometrias

contrastantes y con diferentes concentraciones de clorofila y biomasa.

(7) CONCLUSIONES.

En este capitulo se determinaron la propiedades Opticas de las suspensiones de microalgas,

necesarias para reproducir por simulacion los propiedades del campo de energia radiante dentro de
los foto-bio-reactores. Estas propiedades son: los coeficientes C; para la expansion en serie de la
funcion de fase, y valores de los coeficientes espectrales especificos de absorcion & 'y dispersion

oW de energia radiante.

Debido a que la dispersion se produce principalmente por la presencia de algas en la suspension, el
coeficiente de dispersion se relaciond a través de una funcidn lineal con la concentracion de biomasa
seca [gr L] en la suspensién. Por otro lado, como el principal pigmento responsable de la absorcién
de energia radiante en el medio es la clorofila-a, el coeficiente espectral de absorcién de energia

. . L, q- ., . 2 -1
radiante se relaciond linealmente con la concentracion de este pigmento en la suspension [mg L].

Por ultimo, considerando las caracteristicas estructurales de las células de microalgas, habiéndose
asumido a la suspensién como un medio pseudo-continuo, se planted la hipétesis de que el fendémeno
de dispersion es independiente de la forma de las células. Esta hipétesis fue comprobada mediante el
empleo de dos cepas de microalgas con tamafios y formas celulares muy diferentes: Chlorella sp. 'y

Scenedesmus quadricauda.

Los coeficientes @, y &, junto con la funcién de fase B( Q. _Q) obtenidos en este trabajo (Heinrich,

JM. y col., 2012a) serdn validados en el préximo capitulo (Heinrich, J.M. y col., 2012b); y
posteriormente utilizados en la simulacién del campo de energia radiante dentro el FBR disefiado

(Heinrich, J.M. y col., 2013).
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Capitulo 7

VERIFICACION EXPERIMENTAL DEL METODO
DE SIMULACION DEL CAMPO DE ENERGIA
RADIANTE EN SUSPENSIONES DE MICROALGAS.
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(1) INTRODUCCION.

En el Capitulos 5 se establecié el modelo de campo de energia radiante dentro de suspensiones de
algas microscopicas y se desarrolld el método de simulacién que se utilizard para calcular la
densidad local de energia radiante dentro de las suspensiones. Posteriormente, Capitulos 6, el modelo
de campo de energia radiante y el método de simulacién por Monte Carlo fueron utilizados para la
determinacion de las propiedades Opticas de las suspensiones de microalgas. Dichas propiedades son:
los coeficientes C; para la expansion en serie de la funcién de fase, y valores de los coeficientes

Chl

espectrales especificos de absorcion «f

y dispersion £PY de energia radiante.

Detector en
diferentes
posiciones.

Luz atenuada y
dispersada

‘ | Suspension de

. 1
micr gas.

Luz
incidente.

Figura 1.1: Esquema del experimento disefiado. Una suspension de algas contenidas en una caja de Petri es iluminada
desde abajo con rayos casi verticales. La absorcién y dispersion de los rayos de luz es funcidon de la concentracién de
células y pigmentos en la suspension.

Para comprobar la validez del método de simulacién y la precision de los resultados obtenidos, se
disefié un experimento totalmente independiente que consiste en medir la atenuacion en la intensidad
de luz, y la desviacion respecto a su direccion original, de los haces de luz provenientes de una
lampara fluorescente, luego de atravesar diferentes cultivos de microalgas. Para ello distintas
suspensiones contenidas en una caja de Petri fueron iluminada desde abajo, con rayos que se

propagan en direccion casi vertical, registrandose el flujo de energia radiante en diferentes posiciones

169



equidistantes a la mencionada caja de Petri (Figura 1.1). Los cambios observados en los flujos
direccionales de energia para las diferentes suspensiones de algas se deben a un efecto combinado de
absorcion y dispersion de luz. La magnitud con la que cada uno de los efectos ocurre depende de la

concentracion de células en suspension y de su contenido de clorofila.

Este experimento, permite chequear no solo la validez del método de simulacién, sino ademads,
verificar la precision de los pardmetros Opticos, obtenidos en un experimento totalmente
independiente, demostrando asi su cardcter intrinseco. Un punto interesante de este experimento es
que la situacion respecto al campo de energia radiante dentro de la suspension es similar a aquella
que se presenta en estanques abiertos; s6lo que en este caso, la iluminacion proviene desde abajo. De
este modo, los resultados obtenidos permiten valorar la importancia y magnitud de los fendmenos de
dispersion en la resolucioén del campo de energia radiante dentro de la suspension durante el cultivo

de microalgas.

Para la iluminacién de la caja de Petri se utiliz6 un dispositivo que consiste en una ldmpara
fluorescente y un espejo parabdlico; el cual fue construido previamente para una aplicacion diferente
a la presente (Imoberdorf, G.E y col., 2007). Para la medicién del flujo de energia radiante, el

dispositivo consta de un sistema que permite posicionar el detector de un radiémetro en diferentes

posiciones (6,,4,) sobre la mencionada placa de Petri, manteniendo una distancia constante al

centro de la base de la misma.

Paralelamente, el experimento fue simulado mediante una subrutina Monte Carlo en lenguaje

Fortran90, segin el método desarrollado y utilizando las regresiones de los coeficientes o) y &',y
los coeficientes para la expansion de la funcion de fase B, (QQ) que fueran obtenidos en el

Capitulo 6. Para verificar la validez del modelo y de los pardmetros 6pticos, se compararon los

valores experimentales con aquellos obtenidos mediante simulacién computacional.

En la primera parte se explica en qué consiste y como funciona el sistema Emisor-Detector de
Energia Radiante. A continuacion, se detallan la metodologia experimental y el algoritmo de
simulacion del experimento. Por dltimo, los resultados experimentales y simulados son comparados

para verificar la fidelidad del modelo.
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(2) MATERIALES Y METODOS.

1.- Preparacién de la muestra. En este trabajo se utilizé la cepa de microalga Chlorella sp.

(gentilmente cedida por la Dr. A. M. Gagneten, FHUC, UNL). El cultivo de microalgas fue llevado
adelante de la siguiente manera: un Erlenmeyers con 750mL de medio BG-11 (Atlas, R. M., 2005)
(ver Capitulo 3, Tabla 1.1) fueron esterilizados por 15 minutos a 121° C en autoclave e inoculados
con la cepa de microalga. El cultivo fue crecidos axénicamente a temperatura ambiente, iluminado
con luz fluorescente (Philips, 20Watts, daylight fluorescent lamp), burbujeando aire atmosférico
esterilizado mediante filtracion (0.45um pore size filter) para agitar, proveer CO, y evitar la

acumulacion del O, producido por fotosintesis oxigénica.

Luego de alcanzar una concentracion celular suficientemente alta las algas fueron cosechadas y

resuspendidas en el mismo medio de modo de obtener una suspension concentrada de células.

2.- Determinacion de Soélidos Suspendidos Totales (SST). Las células contenidas en una alicuota de

50mL de la solucién concentrada fueron retenidas mediante un filtro de fibra de vidrio (0,45um),
lavadas con agua destilada para retirar los restos de medio de cultivo y secadas en estufa a 100° C
durante 1 hora. La biomasa celular fue reportada en gramos de biomasa seca por litro de medio de

cultivo [gDW L']] (Eaton, A. D y col., 2005)

3.- Determinacion de la concentracion de clorofila en la muestra. El contenido total de clorofila fue

determinado utilizando la técnica reportada por Ritchie (Ritchie, R. J., 2008). Las células en una
alicuota de la suspension concentrada fueron centrifugadas, resuspendidas en agua destilada y
centrifugadas nuevamente para eliminar el medio de cultivo. La clorofila fue extraida con alcohol
metilico a 80° C durante 5 minutos. El contenido de clorofila fue calculado a partir de la absorbancia

a 632, 652 y 665nm, utilizando los coeficientes de absorcion reportados en el mismo trabajo.

5.- Preparacién de la soluciones diluidas. A partir de la suspension concentrada fueron preparadas 2

diluciones: Y, y X, - Los resultados de estas determinaciones de clorofila y SST para la solucion

concentrada se resumen en la Tabla 2.1

Tabla 2.1: concertacién de biomasa y contenido de
clorofila en la suspensién de Chlorella sp. de referencia.
Biomasa [gDW/L] 1,42
Clorofila [mg/gDW] 47,4
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(3) EL SISTEMA EMISOR-DETECTOR DE ENERGIA RADIANTE.

En experimento sucesivos, 250mL de cada una de las diluciones fueron colocadas dentro de la caja
de Petri ubicada sobre el sistema de emision de luz y, haciendo uso del dispositivo descripto en la

Figura 3.1, se determind la distribucién angular del flujo de energia radiante sobre la misma.

El dispositivo consiste en dos partes separadas, el sistema emisor de luz (c) y el sistema de medicién
de la densidad de flujo de radiacion (d). Entre estas dos partes se coloca una Caja de Petri (a) con
250mL de la suspension de algas. Dicha Caja de Petri tiene /135mm de didmetro y 20mm de altura, y
sus paredes son negras y opacas para absorber toda la luz que llega a ella. El fondo de la misma es
también negro y opaco, excepto por un circulo central de 88mm de didmetro que permanece

transparente a la luz visible.

e (d)

w (e)

Figura 3.1. Esquema del dispositivo utilizado. (a) Caja de Petri que contiene las suspensiones de algas. (b) Lampara
fluorescente. (c) Sistema emisor de energia radiante. (d) Soporte para el posicionamiento del sistema de medicidn de la
densidad local de flujo de energia radiante. (¢) Serie de placas verticales negras opacas para eliminar los rayos con
direccién muy diferente a la vertical. (f) Espejo parabdlico. (g) Cubierta negra opaca para evitar la radiacion directa
desde la ldmpara fluorescente. (h) Detector des sistema de medicién del flujo de energia. Con los dngulos ¢, y 6, se

identifica la posicion del detector, el cual se mantiene a una distancia constante Ry desde el centro de la base de la caja de
Petri.

La fuente de luz consiste en un tubo fluorescente de 25mm de didmetro ubicado en el eje focal de un
espejo parabolico (b). El objetivo del espejo es reorientar la luz de la lampara en la direccion vertical.
Sobre el espejo una serie de laminas negras paralelas de metal (c) fueron colocadas
perpendicularmente al eje de la lampara, separadas unas de otras por una distancia de 8,2mm, con el
objetivo de eliminar aquellos rayos con direccion muy diferente a la vertical, inclinados en la

direccion del eje de la lampara. Sobre el tubo fluorescente una plancha de metal negro (g) elimina
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todos aquellos rayos que podrian alcanzar la caja de Petri directamente desde la ldmpara sin ser
reflejados por el espejo. El sistema de deteccidn consiste en un detector Vis-radiometer (International

Light IL-1700 SED0O05/W) (g) montado sobre un soporte (d) que permite registrar la magnitud de la
densidad de flujo de energia radiante en los diferentes dngulos azimutales ¢, y polares 6,

manteniendo una distancia constante al centro de la base de la caja de Petri.

Los haces de luz que llegan a la base de la caja de Petri pueden caracterizarse segin la cantidad de
energia que portan, su direccion y la composicion relativa en cada una de las longitudes de onda. Al
atravesar la suspension, estas tres caracteristicas se modifican debido a los fenémenos de dispersion
y absorcion de luz. La direccion, cantidad de energia y composicion espectral de los haces de luz que
salen desde la superficie superior de la suspension dependerd del contenido de clorofila y de la

concentracion de células en la suspension. La respuesta observada en el detector en cada posicion

('90»¢D) sobre la caja de Petri dependerd de la posicion del detector, de la energia radiante

emergente desde la placa de Petri y de la composicion relativa de la luz que alcanza al detector en lo

referente a contribucién de cada longitud de onda.

(4) EL ESPECTRO DE EMISION DE LA LAMPARA FLUORESCENTE.

Una lampara fluorescente doméstica no es una fuente de luz monocromdtica sino que exhibe un
perfil espectral de emision. Asimismo, el detector no es ciego a la longitud de onda y la respuesta del
mismo depende tanto de la energia radiante total que alcanza al detector, como de la cantidad relativa
de cada una de las longitudes de onda que componen la radiacién. En la Figura 4.1(a) se describe el
espectro de emision de la lampara fluorescente utilizada, y en la Figura 4.1(b) se grafica la respuesta
relativa del sistema de deteccion de energia radiante, dependiente de la longitud de onda de la

radiacion incidente.

Los coeficientes espectrales de absorcion de energia radiante en la suspension de microalgas fueron
determinados para cada longitud de onda 4, cada 10nm, en el rango 400 a 700nm. La simulacién por
el método de Monte Carlo requiere que los fotones sean emitidos uno a uno, en forma secuencial
analizandose su trayectoria individual hasta su eventual final. Para poder seleccionar una longitud de
onda para cada uno de los fotones que son generados, es necesario asignar una probabilidad de

ocurrencia a cada longitud de onda.
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Figura 4.1: (a) Distribucién porcentual de emisién de fotones de la ldmpara fluorescente en funcién de la longitud de
onda. (b) Respuesta del sistema de deteccion al ser irradiado con una cantidad de energia constante, pero de diferente
longitud de onda; los valores se expresan en forma relativa a la respuesta medida a 650nm.

Supongamos que se escoge al azar un fotén entre aquellos emitidos desde cualquier superficie

elemental de la ldmpara. Si se representa con dG(/l) la probabilidad diferencial de que ese foton

tenga una longitud de onda incluida entre 4 y A+dA. Es posible decir que
dG(A)=n*(2)dA @4.1)

Donde

4.2)

S
-
—_
N
SN——"
Il
SN

dA
Es la funcién de distribucién de probabilidades de que un fotén emitido desde la lampara tenga

longitud de onda A. La probabilidad diferencial dG(A) puede interpretarse como la fraccién de

fotones con longitud de onda entre 4 y A+dA del total de fotones emitidos por la lampara. Mds

aun, n pL(/l) puede relacionarse con la intensidad mediante:

Li=ch (%} n'(2) 43)
por lo que dG(4) puede escribirse como:

dG(2)= (12] LidA (4.4)

hc

Como solo estamos interesados en la region visible del espectro electromagnético, la cual se ubica en

el rango incluido entre 400 - 700nm, se impuso la siguiente condicién de normalizacion:
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é(z):( ! j [ Ladx 4.5)

Kh Cz 400
De donde:
K:G(700nm)—G(400nm)=(%) [ Liada (4.6)
¢ 400
G(2)=[ G(1)-G(400nm)]/x 4.7)

Esta condicién de normalizacién es consistente con dos hechos experimentales: la ocurrencia de
fotones con longitudes de onda menores a 400nm o mayores que 700nm es minima; y, la respuesta

del detector en estas longitudes es baja.

Luego, para elegir una longitud de onda al azar para cada fotén emitido desde la ldmpara, se genera

un ndmero aleatorio 0,; tal que 0< 0, <1 yla A se escoge segiin

s, =é(z)=(#j [Laax (4.8)

400

(5) MODELO Y SIMULACION DE LA FUENTE DE EMISION.

Para poder llevar adelante la simulacién del procedimiento experimental por el método de Monte
Carlo es necesario reproducir el camino de un numero suficientemente grande de fotones a través de

la suspension de microalgas hasta su eventual final. El camino que cada fotén recorre dentro de la
suspension dependerd de factores propios del fotén (longitud de onda A y direccién Q con la cual

llega a la suspension ), y de factores vinculados a la suspensién de microalgas (concentraciones de

biomasa y clorofilas).

Debido a la falta de idealidad del sistema emisor de luz, no todos los rayos llegan al fondo de la
ldmpara con direccion vertical. Estas desviaciones, que dependen de la posicion sobre la base de la
caja de Petri, se deben a que la ldampara posee un radio finito, comparable al radio del espejo
parabolico (Figura 5.1(b)), y a que la emision de energia radiante desde un punto ubicado sobre su
superficie se produce en forma isotropica (Figura 5.1(a)). En los Anexos I y II se describen los
procedimientos utilizados para el calculo de los dngulos minimos y méaximos de desviacidn, respecto

a la direccion vertical, con que los haces de luz provenientes de lampara alcanzan la base de la caja
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de Petri. Como se menciond anteriormente, estos dngulos minimos y mdximos dependen de la

posicidn sobre la base de la caja de Petri.

(b) $

o (1)

Figura 5.1: (a) Esquema de la propiedad de emisién isotrépica de la lampara fluorescente. (b) Vista lateral del sistema
emisor de luz en la direccion longitudinal de la ldmpara fluorescente. (¢) Sistema emisor de energia radiante, vista lateral
en direccidn transversal a la ldmpara fluorescente. 1.- Caja de Petri. 2.- Planchas paralelas de metal negro para eliminar
los rayos en direccidon no vertical. 3.- Cubierta de metal negro para evitar la radicacion de directa desde la lampara
fluorescente hacia la Caja de Petri. 5.- Espejo parabdlico.

En términos generales podemos decir que las desviaciones mdximas y minimas en la direccion de los
haces de luz (respecto a la vertical) en la direccion transversal al eje de la lampara (Figura 5.1(b))
depende de la distancia horizontal al eje de la misma (correspondiente a la coordenada y). En cuanto
a las desviaciones mdximas y minimas (respecto a la vertical) en la direccién paralela al eje de la
lampara (Figura 5.1(c)), ésta depende de la distancia perpendicular a la plancha negra de metal mas

cercana.

El algoritmo de simulacién genera, uno a uno, un nimero suficientemente grande de fotones en cada
posicion sobre la base de la caja de Petri conteniendo la suspensién de microalgas; le asigna una
direccién inicial azar (la cual depende de la posicion en que se generd) y una longitud de onda
aleatoria (considerando el espectro de emision de la lampara fluorescente), simulando luego el
camino de cada foton a través de la suspension de acuerdo al modelo desarrollado y utilizando los
pardmetros Opticos obtenidos en la seccion anterior. Si durante su camino el fotén alcanza alguna de
las paredes de la placa de Petri, éste es eliminado ya que las mismas son negras y opacas. La
reflexion sobre la base de la caja de Petri se modela como la reflexioén sobre una placa de vidrio de
espesor despreciable que separa dos medios con indices de refraccion diferentes (al igual que la
reflexion sobre las caras de la cubeta en la seccion anterior). En este caso, los fotones que no son

reflejados se consideran perdidos y se genera un nuevo foton. La reflexiéon sobre la superficie
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superior de la suspension se modela como la reflexion sobre una superficie simple que separa dos
medios dieléctricos con indices de refraccion diferentes (igual que para la reflexiéon sobre la
superficie del medio en la seccién anterior). Si sobre esta superficie el fotén no es reflejado, se
determina si el mismo impacta sobre alguna de la posiciones en las cuales se coloca el detector. En la
Figura 5.2 se desarrolla esquemdticamente el algoritmo de simulacién del procedimiento
experimental. Asimismo, en el Anexo III es posible encontrar en forma de pseudocddigo y con

mayor detalle, la descripcién del programa de simulacién

La seifial del detector §, en cada una de las posiciones del detector (caracterizadas segtin los dngulos
0, y ¢,) se construye sumando los fotones que impactan en dicha posicion multiplicado por la

respuesta que produce en el detector, la cual es funcion de la longitud de onda del fotén a través de la
funcién de respuesta del detector (Figura 4.1(b)). Para normalizar las respuestas y comparar
resultados de la simulaciéon con los medidos experimentalmente; todas las medidas (simuladas y

experimentalmente) se expresan en forma relativa al valor correspondiente obtenido para el detector

colocada en posicion vertical (6,=0) con la placa de Petri llena de agua destilada.

Inicio
o, &, BQQ)}
i
(1) Emisién de fotén: asigrnar
una longitud de onda A
y una direccién inicial Q

l

(2) Avanza un paso As

No dentro de la suspension Si
. A\\J/I | d
- K 2Alcanza la pare
2
$5¢ retlelor la placa de Petri2
Volver a (2) Si \LNO

¢Alcanza la base

de la placa de Petri?
Volver a (2)
J, No

¢Se refleja?

No
Determinar posicién 2Alcanza la superficie Cambio de
N H | {4 ? . .
sobre el detector. | 51 | SUPerior de la suspensién No | | Diereccion
[ No 1 si

v .
Si N
Volver a (1) F| 2Es Absorbido? }é{ 3Es Dispersado? |

Figura 5.2: Esquema del programa de simulacion para el procedimiento experimental a partir del cual se validan el
método de simulacién y los pardmetros 6pticos obtenidos. Los resultados de la simulacién dependen de los contenidos de
biomasa y clorofila en la muestra.
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(6) VALIDACION DEL METODO DE SIMULACION DEL SISTEMA EMISOR-
DETECTOR DE ENERGIA RADIANTE.

El primer paso es lograr un modelo de simulacién preciso del sistema emisor-detector de energia
radiante, el cual fue construido previamente, y cuyas caracteristicas de disefo lo hacen una fuente de
radiacion no ideal. La lampara utilizada en este caso es una ldmpara fluorescente comin, de uso
doméstico. Esta Idmpara no es monocromatica, sino que emite radiacién de acuerdo a un espectro de
emision. La emision de radiacion se produce desde la superficie de la ldmpara isotrépicamente en
todas las direcciones posibles. Para minimizar este efecto y proveer a la suspension de rayos casi
paralelos, la emision de luz desde la ldmpara se hizo por reflexién sobre un espejo parabdlico
provisto de una serie de planchas negras paralelas. La no idealidad de este equipo tiene dos origenes:
(1) 1luminacién con haces de luz no paralelos y, (2) emision de luz no monocromética. Otro factor
que es necesario considerar es que la respuesta observada en el detector depende tanto de la cantidad

de energia que llega a él, como de la longitud de onda de la radiacion incidente.

Para la elaboracion del algoritmo de simulacion del sistema emisor-detector de energia radiante fue
necesario (1) la determinacion de una funcién de distribucién de probabilidades para la asignacion de
una longitud de onda a cada foton generado (Ecuaciones 4.1 a 4.8); (2) el célculo de los angulos
maximos y minimos de desviacion respecto a la vertical de los haces de luz que alcanzan la base de
la caja de Petri (Anexos I y II); y, (3) considerar la funcién de respuesta del detector dependiente de

la longitud de onda (Figura 4.1(b)).

El patron de flujo de radiaciéon de energia predicha por el algoritmo de simulacion del sistema
emisor-detector de energia radiante, para un experimento libre de microalgas, se muestran en la
Figura 6.1 junto con los valores registrados experimentalmente.

En la Figura 6.1(a) se representa el valor de la densidad de flujo local de energia radiante en funcion

del 4ngulo azimutal ¢, relativo al valor registrado en la direccién vertical (6,=0) para tres dngulos
polares (6, =5, 10y 15°) en coordenadas polares. En la Figura 6.1(b), se grafica el valor de la

misma propiedad en funcién del dngulo polar 0, para un dngulo acimutal fijo ¢,=0. Como puede

verse graficamente, los valores predichos reproducen con buena precision los resultados
experimentales, por lo cual puede asegurarse que la metodologia de simulacién del sistema emisor-

detector de energia radiante incorpora de manera precisa los fendmenos intervinientes: iluminacion
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con haces no paralelos, emisién de luz no monocromética y respuesta del detector espectralmente

dependiente.

(a) DFR vs ®; para 6, =5, 10y 15° (b) DF® vs B, ; para @y, =90°
0 Agua Agua
340 _100% 20

L 100%

0
300 o 80%

280 80 60%

40%

260 100

0
240 120 20%

0%
180 B

Figura 6.1: Densidad de flujo de energia radiante (DF) sobre las diferentes posiciones 6, y ¢, del detector para el
experimento realizado con la Caja de Petri vacia. Los valores se expresan en valores relativos porcentuales al valor
registrado en la posicién 6, =0 . (a) Densidad de flujo de energia radiante vs. el dngulo acimutal ¢, en coordenadas

polares, para tres dngulos polares diferentes 6, =5" (A,A); 6, =10 (o,m) 6,=15 (0,¢). (b) Densidad de flujo de
energia radiante vs. el dngulo polar §,, para ¢, =90°. Puntos vacios: valores experimentales. Puntos llenos: valores
predichos.

(7) VALIDACION EXPERIMENTAL DEL METODO DE SIMULACION DEL CAMPO DE
ENERGIA RADIANTE.

Una vez validado el algoritmo de simulacion del sistema emisor-detector de energia radiante, es
posible incorporar en el algoritmo de simulacién el paso de fotones a través de la suspension de
algas. Mediante el método de Monte Carlo, y utilizando los pardmetros Opticos obtenidos en el
Capitulo anterior, es posible simular el paso de los fotones emitidos desde la fuente de radiacion a
través de la suspension de microalgas y calcular el flujo de energia radiante en las diferentes

posiciones (HD,¢D) del detector. La radiacion registrada por el detector en las diferentes posiciones se

modificard dependiendo de la concentracién de microalgas en la suspension, debido a los efectos

combinados de absorcién y dispersion de energia radiante.
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(a) DFR \65. ®p; paraB,=5,10y 15° (b) DFR vs ®; para 6, = 15, 35y 45°

Conc = 15mg L-! - 1
340 100% 20 8 Conc=1420mg L

300

280 80

260

100

240 120

180

Figura 7.1: Densidad de flujo de energia radiante sobre las diferentes posiciones (90,¢D) del detector en coordenadas
polares. Los valores se expresan como valores relativos porcentuales al valor registrado en la posicién 8, =0 para la
Caja de Petri vacia (a) Para una suspension con 15mgDW L para 6, =5 (o,m); 6,=10° (A,A) 6,=15 (0,%). (b)
Para una suspensién con 1420mgDW L™; para 0,=5" (o,m); 6,=35 (0,4)0,=45" (A,A). Puntos vacios: valores
experimentales. Puntos llenos: valores predichos.

En la Figura 7.1 se grafican los valores simulados y experimentales obtenidos para dos

concentraciones de microalgas (Figuras 7.1(a) y 7.1(b)), en coordenadas polares, para diferentes
angulos polares. Todos los valores se grafican en forma relativa al valor medido para ¢,=0 para la
caja de Petri vacia. A partir de la Figura 7.1(a) es posible apreciar como la densidad local del flujo de
energia radiante varfa con el dngulo acimutal para una suspensién de microalgas de 15mg L, para
los dngulos polares 8, =5, 10y 15°. A partir de estos resultados puede verse que el flujo de energia
sobre el detector para concentraciones iguales o menores a /5mg L' en angulos polares mayores que
15° puede ser considerada cero. Este efecto se aprecia mds graficamente a partir de la Figura 7.2(a).
En la Figura 7.1(b), los resultados corresponden a los angulos 6, =15, 35y 45° para una
concentracion celular igual a /1420mg L. Como puede verse, la magnitud de la densidad de flujo de

energia radiante sobre estas posiciones es similar, efecto que se aprecia mejor a partir de la Figura

7.2(c).

El efecto combinado de absorcién y dispersion de luz puede apreciarse por comparaciéon de las
Figuras 7.2(a) y (b). En las direcciones cercanas a la direccion vertical (dngulos polares bajos) el
flujo de energia decrece en forma muy marcada a medida que la concentracién de biomasa aumenta

ya que en estas direcciones el efecto dominante es la perdida de energia por absorcién o dispersion
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de luz. Para direcciones mds inclinadas (con dngulos polares grandes) puede observarse un aumento
en la densidad de flujo con la concentracién de biomasa, en este caso, el efecto predominante es la

incorporacion de energia en esa direccion por dispersion de radiacion desde otras direcciones.

(a) DFR vs B ; para @, = 90° (b) DFR vs B, ; para @, = 90° (c) DFR vs B, ; para @ = 90°
100% Conc=15mglL? 30% Conc=154mglL? 1,0% - Conc = 1420 mg L.

80%

20%
60%
0,5% -
40%
10%

20%

0%

0% 0,0% T T T T 1

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
eD eD eD

Figura 7.2: Densidad de flujo de energia radiante sobre las diferentes posiciones ¢, del detector, para un ¢D =90’ fijo,

para diferentes concentraciones de microalgas en suspension. Los valores se expresan como valores relativos
porcentuales al valor registrado en la posicién 6, =0 para la Caja de Petri vacia (a) Para una suspensién con 15mgDW
L. (b) 154 mgDW L. (c) 1420 mgDW L. Puntos vacios: valores experimentales. Puntos Ilenos: valores predichos.

En las Figuras 7.2(a), (b) y (c) se muestra como el flujo de energia radiante varia con el angulo polar
para tres concentraciones de biomasa, manteniendo el dngulo acimutal fijo. Al comparar estas tres
figuras con la Figura 6.1(b), podemos apreciar que para el caso de la suspension diluida, el patrén
direccional de flujo de energia radiante en las diferentes posiciones del detector no sufre grandes
modificaciones respecto al patron de emision de la lampara, siendo la principal diferencia una
atenuacion en la intensidad de radiacion en la direccion vertical por absorcion de radiacion por parte
de las algas presentes en el medio. Tanto en la Figura 6.1(b), como en la figura 7.2(a), la densidad de

flujo de radiacién para dngulos polares iguales o mayores a 15° puede considerarse cero.

En las Figuras 7.2(b) y (c) puede verse como el flujo de radiacion en la direccion vertical disminuye
progresivamente a medida que aumenta la concentracién de células en suspension y, a la vez, como
el flujo de radiacién para dngulos polares grandes comienza a aumentar cuando la concentracién de
la suspension crece. Ambos efectos se dan de manera simultdnea, lo que resulta en el suavizado
progresivo de la curva original. Cuando la concentracion celular alcanza un valor igual a /420mg L,

las densidades de flujo para todos los dngulos polares son semejantes.
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En la Figuras 7.3 (a) y (b) se puede observar de forma manifiesta el efecto en la variacioén de la
densidad de flujo de radiacién para diferentes posiciones del detector a medida que la concentracién
de algas aumenta. En estas figuras se grafica la densidad de flujo de energia radiante vs. la
concentracion celular, para diferentes dngulos polares, manteniendo fijo el dngulo azimutal. En el
caso de direcciones mds cercanas a la vertical (Figura 7.3(a)) puede apreciarse el efecto neto de
atenuacion en la intensidad de radiacién con el aumento de la concentracién. Sin embargo, para
direcciones mads inclinadas, con dngulos polares mayores, el efecto del aumento de la concentracion
celular en la intensidad de radiacién es muy diferente. Al principio la intensidad de luz es cero, ya
que no existen haces de luz provenientes de la lampara con direccion alejadas de la vertical. Cuando
la concentracion de células en la suspension aumenta, la dispersion de radiaciéon permite que cierta
cantidad de luz se incorpore en estas direcciones aumentando asi la intensidad de los haces de luz
registrada por el detector en esas posiciones. Cuando la concentraciéon de algas es ain mayor, la
absorcion de luz en la suspension se torna tan alta que el efecto observado es una reduccion casi total

del flujo de la energia en todas las direcciones.

(a) DFR vs Conc.; para ®p=90° 2% - (b) DF® vs Conc.; para @, = 90°

100% < eD = 0: 5 Yy 10° GD =25 Yy 45°

80%
60% 1% -
40%

20%

0% , 0% B

0 1 10 100 1000 10000 0,1 1 10 100 1000 10000
[mgL?] [mg L]

Figura 7.3: Densidad local del flujo de energia radiante sobre las diferentes posiciones 8, y ¢,, vs. la concentracion de

microalgas. Los valores se expresan como valores relativos porcentuales al valor registrado en la posicién 6, =0 para la
Caja de Petri vacia (a) Valores registrados para un ¢D =90° para QD =0’ 0), 9,) =5 (o), ‘90 =10 (x). (b) Valores

registrados para un ¢D =90 para ‘9,) =25 ©y ‘90 =45 (0). Puntos vacios: valores experimentales. Linea continuas:

valores predichos.
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(7) CONCLUSIONES.

Para verificar la confiabilidad del modelo de simulacién desarrollado y verificar la validez de los

coeficientes &, y &, y de la funcién de fase B(Q'Q) obtenidos en el capitulo anterior (Heinrich,

J.M. y col.,, 2012a), el método de simulacién se utilizé para reproducir computacionalmente un
experimento totalmente independiente utilizando los valores obtenidos para los pardmetros opticos

citados (Heinrich, J.M. y col., 2012b).

Comparando los valores predichos por el método con aquéllos experimentales se obtuvieron las
siguientes conclusiones: (1) es posible predecir las propiedades del campo de energia radiante en
suspensiones de microalgas a través del algoritmo estocastico de simulacion basado en el método de
Monte Carlo; (2) los parametros Opticos obtenidos permiten reproducir con precision las
caracteristicas de la interaccién entre la suspension y el campo de energia radiante; y, (3) la
dispersion de luz en suspensiones de microalgas es un fenémeno significativo que debe ser tenido en
cuenta en la resolucion del campo de energia radiante, sobre todo cuando la concentracién de

biomasa supera 100mg/L.
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Capitulo 8

EVOLUCION DEL CAMPO DE ENERGIA RADIANTE
DURANTE EL CULTIVO DE MICROALGAS.
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(1) INTRODUCCION.

Previamente se desarroll6 un método basado en Monte Carlo (MC) que permite la simulaciéon del
Campo de Energia Radiante (CER) en suspensiones de microalgas. Posteriormente, se utilizé tal
método anidado a un programa de optimizacién estocdstico (Algoritmo Genético. AG) para la
determinacién de los pardmetros incluidos en el modelo (Heinrich, J.M. y col., 2012a) y; por dltimo,
el método y los parametros fueron validados en un experimento totalmente independiente (Heinrich,
J.M. y col.,, 2012b), utilizando una lampara fluorescente y sistema detector de energia radiante,

ambos con caracteristicas no-ideales.

Durante el cultivo de microalgas las propiedades dpticas del medio de cultivo varian. Este hecho se
debe al aumento del nimero de células en suspension y a las variaciones en el contenido de clorofila
en el medio, ya sea por variacion en el nimero de células, o por alteracion en el contenido celular de
clorofila. Estas modificaciones en las propiedades Opticas provocan cambios en la forma en que la
energia radiante se distribuye dentro de la suspension de microalgas. De este modo, a medida que el
cultivo de microalgas progresa, las células se enfrentan a diferentes situaciones de iluminacion
producto del cambio en las propiedades Opticas del medio acuoso, a pesar de que la forma en que se

ilumina al reactor permanece sin cambios.

En este capitulo el método de simulacién desarrollado se aplica para modelar la evolucién del CER
en un reactor durante un cultivo de microalgas (Heinrich, J.M. y col., 2013). A partir de los
resultados obtenidos se espera lograr comprender de qué manera el crecimiento celular modifica al
CER en el reactor, alterando la disponibilidad de energia radiante en el interior del mismo, dejando el
andlisis de las expresiones cinéticas que vinculan al CER con la velocidad de propagacion de las

algas para el préximo capitulo.

(2) MATERIALES Y METODOS.

Cepa y Medio de cultivo: Aproximadamente S00mL de medio BMMU conteniendo un indculo

axénico de Chlorella sp. con una DOsso = 1 (aprox.) fueron utilizados para inocular 9,5 Lts de medio

BBMU estéril dentro del reactor. El cultivo fue crecido axénicamente a 25 °C, iluminado con luz
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fluorescente, burbujeando aire atmosférico enriquecido con CO, en una concentracion igual al 0,34%
y esterilizado mediante filtraciéon (0.45um pore size filter) para agitar, proveer CO, y evitar la
acumulacién del O, producido por fotosintesis. El medio BBMU fue modificado de manera lograr un
pH inicial igual a 7; mediante la metodologia desarrollada en el Capitulo 3. La composicion final del

medio se expone con mayor detalle en el Capitulo 9.

2.- Determinacién de S6lidos Suspendidos Totales (SST): Las células contenidas en una alicuota de

50mL de la soluciéon concentrada fueron retenidas mediante un filtro de fibra de vidrio (0,45um),
lavadas con agua destilada para retirar los restos de medio de cultivo y secadas en estufa a 100° C
durante 1 hora. La biomasa celular fue reportada en gramos de biomasa seca por litro de medio de

cultivo [gD wiL! ] (Eaton, A. D. y col., 2005).

3.- Determinacion de la concentracion de clorofila en la muestra. El contenido total de clorofila fue

determinado utilizando la técnica reportada por Ritchie (Ritchie, R. J., 2008). Las células en una
alicuota de la suspension concentrada fueron centrifugadas, resuspendidas en agua destilada y
centrifugadas nuevamente para eliminar el medio de cultivo. La clorofila fue extraida con alcohol
metilico a 80° C durante 5 minutos. El contenido de clorofila fue calculado a partir de la absorbancia

a 632, 652 y 665nm, utilizando los coeficientes de absorcion reportados en el mismo trabajo .

(3) SIMULACION DEL CER EN EL REACTOR.

Para determinar los parametros cinéticos que relacionen la disponibilidad de luz con la velocidad de
crecimiento, se disefid y construyé un reactor anular (Figura 3.1). Las caracteristicas de disefio y
funcionamiento del mismo fueron oportunamente detalladas en el Capitulo 1. Brevemente: el reactor
consiste en dos tubos de vidrio concéntricos (ambos de 4mm de espesor y 3/0mm de altura) de
50mm y 250mm de didmetro externos, respectivamente. El volumen final de medio de cultivo es de
10lts, resultando en una altura de liquido de aprox. 220mm. La geometria anular se eligié para
facilitar el modelado matemético. Para administrar CO;, eliminar el oxigeno producido por
fotosintesis y favorecer el mezclado, el reactor fue provisto de seis difusores de aire de vidrio
sinterizado colocados simétrica y equidistantemente sobre la base del reactor. Para hacer maés
eficiente el mezclado y ordenar el flujo de burbujas, el reactor fue tabicado con planchas de acero

inoxidable espejado. Para regular el caudal de aire y la temperatura, y registrar el pH y la pO;, el
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reactor fue conectado a una plataforma de cultivo Labfors 3 de Infors-HT. El caudal de aire fue
mantenido en 0,3vvm y el la temperatura en 25° C. La iluminacién se realizo mediante una ldmpara
fluorescente (Philips, daylight fluorescent lamp, de 16Watts) de 26mm de didmetro externo, durante
las 24hs del dia. Como fue previamente descripto, la emision de la ldmpara es isotrépica y
espectralmente dependiente. Para evitar que la luz ambiental alcance la suspensiéon de algas, el

reactor fue cubierto con una manta negra.

=
ff j «— Lampara Fluorescente
<D
=l | A Exterior
i o i
Tubo Interior | :
e i
Altua del Reactor |
310mm
Altura del
Medio de Cultivo.
220mm
A
=
\ .
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s = S
!

Figura 3.1: Reactor utilizado en la presente tesis. El reactor, disefiado y construido ad hoc, consiste en dos vidrios
cilindricos concéntricos a una lampara fluorescente. La geometria anular permite la reduccién de los tiempos de
simulacion debido a la condicién de simetria.

La utilizacion de difusores de aire como mecanismo de agitacion y para el intercambio de gases
provoca la acumulacién de burbujas en la zona del reactor ubicada sobre los difusores. El alto
nimero de burbujas podria modificar sensiblemente la distribucién del CER en esas zonas (respecto
a una suspension sin burbujas) debido a los fendmenos de reflexion y refraccién que se producen
sobre la interface que separa el medio acuso de la burbuja de aire. De este modo, para evaluar la
modificacion del CER en estas zonas, la simulacidén del CER en el FBR se realizé considerando en el

modelo la presencia de burbujas.

3.1- Algoritmo de Simulacién del Campo de Energia Radiante en el FBR.

La simulacién por el método de MC del CER se inicia desde la fuente de emision. La emisién de la
lampara es superficial e isotrdpica; y emite homogéneamente sobre toda su superficie. De forma

aleatoria se elige una posicién r, sobre la superficie de la ldmpara y se asignan, al azar, una

direccién £2 'y una longitud de onda 1 al fot6n, considerando las caracteristicas de emisién de la

fuente de radiaciéon. De manera sucesiva se simula la trayectoria de un nimero suficientemente
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grande de fotones a través de cada una de las partes que componen al reactor hasta su eventual final

(Figura 3.2(a)).

Los fotones s6lo pueden ser removidos del CER al ser absorbidos en la suspension de microalgas, al
impactar sobre alguna superficie negra opaca o al abandonar el reactor por el vidrio externo. La
reflexion sobre las superficies de los vidrios se modela de igual manera que en las secciones
anteriores. Sobre la base, tapa y tabiques, todos ellos de acero espejado, la reflexién de fotones se
model6é como una reflexion especular. El efecto sobre el CER de los dispositivos de medicién y
control (pH-metro, sonda de O,, dedo frio, sensor de temperatura, toma de muestra , etc.) fue

despreciado.

Bubble
interception
Microalgal
Suspension Gasliquid

interface.
Internal E 7
Glass xterna
‘* T
Black ‘
PBR Lid

simulation.

Photon
Absorption
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generation

(b)

Figura 3.2: (a) Esquema del reactor y subrutinas en el programa de simulacién. 10.- ldmpara. 21.- vidrio interior | aire.
22.- vidrio interior | medio. 23.- aire | vidrio interior. 24.- medio | vidrio interior. 31.- aire | vidrio exterior. 32.- medio |
vidrio exterior. 40.- aire | tapa. 51.- aire | medio. 52.- medio | aire. 60.- medio | base. 70.- superficies negras opacas. 80.-
el interior del medio. 90.- medio | burbuja. (b) Grafico del Algoritmo de Simulacién. Cada evento que el fotén
experimenta en su recorrido es simulado por una subrutina diferente: 1.- Los coeficientes de absorcidon y dispersion
caracteristicos del amuestra se establecen al comienzo de cada simulacién. 2.- Se define al azar una posicién sobre la
superficie de la lampara; luego, se asigna al fotén una longitud de onda considerando las caracteristicas de emision de la
lampara. 3.- Se asigna al fotén una direccién de propagacion. 4.- Los fotones que alcanzan una superficie negra son
eliminados de CER. 5.- La reflexién/ refraccion sobre los vidrios interno y externo se modelan de acuerdo a la las Leyes
de Fresnel y Snell. 6.- Asimismo, la reflexion/ refraccion sobre a interfase liquido-gas se modelan de acuerdo a la las
Leyes de Fresnel y Snell. 7.- La base y tapa del reactor se modelan como superficies espejadas. Los difusores de aire se
simulan como superficie reflejante isotrdpicas. 8.- La suspension de microalgas se modela como un medio continuo con
centros de absorcién y dispersiéon homogéneamente dispersos en el medio. 9.- Si ocurre la absorcién de un fotones en el
medio, se suma una unidad al contador de fotones localmente absorbidos La velocidad volumétrica local de absorcién de
fotones se calcula para cada longitud de onda, en cada posicién en el reactor.

En la simulacién del CER dentro del reactor mediante el método Monte Carlo, los fotones son

emitidos uno a uno en forma sucesiva desde la lampara atravesando distintos eventos en su camino.
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Aunque los fotones son emitidos secuencialmente y su camino es simulado uno a uno, es importante
recordar que todos ellos son simultdneos y que en conjunto simulan la distribucién del CER en un
instante dentro del reactor, el cual alcanza el estado estacionario, para cada una de las sucesivas

etapas a través de las cuales evoluciona el cultivo de microalgas.

Para el modelado matematico, el programa de simulacién del CER dentro del reactor fue dividido en
14 subrutinas (Figura 3.2(b)), donde cada una modela independientemente lo que sucede en alguna
frontera o espacio dentro del reactor. En el Anexo I se describe en detalle cada una de las subrutinas

a través de un esquema o pseudocddigo de célculo.

3.2- Condicion de simetria.

Para reducir el tiempo de simulacién, el reactor fue dividido en 12 partes simétricas, limitdndose la
simulacién a una de ellas y considerando que en el resto la situacién es equivalente (Figura 3.3).
Cada parte comprende la mitad de dos regiones contiguas, de iguales dimensiones, separadas por uno
de los tabiques que ordenan el flujo y favorecen el mezclado. La region por encima del difusor es
una suspension homogénea de microalgas interrumpida por burbujas de aire, distribuidas
homogéneamente dentro del volumen de la seccion. La regién contigua es considerada como una

suspension homogénea de microalgas.

Placa difusora
\

Tabique vertical '/—';"

Figura 3.3: Condicién de simetria. Para reducir el tiempo de simulacidn, se asume que el CER posee simetria cilindrica
y, de este modo, s6lo se simula la regién comprendida entre los dngulos 0 < @, < 7% .

3.3- Simulacion del encuentro con una burbuja.

Dentro de la suspension de microalgas, en la zona ubicada sobre las pacas difusoras de aire
(0 <@ < ’%2), existe la probabilidad de que en su camino, el fotén se encuentre con una burbuja. Al

encontrar una interface liquido-aire el fotén puede ser reflejado, cambiando su direccién o ser
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reflectado hacia adentro de la burbuja. Dentro de la burbuja el fotén avanza hasta encontrar la

interface aire-liquido, en donde puede nuevamente ser reflejado o retornar al medio de cultivo.

Las piedras difusoras de vidrio sinterizado generan burbujas de diferentes didmetros, produciéndose
una distribucién de burbujas con didmetros variables (Mendelson, H. D., 1967; Kulkarni A.A. y col.,
2005). En el Capitulo 2 se determiné el niimero total de burbujas residentes en la zona sobre el
difusor; la funcién de distribucién de radios para las burbujas residentes en el medio; el volumen
total que estas burbujas ocupan en el medio; y, el drea de intercambio entre las burbujas y el medio

liquido.
Dentro de la suspension de microalgas, el foton avanza pasos sucesivos de magnitud AS a través de

la suspensién. Para asignar una probabilidad P (B) al evento de que durante este paso el foton

encuentre una burbuja haremos uso de la Ecuacién 3.1, ecuacidon que es sistemdticamente deducida

en el Anexo IL.

rBR

P(B): I—-exp —(%jHGg (3.1)

En la Ecuacion 3.1, AS es la distancia que avanza el fotén en cada paso, ‘9(; es la fraccion de gas en

la zona sobre el difusor y 7,, es el radio promedio de las burbujas.

Figura 3.4: Esquema del sistema de vectores utilizados para la simulacién del evento de encuentro fotén-burbuja.

En el algoritmo de simulacién, el fotén avanza pasos sucesivos de longitud AS a través de la

suspension, para determina si en cada paso el foton encontré una burbuja se compara el valor de un
nimero 0< 53 <1 generado aleatoriamente con la probabilidad de encuentro con una burbuja P(B).

Luego, si el nimero aleatorio es menor o igual a P(B), durante el paso del fotén se produciré el
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encuentro con una burbuja. En cambio, si el nlimero aleatorio es mayor, no se produjo el encuentro

con una burbuja y el algoritmo continda normalmente.

3.4- La reflexion/refraccion sobre las Burbujas.

La simulacién del encuentro con una burbuja se realiza considerando a la superficie de la burbuja
como una interfase que separa dos medios con indices de refraccién diferentes. Producido el evento
P(B) de que un fotén encontré en su camino una burbuja, el fotén puede reflejarse sobre la interfase
retornando al medio de cultivo o refractarse hacia el interior de la burbuja. Dentro de la burbuja, el
foton vuelve al medio por refracciéon, en forma directa o luego de una o mas reflexiones sobre la

superficie interna de la burbuja.

El primer paso en este cdlculo es determinar el vector unitario n normal a la superficie en donde se

produce el encuentro. (Figura 3.4) Para determinar los dngulo 8, y @, formados entre la direccién

Q del foton y el vector 7, se considerd que todos los dngulos @, son igualmente probables y que

la ocurrencia de 6, sigue una distribucion homogénea respecto a u,; =cos8,. De este modo la

seleccion de las variables u, y ¢, se hizo a partir de dos nimeros (0<5B’i <1 ) aleatorios de a

cuerdo a:
Hg = 53,1 (3.2)
Py = 27[53,2 3.3)

A partirde u, y ¢, el vector normal n puede obtenerse mediante la Ecuacién 3.4:

A / A . A B
’l(/'lB’¢B) Z(J_ﬂzza)] i (COS Py €, +sin ¢y g,?)+ﬂ3 € (3.4)

donde los vectores unitarios accesorios cumplen las siguientes condiciones ¢, =—£2; ¢,-¢, =0 y
€;=¢;%¢,.
Una vez establecido el vector n, para ubicar fisicamente la burbuja en el camino del foton es

necesario determinar el radio 7, de la burbuja, lo cual se realiza con un numero (0<5R <])

generado al azar a través de la Ecuacién 3.5, considerando la funcién de distribucion de burbujas con

radio r, residentes en el medio de cultivo, la cual que fue determinada en el Capitulo 2.
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HLNT "B p(rl;) . _H, 24 QA "B p(ré) '
= dr] =—+t— d 3.5
s N, IO vB(rl;) B N, 17 7°7%) Io vB(’};) s G-2)

Por dltimo la posicién B de la burbuja dentro del medio de cultivo puede calcularse segtin

(3.6)

1S

B=r,-r,
donde r, es la posicion del fotén al momento del encuentro con la burbuja y r, es el radio de la

burbuja. Conociendo el radio r, de la burbuja, la posiciéon de impacto del fotén r, y el vector n
normal a la superficie de la burbuja en la posicién r,, la simulacién del evento de encuentro fotén-

burbuja se realiza de acuerdo al esquema-pseudocddigo de cdlculo detallado en el Anexo I.

(4) RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Para lograr modelar el CER dentro de la suspensién de microalgas aplicando el método de
simulacion de Monte Carlo, es necesario conocer los coeficientes espectrales de absorcion y
dispersion de energia radiante, y la expresion analitica de la funcion de fase. En el Capitulo 6 estas
propiedades fueron determinadas y relacionadas con la concentraciéon de biomasa y el contenido de
clorofila. En este Capitulo se utiliza el método de simulacién del CER en suspensiones de
microalgas, junto con los pardmetros Opticos obtenidos, para analizar la forma en que el campo de

energia radiante se modifica dentro de un reactor durante el cultivo de algas microscopicas.

En la Figura 4.1(a) se muestra la variaciéon de la concentracién de biomasa durante el cultivo de
microalgas. En dicha grafica es posible distinguir dos etapas: la primera entre el momento de
inoculacién y el quinto dia de cultivo, donde la concentracién celular aumenta de manera muy lenta,
producto de la baja concentracion de biomasa. En esta etapa, la velocidad de crecimiento aumenta
linealmente (Figura 4.1(b)). A partir del dia 5, la concentracién de biomasa en el medio aumenta

linealmente, permaneciendo la velocidad de crecimiento casi constante.

En cuanto a la concentracién de clorofila, en la Figura 4.1(c) se muestra la variaciéon de su
concentracion en el medio de cultivo durante los 15 dias de propagacion celular. Como puede verse,
la concentracién de clorofila en el medio aumenta en forma casi lineal durante los primeros diez dias
de cultivo. A partir de este punto la concentracién de clorofila en la suspensién comienza a

disminuir.
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Figura 4.1: Resultados del cultivo de microalgas. (a) Biomasa x [mg L' ] en funcién de tiempo [dia]. (b) Velocidad de
crecimiento r, = u x [mg L'da! ] en funcién del tiempo [dia]. (¢) Concentracion de clorofila [mg L' ] durante los dias de
cultivo [dia].

Como se menciond al principio de esta seccidn, s6lo nos enfocaremos en el andlisis de la evolucién
de la propiedades del CER dentro de la suspension de algas. Se espera de este modo, lograr una
comprension rigurosa de los fendmenos Opticos que estan ocurriendo dentro de la suspension y de la
forma en que éstos evolucionan o son modificados por el crecimiento de algas en la suspension. Por
otro lado, el andlisis de la relacién que existe entre estos fendmenos y las expresiones cinéticas que

rigen la cinética propagacion de estos microorganismos se deja para el capitulo préximo.

4.1- Evolucion de los parametros 6pticos durante el cultivo de microalgas.

Como se menciond, el crecimiento celular modifica las propiedades 6pticas de la suspension de
microalgas. Considerando que la funcién de fase permanece sin cambios, son los coeficientes de
absorcion y dispersion las variables que se ven alteradas. En las Figura 4.2 se representan: el
coeficiente de absorcion (Figura 4.2(a)), el coeficiente de dispersion (Figura 4.2(b)) y el camino libre
medio (Figura 4.2(c)) (calculado como se indicara en el Capitulo 5) para cada una de las longitudes

de onda en el rango 400 a 700nm, para los dias 1, 5y 15.

A partir de estos pardmetros, aplicando el método de simulacidn, es posible determinar de qué

manera las propiedades del CER en cada punto del reactor se van modificando por accién del

crecimiento celular. La propiedad basica empleada en este enfoque es la densidad n, (1_", Qi) de

fotones con longitud de onda 4, moviéndose en direccién {2 alrededor de la posicién r. Los

resultados obtenidos por este método son equivalentes a aquellos obtenidos mediante el andlisis del
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CER como continuo. Més atin, la relacién entre las propiedades bésicas de estos dos enfoques puede

obtenerse a partir de la Ecuacién 2.10, del Capitulo 5.
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0016 (a) (b) (c)
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Figura 4.2: coeficientes de absorcién (a), de dispersion (b) y camino libre medio (¢) en funcién de la longitud de onda
en el rango 400 a 700nm, para los dias de cultivo 1 (A), 5(0) y 15(0). En estos dias la concentracién de biomasa registrd
los valores 12 mg L™, 30 mg L™ y 312 mg L™ respectivamente.

(5) DENSIDAD DE FLUJO DE ENERGIA RADIANTE.

Como se mencionod el reactor posee una geometria cilindrica, dividida angularmente por tabiques que
separan zonas con y sin burbujas. Para analizar la influencia de estos factores sobre la distribucién de
energia radiante en la suspension definiremos superficies cilindricas virtuales concéntricas a la
lampara (Figura 5.1), con radios sucesivamente mayores al radio del vidrio tubular interno, hasta

alcanzar la superficie del vidrio externo. Para poder comprender como varian las propiedades del
CER dentro del reactor analizaremos el valor que la densidad local de flujo de fotones ¢ l(l_’,t) en
direccion radial toma en diferentes posiciones sobre estas superficies. Sobre cada posicién, el valor

de ¢q ,1( rt ) puede ser calculada a partir de n, ( E,Q,/l) segun:

27 0

0.(:0)= [ [a0au(i-2)nr.21)~ [ [ a0y (3 2)n 1. 2.) - (5.1)

A partir de la Ecuacién 5.1, la densidad local de flujo de fotones g, AQ(’_’J) considerando todos

aquellos fotones con longitud de onda A en el rango /%S A< /12 puede obtenerse integrando a

través de la Ecuacion 5.2
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q,,,(51) = j q,(r.t)dA (5.2)

Los tabiques de metal espejado que definen las zonas con y sin burbujas, alteran el CER debido a la

reflexion de energia radiante que se produce sobre su superficie. Sin embargo, como puede verse en
las Figura 5.2(a) y 5.2(b), la alteracion en la densidad de flujo de fotones qv,s( rt ), calculada a través

de la Ecuacién 5.2 considerando el rango de longitudes entre 400 y 700nm, es casi imperceptible.
Esta condicion que se cumple tanto en el dia cero antes de la inoculacion (Figura 5.2(a)) como en el
dia 15 de cultivo (Figura 5.2(b)). Otro factor capaz de influir sobre la distribucién del CER dentro de
la suspension es la presencia de burbujas. Sobre la superficie de las burbujas la luz puede ser

reflejada produciendo un cambio en la direccion de propagacion de los haces de luz.

Z
i Superficie s : -
virtual up'er icie
Placas difysoras '-.,._erfual
Limpare Lampara
\\// Y
T
Altuga (H)
X
— E

Radio (R)
Figura 5.1: Grafico de las superficies virtuales a través de las cuales se mide la densidad de flujo de energia radiante. Las
superficies poseen dreas unitaria, son tangenciales a la superficie de la lampara y pueden ser caracterizadas por las
coordenadas: altura sobre el eje z (0 < H < Hy) , la distancia radial al eje de la ldmpara (Ry; < R < Ryg) y el dngulo ¢ (0 <
@ < 7/6). (a) en funcién del radio R y la altura H. (b) en funcién del radio R y el angulo ¢.

Como puede apreciarse en las Figuras 5.2(c) y 5.2(d), la diferencia entre los valores de la densidad

de flujo de fotones qu( rt ) en las zonas con y sin burbujas es muy baja.

En las Figuras 5.2(e) y 5.2(f) se muestra la variacién de la densidad Clws( Z,l‘) con la altura respecto a

la base del reactor, para superficies ubicadas a diferentes radios. A medida que la altura aumenta,
puede verse un pequefio aumento en el valor de la densidad de flujo a causa de la contribucién de luz
incidente desde la lampara a través de la superficie superior del cultivo, efecto que se diluye a
medida que la altura desciende hasta llegar al fondo del reactor. Justo por encima de la base del

reactor la densidad de flujo es ligeramente superior al valor que toma sobre la base del reactor. Este
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efecto se debe a la contribucion a la densidad de flujo por parte de la luz reflejada en la base del
reactor. En la Figuras 5.2(e) y 5.2(f) se puede apreciar que a medida que la distancia radial al eje de

la ldmpara aumenta, la densidad de flujo de fotones es cada vez menor.

(a) gy (rt) vs R 06 - (c) ays® (r,t) vs R (e) gysk(r,t)vsH  (0) R =38.4mm
06 ~ [x]=0 mg L ’ [x]=0 mg L1 0,6 1 [x]=0 mg L (o) R=78.1mm
H = 120mm 9 H = 120mm $=1/6 (A)R=117.8mm
% (0) & = 5n/48 g (0) ¢ = /24
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Figura 5.2: Efecto de la distancia radial al centro de la ldmpara, los tabiques, las burbujas y la altura respecto a la base
del reactor. (a y b) Densidad de flujo relativa g/ (r,7) en la direccion radial en funcién del radio R, para el medio de

cultivo estéril [x] = 0 mg L' (a) y para una suspensién con una concentracién de microalgas [x] = 312 mg L de
microalgas (b), a una altura H = /20mm, en la zona sin burbujas para ¢ = 57/48 (0) y ¢ = /8 (0). (¢ y d) 45, (r.r) en

funcién de R, para [x] = 0mg L™ (¢) y [x] = 312mg L (d), a H = 120mm, para la zona con burbujas ¢ = 0 (0) y zona sin
burbujas ¢ = 7/6 (x). (e y f) gj;;(r.z)en funcién de H para [x] = 0 mg L' (e) y [x] = 312mg L' de algas (f), para R =

38,4mm (0), R = 78,Imm (o) y R = 117,8mm (A) en la zona sin burbujas para ¢ = /6. La propiedad g (r.7)
corresponde a la densidad de flujo de fotones ¢ ,(r,z) en la direccién radial relativos a la densidad de flujo de fotones

sobre la superficie de la ldmpara ¢, , incluyendo fotones con longitud de onda en el rango 400 a 700nm. La densidad de

700 127
flujo de fotones sobre la superficie de la limpara g/, [,umozl} = f deedydl (g!_))n;([-Qt) =257,6umol s7 m?,
sm 4000 0
Los datos volcados en las Figuras 5.2 corresponden a la densidad de flujo de fotones ‘st( K,t) en la
direccidn radial incluyendo todos los fotones [fotones drea’ tiempo™] con longitud de onda incluida

entre 400 y 700nm, relativos a la densidad de flujo qé,s de fotones sobre la superficie de emision de

la ldmpara [forones emitidos drea™ tiempo™].
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Sobre el tubo de vidrio interno la densidad de flujo de energia radiante alcanza aproximadamente la
mitad del valor de la misma propiedad sobre la superficie de la lampara. A medida que la distancia
respecto al eje de la fuente de emisién aumenta, la densidad de flujo disminuye de manera casi
exponencial. Si se observa la densidad de flujo de energia radiante sobre el vidrio externo en las
Figuras 5.2(a) y 5.2(c), puede distinguirse un decaimiento mds pronunciado al alcanzar esta
superficie. Al igual que en el caso de la base del reactor, este efecto se atribuye a la contribucién al
flujo de energia que produce la reflexion sobre el vidrio externo del reactor. Sobre una superficie
ubicada justo por delante del vidrio externo, la densidad es mayor ya que la misma recibe radiacion
directa desde la lampara y por reflexion desde el vidrio externo. Sobre el vidrio externo, el flujo de
energia s6lo recibe la contribucion de la ldmpara, sin existir radiacion que alcance al vidrio desde el

exterior del reactor.

En la Figura 5.3 puede verse la variacién de la densidad de flujo radiante para diferentes rangos de
longitudes de onda 4. En la Figura 5.3(a) se observa la variacién en la densidad de flujo de fotones
relativa gy (Z,t) con la distancia a la ldmpara incluyendo todos los fotones con longitud de onda

incluida en el rango 400 a 700nm, para el reactor con medio de cultivo estéril y para una suspension

de algas con una concentracién de 372mg L. En las Figura 5.3(b) y 5.3(c) se observa las variaciones

en gs, ( I_’,l) Y 0 ( rt ) con la distancia radial R, para el reactor con medio de cultivo y para el dia 15

de cultivo. En dichas figuras, ¢, (E ! ) Y s (I_’ )t ) son las densidades de flujo de fotones para los
rangos 3535 < A<545nm y 445 < A<455nm , calculados segiin la Ecuacién 5.2. Como puede verse,
la densidad de flujo de fotones ¢, (I_’,t) (Figura 5.3(b)) casi no se ve modificada por la presencia de
algas en el medio, sin embargo para 4 450nm (Figura 5.3(c)), la diferencia en la densidad de flujo
Q450 (I_’,Z) es significativa.

Las algas en suspension absorben la radiacion emitida por la ldmpara disminuyendo la energia
radiante que alcanza las superficies mds alejadas a la fuente de radiacién. Esta absorcion no es igual
para todas las longitudes de onda, sino que estd determinada por la selectividad de la clorofila, el
principal pigmento fotosintético, y se ve reflejada en el valor que el coeficiente de absorciéon toma en
dichas longitudes de onda.

En la Figura 5.3(d), se puede observar la variacién en la densidad local del flujo de fotones ¢, ( [,t) ,

en la direccion radial, incluyendo todas los fotones con longitudes de onda en los rangos 400 -500nm

y 600 -690nm, identificados como fotosintéticamente ttiles para el crecimiento autotréfico. La baja
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densidad en el flujo de fotones dentro de estos rangos en las posiciones mds cercanas al vidrio
externo advierte que, cuando la concentraciéon de biomasa es alta (312mg L! ), existen dentro del
reactor zonas en las cuales no hay disponibilidad de luz fotosintéticamente util para el crecimiento
autotréfico. Estas posiciones "oscuras" podrian pensarse como zonas improductivas, sin embargo
esta conjetura podria no ser adecuada. Dentro del reactor el medio de cultivo se encuentra agitado
por el flujo de burbujas. Este régimen de mezclado expone a la luz en forma ciclica a todas las algas
en la suspension. Existen diferentes antecedentes en literatura que sefialan que la iluminacién del
cultivo con luz intermitente favorece el crecimiento celular, fendémeno denominado efecto flash. En
este sentido, la permanencia periddica entre zonas iluminadas y no iluminadas por agitacion dentro
del reactor seria equivalente a la exposicion del cultivo a luz intermitente. Si este efecto es
confirmado para las algas de interés, la particion del reactor en zonas iluminadas y oscuras,

asegurando el régimen de mezclado adecuado, podria ser otra variable relevante de disefio de FBR.
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Figura 5.3: Densidad de flujo de fotones g ,(r,7) en la direccion radial relativos a la densidad de flujo de fotones sobre

la superficie de la ldmpara ¢, en funcién del radio R. (a) considerando todos los fotones con A incluida en el rango 400

a 700nm. (b) considerando sélo los fotones con A 540nm. (c¢) considerando sélo los fotones con A 450nm. (d)
considerando los fotones con A incluida en los rangos fotosintéticamente ttiles: 400 a 500nm y 600 a 690nm. (0) [x] =
311,6mg L' (o) [x] = 311,6mg L. Valores correspondientes a H = 120mm'y ¢ = /6.
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En la Figura 5.3(b), puede verse que la densidad de flujo de fotones sobre la superficie del vidrio
interno cuando la concentracién de algas alcanza los 312mg L es mayor que el valor que esta
variable toma cuando el reactor estd lleno de medio sin inocular. Esta diferencia se atribuye a la
contribucioén al flujo de fotones por el fendmeno de dispersion de radiacion. Como puede apreciarse,
este fendmeno es més pronunciado en longitudes de onda con menor coeficiente de absorcién (4 =
540nm). Cuando el coeficiente de absorcion es alto (4 = 450nm), esta contribucién a la densidad de
flujo de fotones en forma dispersa es atenuada por la disminucién en el ndmero total de fotones en el

CER, los cuales son absorbidos por las microalgas en suspension.

0,16 0,016+
_ (a) n (b)
0,121 - 0,0124 -
0,081 0,008
- ﬂw Oym-vrﬂTﬁHW HTWT
o,ooﬁww. AENEEREE : 0,000, AL SUNRENEUREE .
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
0,016- 0,016+
(c) (d)
0,012- 0,0124
0,008 - 0,008

0,004 W 0,004 4
0,000 TH_HTFW %‘Fﬁ 0,000 _—

400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700

Figura 5.4: Densidad de flujo de fotones g ,(r,r) relativos a la densidad de flujo de fotones sobre la superficie de la

lampara ¢, en funcién de la longitud de onda 4. (a) Sobre la superficie de la lampara (R = R;). (b) Sobre la superficie

del vidrio externo (R = Ryg) para [x] = 0 mg L'I; (c) [x] = 64 mg L' y () [x] =312 mg L. Valores correspondientes a
H=120mmy ¢ = n/6.

Durante el paso de los haces de luz a través de la suspension, la absorcion de energia radiante
provoca la pérdida selectiva de energia radiante en los mismos. Esta selectividad se debe a la

especificidad respecto a la longitud 4 con a que los pigmentos fotosintéticos absorben la radiacion
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proveniente desde la fuente de emisién de luz. Si analizamos la distribucién en 4 de la densidad de
flujo de fotones ¢ 1( [,t) sobre la superficie de la ldmpara (Figura 5.4(a)) o sobre el vidrio externo del

reactor (Figuras 5.4(b), (c) y (d)) para distintas concentraciones de biomasa, puede verse la forma en
que los haces de luz pierden energia radiante principalmente en las longitudes de onda dentro de los
rangos 400 a 500nm y 600 a 690nm, y se enriquecen en la proporcién de energia en longitudes de

onda en que los pigmentos fotosintéticos no absorben energia radiante.

De esta manera, ademds de la cantidad neta de energia radiante que llega a cada posicién dentro de la
suspension de microalgas, también varia durante de cultivo la composicion relativa (en términos de

la longitud de onda) que caracteriza a esa cantidad de energia radiante en cada posicion.

(6) VELOCIDAD VOLUMETRICA LOCAL DE ABSORCION DE FOTONES.

La densidad n, (Z,t) de fotones 1, en cualquier posicién r dentro reactor, considerando todas las

direcciones {2 , puede calcularse a partir de n, (1_’, Q,/l), seglin se expuso en secciones anteriores,

mediante la siguiente ecuacion

n,(r.t)= _[a’.Qn/1 (I_”,[_:),l‘) = Td¢j.d,u n, (r.u.é.1) (6.1)

Luego, a partir de n, ([,t), es posible obtener la velocidad volumétrica local de absorcién de fotones

abs
r, de acuerdo a:

" (rt)=c a,(t)n,(r,1) (6.2)
Lo importante de esta variable es que permite comprender de qué forma la luz esta siendo localmente

absorbida por las microalgas. En las Figuras 6.1(a) a 6.1(d) se grafican las velocidades volumétricas
locales de absorcién de fotones rvi?(z,t), res (1,1), iﬁjf(l,t) y i (r.1) calculados a partir de las

Ecuaciones 6.3, 6.4 y 6.5, en funcién de la distancia radial (R) al eje de la lampara, para diferentes

concentraciones de biomasa, considerando distintos rangos de longitudes de onda 4.
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En las Figuras 6.1(c) y 6.1(d) puede verse que la velocidad de absorcién

(6.3)
(6.4)
(6.5)
(6.6)
abs .
Tt ([,t), para longitudes de

bs . .
onda 1 = 540nm, es menor que 75, (Z,t) para A =450nm; en todas las concentraciones de biomasa a

pesar de que la densidad de flujo de fotones ¢ 540(I_’,I ) es diez veces mayor que el valor de q450(£ ! ) .

La causa de esta diferencia radica en el valor en que toma el coeficientes de absorcion ¢, incluido

en la Ecuacion 6.2, para cada una de las longitudes de onda consideradas.

1,2E-7 4 " () rys® (r,t) vs R 5,0 E-8 -+ (b) rege®® (r,t) vs R 5,0 E-8 - (€) rgse?® (r,t) vs R
— A :400-700nm - A :540nm _ A:450nm
o () [X1=312mgLt & 4qpg.- (x) [x] =312 mg L :m 4,0E-8-% (x) [x] =312 mg L?
e 90E74 (8) [x]=194 mgLt & (8) [x]=194 mg Lt & (8) [x]=194 mg L
S (0)x|=64mgL? E x (0)[x]=64mgLt E (o) [x] = 64 mg L?
= A S 3,0E-8- X S 3,0E-8 - -
§ 6,0E7- A (0) [x] =16 mg L % (0) [x] = 16 mg L % > (9) [x] = 16 mg Lt
— X — x =
2 2 2,0E-8-a 2 2,0E-8 a
0 A °g 4 x it
< 3,0E7- N = A x e x
o X 1,0E-8- a0 %y 1,0E8-y °
o Bog é x B0 4 4 A X% X x - g 5
oo-°°°°.g§§99‘! 00 0 3308 pp g BY °© 06 08B a@ggg
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Figura 6.1: Velocidad volumétrica local de absorcién de fotones r relativa a la densidad de flujo de fotones sobre la

superficie de la lampara en funcion de la distancia radial R a la lampara para cuatro concentraciones de diferentes de
biomasa [x] = 16, 64, 194 y 312mg L. [fotones absorbidos s mm™/ fotones emitidos s™' mm'z] (a) rf’”

longitudes de onda A 400-700nm. (b) ™ para A 450nm. (¢) r” para A 540nm. (b) r” considerando los rangos de

longitudes de onda A 400-500nm y 600-690nm. Valores correspondientes a H = 120mm 'y ¢ = w/6.

para el rango de

Estas diferencias en las velocidades de absorcion de energia radiante para diferentes longitudes de
onda es una variable importante para el disefio de reactores. En suspensiones muy concentradas, la
radiacién de longitudes de onda con un coeficiente de absorcion elevado es absorbida en las zonas

mds cercanas a la superficie iluminada. En consecuencia, las zonas mds profundas son menos
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iluminadas, con baja disponibilidad de energia fotosintéticamente ttil. Estas regiones oscuras poseen

una tasa de crecimiento muy bajo, disminuyendo la performance de los equipos.

La utilizacion de fuentes de radiacion de mayor intensidad no es una solucién. El aumento en la
disponibilidad de energia radiante en las zonas mds expuestas a la luz produce, localmente, un
aumento en la velocidad de absorcién de energia radiante. Este fendmeno resulta en la saturacion de
los sistemas fotosintéticos y, cuando la intensidad de energia es demasiado elevada, es posible
alcanzar un estado de fotoinhibicion, en el cual el crecimiento celular se detiene debido a dafios

fotooxidativos en los fotosistemas (Yoon, J. H. y col., 2002; Melis, A. y col., 1999).

Por otro lado, la utilizacién de ldmparas capaces de emitir radiacion con longitudes de onda
fotosintéticamente Ttiles, con coeficientes de absorciéon relativamente bajos, permitiria una
penetracion de la luz hacia las zonas mas profundas evitando el estrés oxidativo en las zonas mas

expuestas a la radiacién; garantizando un proceso eficiente.

(7) FUNCION DE DISTRIBUCION DE VELOCIDADES VOLUMETRICAS DE
ABSORCION DE FOTONES.

Como puede verse, en el reactor las propiedades del campo de energia radiante no son constantes y
dependen tanto de la posicidn dentro del reactor como de las concentraciones de biomasa y clorofila.
Estas diferencias en las propiedades de CER producen una estratificacion de la luz dentro la

suspension, distinguiéndose en el volumen de cultivo zona mas y menos iluminadas.

Una cuestion de suma importancia en el andlisis y/o el disefio de FBR es lograr cuantificar la

magnitud con que se produce la estratificaciéon del reactor. Esto puede lograrse a través de la

definicién de la funcién de distribucion g(l//l,t). Esta funcion describe la frecuencia en que los

diferentes valores de la propiedad y/, del CER se repiten dentro del reactor.

En otras palabras, si se elige al azar un elemento de volumen dentro del reactor en el instante f, en
condiciones en que todos sean igualmente probables, la probabilidad diferencial dG(W i,If) de que en
ese elemento de volumen el valor de la propiedad y, del CER esté incluido en el rango y, y

v, +dy , puede ser escrita como:
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_dG(y,.1)

dG(y 1) = dy dy, (7.1)
A

donde g(l//i,t) = dG(l//i,t) / dy, es la funcién de distribucién de la propiedad y, del CER dentro

del reactor para el instante [ .

Asi, la probabilidad acumulativa G(l//i,t) de que un elemento de volumen cualquiera pertenezca a

una zona dentro del reactor en la cual la propiedad i, del CER tome valores en el rango O a ,, es
la relacion entre el volumen V(!// /1) de las zonas con 0 <y, <y, y el volumen V; del reactor. En

términos de g (t///1 ,t) esta probabilidad puede calcularse seguin:

G(y,.t)= =—[" g (w}.t)dv; (7.2)

El aspecto més atractivo en la definicién de la funcién g(l//ﬂ,t) es que permite conocer, para cada

instante ¢, cudl es el régimen de iluminacién al que estd sometida la suspension de algas,
independientemente de la geometria del reactor y de las caracteristicas de emision de la fuente de
iluminacion; constituyéndose asi, en un factor de comparacion entre reactores operados en

condiciones diferentes, lo cual es una herramienta de gran valor para el disefio y escalado de FBR.

En la Figura 7.1 se grafican la distribuciones de probabilidades G(r“b“'

vis »1 ) para la velocidad

‘o b . . .
volumétrica local 7, de absorcién de fotones, incluyendo todas las longitudes de onda en los

rangos 400 -700nm, para tres concentraciones de biomasa.

En base a la Figura 7.1 es posible analizar la forma en que se desarrolla la estratificacién de la

velocidad r‘f,ls’s ( rt ) de absorcion de fotones dentro del reactor, a medida que la concentracion de

biomasa aumenta. Al principio, el reactor opera casi en su totalidad con la misma velocidad
abs

s (l_’,t), la cual es muy baja debido a la baja concentraciéon de pigmentos fotosintéticos. Esta baja

concentracion de pigmentos capaces de absorber energia radiante permite que la luz alcance todas las

zonas del reactor. A medida que las algas crecen, la concentracion de pigmentos también aumenta y
con ella lo hace la velocidad de absorcion r‘f,? (I_’,l ) El aumento en la velocidad de absorcion de luz

se produce mayormente en las zonas contiguas a la fuente de emision; al aumentar la absorcién en
estas zonas, se reduce la cantidad de luz que alcanza las zonas mdas profundas o alejadas de la

lampara; por lo que, en las zonas apartadas de la fuente de emision, la velocidad de absorcion energia
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radiante decae sensiblemente producto de la disminucién en la cantidad de luz que alcanza estos
lugares. Esto se traduce en la estratificacion de la velocidad de absorcion de fotones en la suspension

de cultivo, uno de los fenémenos de mayor incidencia en la performance de los equipos.

1,E+0-wo w ox x x X
g ¢ x X
o < X
8,E-1 SRS X
<
= 661 7
O 4E1 4°
2,E-1 -
0,E+0 T T
0,E+00 2,E-03 4,E-03

rys®® [umol s mm3]

Figura 7.1: Probabilidad acumulativa G(r,.t) de que en un elemento de volumen elegido al azar dentro del reactor, la

velocidad volumétrica local de absorcién de fotones ;> este en el rango 0 - ri' para tres concentraciones de biomasa:

(x) 312mg L'; (0) 64mg L' y (o) 16mg L. La velocidad e se calcula considerando fotones con longitud de onda A
incluida en los rangos 400 < A <700nm,

A partir de g(i{,,s 1 ) es posible definir dos pardmetros utiles para el disefio y/o la comparacion de
diferentes reactores o condiciones de operacién: la velocidad promedio 7 (t) de absorcién de

, . . . 2 . . ' . ., . .
energia radiante y la variancia Oy (t ) en la distribucion de velocidades de absorcion, definidas de

acuerdo a:

o0

Tyss (t):IrVISg(rVIS’t)drVIS (7.3)

(rws — s (t))z g(rws’t)drws = _"rv1s2g(rv1s’t)drv1 _’7st (t) (7.4)
0

- 2 . . . , PET . .,
Junto con 5 y Oy, es posible definir 5 pardmetros para el andlisis del grado de estratificacién del

abs

reactor: los valores maximos g (t) y minimos 7 (t) para Iy (f,t ) dentro del rector en el

instante #; y los valores r‘% (t) , rV%Z (t) y rV?; (t), los cuales se definen segin
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o1 ,
P(rQ{ [) _ V(i’v]s) :ij‘rv% g(rahs t)drahs —0.25 (7.5a)

v, v do
Q2 -
p(oga) = LUE) L1 e 0.5 0.5)
R R
V(r%) 1w
P(rvgsj’t)zv—zv_-[o g(rv‘;gs,t)di’v‘;é’s —0.75 (7.5¢)
R R

Donde V(rv%’ ) =0,25V,, V(rV%2 ) =0,5V, y V(rV?; ) =0,75V, representan los volimenes del

abs P . o1 02 03
reactor en los cuales Fy; (L’,t) estd, respectivamente, en los rangos (0, rws) (0, rws) y (0, T )

En la Figura 7.2(a) a se muestra la velocidad volumétrica promedio 7 (t) de absorcion de fotones
dentro del reactor para el cultivo realizado bajo concentraciones atmosféricas de CO-, junto a los
valores de maximos y minimos 75" () y #ys (1). Como puede verse el valor de ' (1) es siempre

cercano a cero, al comienzo del cultivo debido a la baja concentracién de biomasa; y en las etapas

més avanzadas, por la presencia de zonas "oscuras" dentro del reactor. Por otro lado f" (t) alcanza

valores mucho mayores a 7 (l‘ ) presentando un méiximo para valores de biomasa cercanos los

200mg L, cuando la concentracién de clorofila es maxima. En la Figura 7.2(b), el valor de 7 (t )

se representa junto a los valores de rv'fsi" (t), rv?; (t), rv%z (t) y rv%3 (t) Como puede verse, el valor

de la velocidad promedio de absorcion de fotones es similar al valor correspondiente a I’V%j (t)

indicando que solo un 25% del volumen del reactor estd operando con velocidades de absorcion de

fotones superiores al promedio, mientras que en el 75% restante del volumen de cultivo, las

velocidades de absorcion de fotones son inferiores al promedio 7, (t) .

En la Figura 7.2(b) se grafica el valor de SD(r)= /ajls (z) en funcion de la concentracion de

biomasa en el reactor. Como es posible observar, hacia el final de cultivo la dispersion de los valores

abs

de 7 (I_’,t) es menor, indicando una distribucién de luz mas homogénea en el reactor. La causa de

esto es que cuando la concentracién de biomasa alcanza los 0,2gr L dentro del reactor, la biomasa
continua creciendo pero el contenido de clorofilas comienza a disminuir. La reducciéon en el
contenido de clorofila permite que la luz sea absorbida a una tasa menor en las zonas proximas a la

fuente de iluminacién alcanzando zonas mdas profundas del reactor. Asimismo una mayor
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concentracion de biomasa favorece el "mezclado” de la luz, debido a los fendmenos de dispersion de
energia radiante. Una mayor penetracion de los haces de luz y la dispersion de los mismos dan como

resultado una distribucién mas uniforme de la luz dentro del reactor.

1,0E-5 - . 6,0E-7 - 1,2E-6 -
X X
N —
= 8,0E-6 - x X R M'E 1,0E-6 - e
£ x € £ & .
€ € 4,0E-7 - = 80E-7 - °
%, 6O0E6 - * ) © .
E x _g S 6,0E-7 - .
5 4,066 - x E £ .
B 5 2,067 - = 4,067 -
2066 | % £ 8 .
& 2,0E- 2 2,0E-7 -
—
X [ ]
0,0E+0 Ty : 0,0E+0 0,0E+0 -e® ; ; )
0,000 0,100 0,200 0,300 0,000 0,100 0,200 0,300 0,000 0,100 0,200 0,300
Biomasa [gr L] Biomasa [gr L] Biomasa [gr L]

Figura 7.2: (a) Valores para g (1) (Gl s (1) (X) Y T (7) (—) en funciéon de la concentracién de biomasa
[ngW r’ ] , considerando aquellas longitudes de onda incluidas en los rangos 400-500 y 600-690nm. (b) Valores para

min

R (1) C)s 1% (1) (D), 1522 (1) (), 7% (1) (@) Y Ty (2) () en funcién de la concentracion de biomasa. (¢) Valor para

SD(t) =y (t) , en funcién de la concentracién de biomasa.

(8) CONCLUSIONES.

Utilizando el método de simulacion por Monte Carlo desarrollado en el Capitulo 5 y el conjunto de
parametros obtenidos en el Capitulo 6 (Heinrich, J.M. y col, 2012 a y b) se desarroll6 un programa
para la simulacién del CER dentro del reactor construido para la presente tesis (Heinrich, J.M. y col,

2013). Empleando este simulador se logré predecir la evolucion en el tiempo del valor de las

abs

propiedades ¢ l(l_’,l‘) yr (i_’,t ) en la suspension de microalgas.

A partir de rfbs (I_’,l ) es posible calcular la velocidad r‘f;gs (I_’,Z ) Esta propiedad considera el rango de
longitudes de onda 400 a 700nm y dependen de la posicion dentro del reactor y de las

. . . . . bs . ., .y
concentraciones de biomasa y clorofila en el medio. A partir de fy (Z,t) se defini6 la funcién

g(rv‘j?,t), la cual permite caracterizar y cuantificar la magnitud con que se produce el fendmeno de

estratificacion de la velocidad de absorcion de luz en del reactor. Esta funcién constituye una
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herramienta de particular interés a la hora de comparar diferentes reactores o regimenes de

operacion.

Asimismo, a partir de g(rws,t) se calcularon 7 (t) y (7513 (t) Dos variables que permiten

simplificar la comparacién entre reactores.
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Capitulo 9

CINETICA DE PROPAGACION
CELULAR.
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(1) INTRODUCCION.

Este trabajo comenz6 con el disefio y construccién de un foto-bio-reactor (FBR) con el objetivo de
analizar de qué manera influyen los diferentes fendmenos involucrados en el funcionamiento del
reactor sobre la velocidad de propagacién de las microalgas. Construido el reactor, se analizaron los
equilibrios quimicos presentes en la fase acuosa y entre las fases liquido y gas; el fendmeno de
mezclado dentro del mismo; la transferencia de oxigeno y diéxido de carbono entre fases; y, por

ultimo, la distribucion del campo de energia radiante en la suspension (Heinrich, J.M. y col., 2013).

Durante el cultivo de algas en el reactor, la luz necesaria para el crecimiento fotoautétrofo es provista
mediante una ldmpara fluorescente ubicada en el centro del reactor. Como fue expuesto en el
capitulo anterior, la cantidad de energia radiante disponible en el reactor no es constante sino que
depende de la posicién dentro del medio de cultivo. Asimismo, la cantidad de energia radiante que
alcanza una posicion fija dentro del reactor varia durante el cultivo. Esta variacion en la densidad
local de energia radiante se debe unicamente a las modificaciones que se producen en las
propiedades Opticas de la suspension. Estas modificaciones son producto del cambio en las
concentraciones de microalgas y pigmentos en la fase acuosa. Mds atn, para una posicion fija, no
s6lo varia la cantidad neta de energia que llega, sino que ademds cambia la distribucién de esta
energia con la longitud de onda, enriqueciéndose en forma relativa en aquellas longitudes de onda
que son absorbidas en menor medida por el sistema fotosintético (Heldt, H. W., 2004a; Pilon, L. y

col., 2011).

Para poder lograr una mejor comprension de la forma en que el CO; y la disponibilidad de energia
radiante en el medio de cultivo interaccionan y gobiernan la cinética con que se propagan las algas,
se realizaron cultivos de microalgas, iluminados con luz fluorescente, bajo diferentes

concentraciones de di6xido de carbono en la fase gaseosa (0,034; 0,34 'y 3,4%).

En condiciones de iluminacién natural, la densidad de flujo de energia radiante sobre una superficie
horizontal durante el mediodia alcanza valores cercanos a 1,0 KW m2. El valor exacto depende de las
condiciones climaticas, época del afio y posicion sobre la superficie terrestre. De acuerdo al trabajo
publicado por Pilon y col. (Pilon , L. y col., 2011) menos de la mitad de esta energia corresponde al

rango 400 a 700nm.
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Figura 1.1: Distribucion espectral de la energia solar sobre la superficie terrestre en funcién de la longitud de onda, en
unidades arbitrarias (adaptado desde: Pilon, L. y col., 2011)

Considerando la distribucion espectral descripta por el mismo autor (Figura 1.1), la densidad de flujo
de fotones con longitud de onda en el rango 400 a 700nm sobre una superficie horizontal cuando el

2 ] .
s . Considerando un

sol se ubica en posicion vertical, ronda el valor de 2000 umol de fotones m’
estanque de cultivo de 20cm de profundidad, la cantidad de luz que alcanza al cultivo por unidad de
volumen es 10 umol de fotones L' s™. Por otro lado, el flujo luminico (definido como la cantidad de
luz emitida por una fuente de radiacién incluyendo todas direcciones de emisién) de la ldmpara
fluorescente utilizada para la iluminacion del reactor es de 730 liimenes, considerando el perfil
espectral de emision de esta lampara (Capitulo 5) y la funcion de conversion de fotones (Ryer A. D.,

1997) la densidad de flujo de fotones sobre la superficie de la ldmpara es de 200 pumol de fotones m™

sy el régimen de iluminacién del cultivo es de 0,44 umol de fotones L™ s™.

En el trabajo publicado por Mautusi Mitra (Mautusi Mitra y col.,, 2008) se determin6
experimentalmente la cantidad de oxigeno producido dentro de una suspension de Chlamydomonas
reinhardtii cuando la misma es iluminada con diferentes densidades superficiales de flujo de fotones
(denominada en ese trabajo "light intensity"; con unidades umol fotones m™ s™'). En esta publicacién
los autores relacionan la produccion de oxigeno con la eficiencia en la utilizacién de los fotones
absorbidos, y comparan la eficiencia de cepas wild type con una cepa mutante deficiente en la
capacidad de producir clorofila. A partir de los resultados obtenidos (Figura 1.2) fue posible observar
que el sistema fotosintético de cepas wild type no se satura sino hasta superar una densidad

superficial en el flujo de fotones de 500 umol de fotones m™ s™.

214



o
[e]

o]
o

o~
o

[
(@]

Produccién de Oxigeno
[mmol de O, mol de Chl"! s ]
n
o

(=)

1 1 1 1 1 - |

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Irradiancia [mmol fotones m2 s°']

Figura 1.2: Produccién de oxigeno por unidad de tiempo en funcién de la intensidad de luz con la cual se ilumina una
suspensién de microalgas (adaptado de Mautusi Mitra y col., 2008). Produccién de Oxigeno [mmol chl™ s™] en cultivos
de microalgas C. reinhardtii "wild type" (0) y mutante (e®).

Los autores pueden observar ademds que ciertas cepas mutantes, deficientes en la producciéon de
pigmentos fotosintéticos, logran utilizar més eficientemente los fotones absorbidos en condiciones de
alta iluminacion. La explicacion para esto se basa en que, para cepas wild type, las altas intensidades
de luz resultan en una alta tasa absorcion de fotones en las zonas proximas a la superficie iluminada
reduciendo la cantidad de luz disponible en zonas més profundas. La absorcién local elevada de
fotones satura los sistemas enzimadticos responsables de la "asimilacion" de la energia captada
reduciendo la eficiencia global del reactor en la absorcion de fotones. En las cepas mutantes la luz es
absorbida a una tasa menor en las proximidades de la fuente de iluminacidn, sin saturar los sistemas
enzimaticos, permitiendo a la vez que la luz alcance zonas del reactor mas distantes a la lampara,
mejorando la eficiencia total del reactor. Resultados similares a los anteriores fueron obtenidos por

You-Chul Jeon (Jeon y col., 2005).

Comparando las condiciones de iluminaciéon natural y los resultados precedentes, se eligieron
condiciones de operacion correspondientes a una situacion de baja disponibilidad de luz, escenario
apto para comprobar la hipdtesis de que en esas condiciones, la luz es el sustrato limitante y el

crecimiento celular es independiente de la concentraciéon de CO; en el medio acuoso.

Por otro lado, la fuente de carbono que las algas utilizan es el di6xido de carbono disuelto en el
medio de cultivo (Chen, S. y col., 2010; Martinez, L. y col., 2013). Este compuesto llega a la
solucién por transferencia desde la fase gaseosa. La concentracion de carbono inorganico total Cr en
el medio acuoso depende de la presion parcial de CO; en la fase gaseosa, del tipo y concentracién de
solutos en la fase acuosa, de la temperatura y, ademds, de las velocidades de transferencia desde la
fase gaseosa y consumo de CO,. Como vimos con anterioridad, una vez disuelto en la fase liquida el

CO; participa de una serie de equilibrios acido-base en la solucion. De este modo, al modificar la
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presion parcial de CO; en la fase gaseosa se produce como consecuencia una modificacién en el pH
del medio de cultivo. La adicién de dcidos o bases fuertes para corregir el pH puede resultar en una
variacion significativa de la presion osmética y/o la fuerza idnica, influyendo en la velocidad de
propagacion de las algas. Para evitar las alteraciones en el crecimiento celular debido a variaciones
en el pH, fuerza idnica y presion osmotica que se producirian en la fase acuosa, la férmula original
del medio de cultivo BBMU fue modificada utilizando una herramienta de disefio desarrollada en

este mismo trabajo (Capitulo 3).

La fijaciéon de CO; en células de microalgas ocurre en estructuras proteicas llamadas pirenoides,
ubicadas dentro de los cloroplastos. La enzima encargada de la fijaciéon de CO:; es la ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RubisCO) (Heldt, H.-W. 2004b). Esta enzima utiliza como unica
fuente de carbono inorganico el CO; disuelto (Aizawa, K., y col., 1986; Fridlyand, L. E., 1997). La
enzima RubisCO posee ademds la capacidad de fijar oxigeno en una reaccién denominada foto-
respiracion (Kliphuis, A.M. y col., 2011). La afinidad de la RubisCO por el O, es mayor que para
CO; por lo cual, evolutivamente, las células de microalgas han adquirido diversos mecanismos de
transporte y concentracién de CO; en el cloroplasto con el objetivo de mantener niveles de CO;
suficientemente altos dentro del compartimento donde se ubica la enzima, sobre todo cuando las
condiciones ambientales corresponden a atmosferas con bajas presiones de CO; (Giordano, M. y col.
2005; Bartlett, S.G. y col 2006). Estos sistemas son denominados mecanismos de concentracion de
carbono (MCC). Los MCC comprenden una serie de transportadores de HCO; y CO;, ubicados en
diversas membranas, y un conjunto de enzimas, denominadas anhidrasas carbdnicas, que catalizan
las reacciones de interconversion entre las especies HCOs; y CO,. Bajas concentraciones
atmosféricas estimulan la activacion de los MCC para mantener niveles de CO; suficientemente altos

de manera de evitar las reacciones de foto-respiracion (Giordano, M. y col. 2005).

La presencia de estos mecanismos es la segunda razén para suponer que aun en ambientes en los
cuales la presion de CO; es baja, la concentracion de didxido de carbono en las inmediaciones de la
enzima catalizadora de la reaccion de fijacion de CO; permanecerd por encima de una concentracion
minima y, en condiciones de baja iluminacidn, serd la luz el reactivo limitante en la propagacién de

microalgas.

1.1- Modelos cinéticos actualmente utilizados.

Respecto a las expresiones cinéticas para el modelado del crecimiento autotréfico de microalgas,

existen en bibliografia numerosos antecedentes. Molina Grima (Molina Grima, E. y col., 1999)
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publicé hacia fines de la década de los '90 un conjunto de expresiones cinéticas utilizadas para el
modelado matemadtico del crecimiento de microalgas (Tabla 1.1) y que, hasta el dia de hoy, son muy

frecuentemente utilizadas.

Tabla 1.1: Expresiones cinéticas para el crecimiento autotréfico
a/umaxl N .
H=—T7"T— Tamiya et al. 1953
ﬂn‘llLX + al
_r
M= [1 —exp 'm j Van Oorschot 1955
1
i
p= —‘;WI exp[ ) Steele 1977
_ /umu)c I
H= 1 Bannister 1979
(K +1m )
Han L
#e r Arib 1982
K +1+— rha
Kl
Il'lmaxln . .
H=—r— Molina Grima et al. 1994
I +1
c
/’lmax IAV (b + Ioj
/1 =
) [,H%] ( J Molina Grima et al. 1999
) 0 b+l
[lk {H(Koj H +1,,
1

En todas ellas la propiedad del campo de energia radiante que se utiliza para vincular la velocidad de
crecimiento con la disponibilidad de luz en el reactor es la Irradiancia [Joules s m'z] sobre la
superficie iluminada del cultivo. Excepto en el dltimo caso, las expresiones cinéticas solo consideran
la cantidad de luz que alcanza la superficie iluminada del reactor, desestimando la presencia de zonas
mads y menos iluminadas. A diferencia del resto, en la dltima expresion se hace uso de una intensidad
promedio /4y, considerando asi la variacién en la cantidad de luz que llega a las diferentes zonas del

cultivo debido a la absorcidn de energia radiante y al crecimiento celular.

Posteriormente, Tao You (You y col., 2004) propone la siguiente expresion cinética:

:umax(l_la) —
_ —Ae ! 1.1
K k,+(1-1,) ‘ (b

Esta expresion, segin el autor es "fue basada en una combinacién del modelo de Monod para el
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crecimiento celular y el modelo de desactivacion de Arrhenius". En todos los casos, la propiedad del

, . . e . .. . . q -2
campo de energia radiante vinculada a la cinética de crecimiento es la Irradiancia [Joules s~ m™”].

La utilizacién de la Irradiancia como la propiedad del Campo de Energia Radiante incluida en la
cinética de crecimiento contempla sélo la cantidad de energia, sin considerar ningin nexo entre la

disponibilidad de luz y la presencia de microalgas en la suspensién. En este capitulo se propone

abs

utilizar la velocidad volumétrica local de absorcién de fotones 7y (r,¢) como la propiedad del

campo de energia radiante a ser incluida de la expresion cinética.

700 700

e (g,t)z 'f rfh“'([,t)dﬂ,:c I a, (z‘)n/l (}_’,t)d/I (1.2)

400 400

Utilizando esta propiedad, se considera tanto a la cantidad de fotones en cada posicion del reactor a

través de n, (Z,t), como a la concentracién de microalgas y pigmentos fotosintéticos a través de

a, ().

2.2- Promedio de la velocidad de crecimiento.

En reactores con un régimen de mezclado ideal, el tiempo tipico de mezclado es mucho menor que el
tiempo de duplicacion celular. En estas condiciones las células viajan muchas veces desde zonas
muy iluminadas hacia zonas poco iluminadas (y viceversa) antes de multiplicarse. Por ello, en
primera instancia, es valido suponer que el crecimiento celular dentro del reactor estd impulsado por

el valor promedio de alguna de las propiedades del campo de energia radiante. Asi, la velocidad de

s . s 2 b.
crecimiento celular r, (t) podria expresarse en funcién de 7, ( Z,t) como:

—abs —abs
T (rVIS,t)zlu(rVIS,t)x(t) (1.3)
—abs A ! . . 2
Donde T es el promedio en el reactor de rj; (r,), dependiente del tiempo 7, calculado a través de

la funcion de distribucion g (r‘j‘lg‘*,t) segun:

o0
—abs _ abs abs abs
i (t)__[rws g(rws ’t)drws (1.4)
0
Sin embargo, esta afirmacion no puede realizarse de forma generalizada. En los diferentes estratos de
iluminacién es posible que las algas se enfrenten a condiciones de iluminacidn extremas, atravesando

situaciones en las cuales el crecimiento celular se aleje de aquel comportamiento promedio. Por

ejemplo, en un reactor con alta densidad celular e iluminado con una alta intensidad de radiacion
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podrian existir zonas proximas a la fuente de iluminacién en las cuales las algas se enfrenten a

condiciones de estrés oxidativo por exceso de radiacién. Por otro lado, en las zonas alejadas a la

abs

fuente de radiacion el valor de 7 (Z,t) podria no superar el umbral minimo necesario para el

crecimiento celular. En caso de utilizarse la Ecuacién 3, estas dos situaciones serian ignoradas

abs

debido al empleo del promedio 7" (l ) de ry (r.1).

Para superar esto, es necesario promediar la velocidad de crecimiento celular r, en el reactor. Asi, la

velocidad de crecimiento celular promedio I, quedaria expresada como:

7= el i =<0l ) 05
0 0

Por otro lado, diversos autores proponen incluir en la cinética de crecimiento ciclos de luz-oscuridad
para considerar la presencia de zonas con alta y baja iluminacion dentro del reactor (Janssen, M. y
col., 2000; Muller-Feuga, A. y col., 2003; Qingshan Huang y col., 2012). En estos modelos se
considera que el crecimiento celular solamente se produce en aquellas zonas en que la cantidad de
luz disponible para el crecimiento de las microalgas supera la cantidad minima necesaria para tal fin

y, de acuerdo a la cantidad de luz disponible, cada zona del rector podria tener una expresion cinética

abs

propia. Al expresar la cinética de crecimiento celular como funcién de 7, (1_’,1‘), la presencia de

zonas oscuras queda inmediatamente incluida en la cinética de propagacion.

(2) MATERIALES Y METODOS.

Preparacion de indculos: Erlenmeyers con 750mL de medio BGMU fueron esterilizados por 15

minutos a /2/° C en autoclave e inoculados con la cepa de microalgas Chlorella sp. cedida
gentilmente por la Dr. A. M. Gagneten (FHUC, UNL). Los in6culos fueron crecidos axénicamente a
temperatura ambiente, iluminados con una ldmpara fluorescente Philips (20Watts, daylight
fluorescent lamp), burbujeando aire atmosférico esterilizado mediante filtracién (0,45um pore size
filter) para agitar, proveer CO, y evitar la acumulacién del O, producido por fotosintesis, hasta

alcanzar una densidad celular suficientemente alta (aproximadamente 0,5g L™).
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Cultivo en FBR: 500mL de in6culo fueron utilizados para inocular /0Lts de medio de cultivo BBMU

previamente esterilizados por /5 minutos a /27° C (Capitulo 1). Los cultivos fueron crecidos
axénicamente a 27°C, presién atmosférica, ilumindndolos con la luz fluorescente provista por una
ldmpara Philips (15Watts, daylight fluorescent lamp), burbujeando aire esterilizado mediante
filtracion (0,45um pore size filter) con un caudal de 3,0 Ipm para agitar, proveer CO, y evitar la
acumulacién del O, producido por fotosintesis. Se realizaron cultivos bajo tres concentraciones de
CO; en la corriente de alimentacion de gas: 0,034% (atmosférico); 0,34% y 3,4%. Para mantener
constante las propiedades del medio de cultivo la formulacién original del medio BBMU fue

modificada para cada una de las presiones parciales de CO;, segun se detalla en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Modificaciones de la formula original del medio BBMU segtin la composicién de la
corriente de aire.
. En BBMU con segin porcentaje de CO, en el aire.
Compuesto/Propiedad En BBM 0.034% 034% 3.4%

NaOH [mol L] 0.0 1.98 10 7.05 10" 5.88 107
NaCl [mol L] 428 10" 2.69 107 212107 0.0
pH 6.39 7.0 7.0 7.0
Fuerza iénica [mol L] 8.01 107 8.00 10~ 7.94 107 1.1010”
Presién osmética [mmHg] 209.6 210.2 210.2 227.4

Determinacion de Biomasa, Clorofilas y Urea: para la determinacién del contenido de biomasa en la

suspension se utilizé el método Sélidos suspendidos totales (SST) (Eaton, A. D. y col., 2005) . Para
cuantificar el contenido de clorofilas en el medio, se recurrié a la técnica descripta por Ritchie
(Ritchie, R. J., 2008). Ambas técnicas fueron oportunamente detalladas en los capitulos precedentes.
La determinacién de urea se realizé mediante un kit enzimatico comercial Urea Color2R, de la marca

Wiener Lab.

(3) RESULTADOS EXPERIMENTALES.

En la Figura 3.1 se muestra la evolucién de la concentracion de biomasa durante el tiempo de cultivo
para cada una de las tres condiciones ensayadas. Como puede verse, una vez superada la fase lag del
cultivo, la pendiente de la curva de biomasa en funcién de tiempo es muy similar en los tres casos, lo
cual concuerda con la hipdtesis propuesta anteriormente de que en estas condiciones la luz es el
sustrato limitante que determina la velocidad de propagacion celular sin importar la concentracién de

dioxido de carbono.
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Figura 3.1: Concentracién de Biomasa [gr L] en funcién de los dias de cultivo para diferentes concentraciones de CO,
en la corriente de aire de alimentacién. (a) 0,034%. (b) 0,34%. (c) 3,4%.

En las Figuras 3.1(a) y 3.1(b) puede verse que en los primeros dias de crecimiento el cultivo
atraviesa una fase lag de baja velocidad de crecimiento celular [gr dia”'], principalmente debido a la
poca absorcion de energia radiante dentro del reactor y a la baja cantidad de biomasa en suspension.
Esta fase lag no se observa en la Figura 3.1(c), lo cual puede ser atribuido a las diferencias en las

concentraciones iniciales de biomasa, que es mayor en el tercer caso.

En las Figura 3.2 puede observarse el valor de la velocidad de crecimiento intrinseco ,u(t),

calculado como Alnx(t) / At , en funcién de la concentracion de biomasa en el medio de cultivo, para
las tres presiones parciales de CO; ensayadas. Si bien el error numérico es alto (como es de esperar
en toda derivacion numérica de datos experimentales), permite observar la forma en que ,u(t)
evoluciona a medida que la concentracion de biomasa aumenta. Cuando la concentracion de biomasa
es baja, el valor de Alnx(t) / At es el mayor registrado durante el cultivo, a medida que la biomasa

. . . . -1 . 2
aumenta, el mismo tiende a un valor aproximado de 0,1 dia~ para los tres cultivos. El aspecto més

relevante de esta grafica es que, sin importar cudl sea la concentracion de CO- en la fase gaseosa,
Alnx(t)/ At se mantiene dentro del rango 0,05 a 0,2 dia”’ una vez superada la concentracion de

biomasa igual a 100mg L.
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Figura 3.2: Velocidad de crecimiento intrinseca y(t) = Alnx(t) / At en funcién de la concentracién de biomasa, x, para

las experiencias con diferentes concentraciones de CO; en la corriente de aire de alimentacién. (a) 0,034%. (b) 0,34%.
(c) 3,4%.

En el Capitulo 4 se estudid la transferencia de CO; a través de la interfase liquido-gas. Comparando
los resultados conseguidos previamente con los obtenidos a partir de los cultivos, es posible concluir
que la velocidad transferencia de CO; desde la fase gaseosa es siempre mayor a la velocidad de
asimilacién de CO; durante el crecimiento celular. En la Figura 3.3 se muestra una representacion
grifica de los rangos de tiempo en que ocurren las diferentes reacciones que intervienen en el

crecimiento fotosintético.

Otro sustrato de importancia en la propagacion de microalgas es el nitrégeno. La fuente de nitrogeno
utilizada en este caso es urea. En la Figura 3.4(a) puede verse la concentracion de urea en el medio
de cultivo durante el crecimiento celular para los tres cultivos realizados. Como es posible ver, en
todos los casos la concentracion de urea en el reactor es practicamente cero luego de diez dias de

iniciado el cultivo.

Las algas utilizan el nitr6geno para la sintesis de pigmentos fotosintéticos y otros materiales celulares
(proteinas y 4cidos nucléicos). Cuando la cantidad de nitr6geno en el medio es adecuada las algas
sintetizan una cantidad elevada de pigmentos fotosintéticos aumentando su capacidad celular de
absorcion de luz. A medida que la fuente de nitrégeno se agota, las algas recurren a la degradacion
de pigmentos fotosintéticos, utilizdndolos como fuentes intracelulares de nitrégeno en la sintesis de
proteinas y dcidos nucleicos necesarios para la replicacion celular. Este mecanismo de crecimiento,
habitualmente referido en bibliografia como crecimiento desacoplado, permite que la multiplicacién
celular continde normalmente durante algunos dias posteriores al agotamiento de este nutriente

(Antoine Sciandra, 1991; Olivier Bernard, 2011).
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Figura 3.3: Escala de tiempo en que ocurren los diferentes fenémenos incluidos en el crecimiento de microalgas en el
foto-bio-reactor (adaptado de Merchukl, J.C. y col., 2003)

La Figura 3.4(b) muestra la variacién de la concentracién de clorofila en el medio de cultivo durante
los 15 dias de propagacion celular. Como puede verse, la concentracion de clorofila en el medio
aumenta en forma casi lineal durante los primeros diez dias de cultivo. A partir de este punto, en el
cual la concentracion de la fuente de nitrégeno en el medio se torna muy baja, la concentracién de
clorofila en la suspension comienza a disminuir. Por su parte, la concentracion de biomasa continua
creciendo en forma sostenida (Figura 3.1) sin observarse variacion en la velocidad de crecimiento

celular.

En los dias posteriores al agotamiento de la urea, la concentracién de biomasa aumenta mientras que
la concentracion de clorofila disminuye. Estos dos fendmenos sumados producen una disminucién en
el contenido celular de clorofila (mg. de clorofila/gr. de biomasa), lo cual reduce la capacidad celular
de absorcién de energia radiante. Es decir, disminuye la cantidad de energia radiante absorbida en
forma individual por cada célula de microalga; sin embargo, la absorcién de radiacién en el reactor
se mantiene casi constante. Este efecto que a primera vista parece perjudicial podria en realidad ser

beneficio para el funcionamiento del reactor.

La presencia de altas concentraciones de biomasa en suspension, con un contenido alto de clorofila
produce una elevada absorcion de energia radiante en la zonas préximas a la superficie iluminada del
reactor, reduciendo la cantidad de luz que alcanza las zonas del cultivo en posiciones mads alejadas de
la fuente de emision, dando lugar a zonas oscuras e improductivas (self-shading). En las zonas
cercanas a la lampara, la disponibilidad de luz es elevada produciéndose en consecuencia una alta
tasa de absorcion de energia radiante por parte de las microalgas. En estas condiciones el sistema
fotosintético podria estar absorbiendo energia radiante a una velocidad superior a la velocidad con la
cual los sistemas enzimdticos son capaces de utilizar la energia absorbida, resultando en una

absorcion de energia radiante elevada, pero que es usada ineficientemente por las células.
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Figura 3.4: (a) Concentracioén de urea [gr L' ] en los diferentes dias de cultivo. (b) Concentracién de clorofila [mg L'’ ]
en los diferentes dias de cultivo; para las experiencias realizadas bajo diferentes concentraciones de CO, en la corriente
de aire (0) 0,034%. (0) 0,34%. (x) 3,4%.

Por otro lado, al igual que para cepas mutantes descritas en el trabajo de Mautusi Mitra (Figura 1.2),
un contenido reducido de pigmentos dentro de la célula disminuye la capacidad de absorcién de
energia radiante por parte de la misma, permitiendo la penetracion de la luz hacia zonas mds
profundas del cultivo, situacién que podria ser beneficiosa para la performance del reactor. Es
posible comprender la magnitud de esta situacién a partir del andlisis detallado en la Seccién 5 del

Capitulo 5, y de los resultados expuestos en la Figura 5.13, de la misma seccion.

(4) MECANISMO DE REACCION.

En este trabajo, para modelar el crecimiento celular de microalgas en cultivos autétrofos y en

condiciones de baja iluminacién, propondremos el esquema de reacciones (Heldt H.W., 2004 a y c¢):

Fotosistema 11

PSII—"—5 PSII +¢;, + I, r=a,(0,Ry) (4.1)
e, +h, — disipacion térmica n, =k, [e,_, ] [h; ] 4.2)
I, +CE’, —>CE}, r, =k, [y || CEL, (4.3.1)
I +CE;, — CE> ry, =k, | Iy || CEy, | (4.3.2)

224



I +CEZ — CEL" ros =k hy || CEn | (4.3.3)

I +CE." — CEL r =k, [y || CEL ] (4.3.4)
CE' +2H,0 — CE’, +0, +4H, rys =k;s[ CE | (4.3.5)
¢, +Q+H,0—QH +OH_, ry =k, e |[O] (4.4.1)
¢, +0H +H,0—QH,+O0H_, rs =k, | ey |[OH] (4.4.2)

Citocromo vy Ciclo-Q

OH, +Cit, ,, > Q+Cit, , +2H,, ry, =ks,[OH,]| Cit, ,, | (4.5.1)
Cit, , +PC —Cit, ;. +PC" r, =k, | City, [[PC] (4.5.2)
Cit, ,, +PC—Cit, ;. +PC" rys =k, | Cit, |, |[PC] (4.5.3)
Cit;, +Q+2H,0 - Cit, ,, +QH,+20H.,, r =k, | City,, |[0] (4.5.4)
Fotosistema |

PSI—">PSI +e, +h; r,=®,(1-6,)Ry; (4.6)
e, +h — disipacion térmica r, =k, [e; :I [h;] 4.7)
PC™ +h' — PC r =k b [ PC] (4.8)
e, + Ferr - Ferr~ r, =k, [e;J[Ferr] (4.9)

La etapa dependiente de la luz comienza con la absorcidén de energia radiante en el fotosistema II
(PSII). En el PSII, un complejo de antenas capta la energia radiante gracias a la presencia de
pigmentos de clorofila. La velocidad con que ocurre este fendmeno es igual a la velocidad de
absorcion de fotones por el PSII, multiplicada por un rendimiento @,,. Debido a que la absorcién de
fotones en las células se produce casi exclusivamente en PSII y PSI, la velocidad de absorcion de

fotones en el PSII puede escribirse como una fraccion 8, de la velocidad celular Ry, de absorcién

de fotones.

Producida la absorcion de energia radiante, ésta es direccionada hacia el centro de reaccion. En el

centro de reacciéon un par especifico de clorofilas produce la separaciéon de cargas, con la

consecuente generacion de un hueco /4, y un electrén e, (Ecuacién 4.1). Esta separacion de cargas

puede sufrir un proceso de recombinacién y disipacion térmica (Ecuacidn 4.2). Para evitar esto, el
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hueco positivo /4 es combinado con un electrén que es provisto por un complejo enzimdtico CE}"
asociado al PSII, el cual posee en su estructura un cluster de d&tomos de manganeso. Este complejo

provee sucesivamente al PSII con cuatro electrones (Ecuaciones 4.3.1 a 4.3.4), catalizando

posteriormente la oxidacién de dos moléculas de agua para producir oxigeno y protones (Ecuacién

4.3.5).

Por su parte, el electrén e, es utilizado para reducir una quinona Q, transitoriamente unida al PSII.

Esta quinona es capaz de aceptar dos electrones produciendo hidroquinona QH, (Ecuaciones 4.4.1 y

4.4.2).

Posteriormente, la hidroquinona es oxidada en el Citocromo bg/f (Ecuacién 4.5.1). En el Citocromo
be/f se produce secuencialmente la reduccion de dos moléculas de plastocianina PC (Ecuaciones
4.5.2 y 4.5.3). Ademas, en el Citocromo bg/f, se produce una reaccion adicional conocida con el
nombre de ciclo-Q. Esta reaccion cataliza la transferencia de protones hacia el limen del tilacoide

(Ecuacion 4.5.4). Cuando la reaccién evoluciona por esta via, la quinona Q producida a partir de la
reaccion 4.5.1 es nuevamente reducida recuperdndose la hidroquinona QH,; el balance neto es el

transporte de dos protones.

Luego, en el PSI se produce la absorcion de energia de otro foton. El proceso de absorcion y

separacion de cargas se produce en forma andloga a lo ocurrido en el PSII, s6lo que en este caso, una

molécula de plastocianina PC~ es utilizada como dadora de electrones para neutralizar el hueco A, ;

y una ferredoxina Ferr es la aceptora final del electrén e, .

A partir de este punto, se produce una serie de las reacciones enzimdticas que no involucran la
utilizacion de energia radiante; pero tiene como sustrato los productos del mecanismo de absorcion
de energia radiante en los PSII y PSI. Uno de ellos utiliza dos moléculas de ferredoxina para producir
NADPH a partir de NADP* (Ecuacién 4.10); y el otro implica la utilizacién de la energia potencial
acumulada como un gradiente de protones para catalizar la formacién de ATP, a partir de ADP y P;

(Ecuacion 4.11).

2Ferr  + NADP" + H ! —Ie-MADE Redwtass s 5 Fory + NADPH (4.10)
ADP+P +H/ —205me s ATP+H (4.11)

Tanto ATP como NADPH son sustratos de numerosas reacciones enzimaticas, entre las cuales esta la
fijacion de CO, por parte de la enzima RubisCO, durante la fase de la fotosintesis independiente de la

luz (Heldt, H. W., 2004b).
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Continuando con la hipétesis de que las condiciones de operacion corresponden a un ambiente de

baja iluminacién y, por ello, la absorcién de energia radiante es la etapa limitante del crecimiento

celular, haremos las siguientes hipétesis:

e Todos los compuestos involucrados en las reacciones de transporte de electrones se

encuentran en estado estacionario y no hay acumulacién de los mismos dentro de las células,

por lo que la velocidades con que se forman y consumen son iguales.

e La velocidad de crecimiento celular es proporcional a la velocidad de formacién de Ferr

(Ecuacion 4.9). En este punto se establece a la captacion de energia como etapa limitante del

crecimiento.

e Las concentraciones celulares totales de los compuestos y estructuras celulares involucradas

en el transporte de electrones son constantes durante el crecimiento

e La relacién entre las concentraciones de las versiones oxidadas y reducidas de cada

compuesto se mantiene constante, condicién necesaria para el mantenimiento de la

homeostasis celular.

Considerando el primer punto:

re=0=r,—n -1
r, =0=®,(1-6, )R~k e |[ I |-ke[ 1 || PC"]
r.=0=r1,-1 -1
r—O D, (1-6, )Ry, — k[ :I[h:lk[:IFerr

A partir de las Ecuaciones 4.13 y 4.14 tenemos que:

[eI]:kQ[Ferr] \/1 40,(1-6,)Rink,

2k, " kgk, [PC_] Ferr

iy ]- 2l A

2k, kyk,| PC™ ][ Ferr]

Considerando el segundo punto podemos hacer la siguiente propuesta:

r.=mn1,=nk, [e,‘}[Ferr] =1 [e,‘][Ferr]

donde 7, es una constante de proporcionalidad. Combinando las Ecuaciones 4.15 y 4.18:
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2 _ abs
- k, [Ferr] ]+4@1 (Z 6111)sz5 k, _q 4.19)
2k, kgk, [PC ][Ferr]

Por ultimo, a partir de la tercera, cuarta y quinta hipétesis, llegamos a la siguiente expresion para la

velocidad de crecimiento celular en condiciones en que la luz es el factor limitante:

abs
r :KI[,/HKQFVT’S—I] (4.20)

en donde:
2
K = kg [Ferr] @21)
1 1 2k7 .
40, (1-6, )k
, AL (4.22)

B kgk, [PC_][Ferr]

s de absorcién de fotones fue relacionada

En la Ecuacion 4.20, la velocidad volumétrica celular Ry

con la velocidad volumétrica local 72’ de absorcién de fotones en el volumen de reactor a través de:

gr biomasa :|

X -

abs| __nro defotones | __ pabs nro de fotones [ Vol medio

VIS | tiempo x Vol medio |~ ~ VIS | tiempo x Vol biomasa I: or biomasa i|
cel

Vol biomasa

(4.23)

(5) AJUSTE DE PARAMETROS.

Tal como esta expresada, la Ecuacion 4.20 posee dos pardmetros: K, y K, . Para la determinacion de

estos parametros se recurrié al programa de optimizacién estocdstico Algoritmo Genético (Deb, K.,

2001; Rezende, M. C. y col., 2008). En la Figura 5.1 puede verse el esquema de célculo utilizado.

Los resultados obtenidos del ajuste computacional para los pardmetros incluidos en la expresion
cinética fueron:
4 N

o K,=4982x10"[grL" dia")]

e K, =2541x 10° [gr s umol™]
En la Figura 5.2 se representan los valores de la concentraciéon de biomasa en funcién del tiempo
para cada una de las condiciones de CO; ensayadas, junto con los valores tedricos predichos por el
modelo de crecimiento obtenido, considerando la concentracion inicial de biomasa en el medio de

cultivo.
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El AG inicia el célculo con un
ageneracion aleatoria.

\

Cada indivivo es una posible
solucion al sistema de ecuaciones.

*

Nueva generacién.

J

Seleccion de los indivuduos mas aptos. €¢—

Al finalizar, la solucién es el
individuo con el menor error.

(1) Asociar los genes a {K K }
: : 1252
las variables de ajuste
(2) Definir los pardmetros {x (0.034%)  (0.34%) (.{4%)}
incluidos en el calculo: g il v

(3) Caleular las curvas teédricas de creciemiento celular para cada

condicién de CO,: .
abs
rzt,g,t

ervor = Zz(x’r:((-ﬂjj »

oy

LC) _ oy

e w7 =E 2 3 By

(4) Caleular la funcién error comparando

5 2
Fxp, (CO,)
X (€O, )

valores tedricos y experimentales.

Figura 5.1: Esquema de calculo utilizado para la determinacién de los parametros cinéticos incluidos en la expresion de

la velocidad de crecimiento celular.

Como puede verse, la prediccion del modelo es correcta y reproduce aceptablemente las curvas de

crecimiento obtenidas experimentalmente. En la Figura 5.3 se grafican valores tedricos vs.

experimentales para la concentracion de biomasa.

0,35 ~ 0,35
(a) (b)
0,3 A <><> 0,3
= 0,25 - -— 0,25
] )
202 - 202
a a
g 0,15 A g 0,15
2 01 o
3 | k]
A o =) 0,1
0,05 - 0,05
0 T T T ) 0
0 5 10 15 20
dia

Figura 5.2: valores experimentales (¢) y teéricos

para las tres condiciones de CO, ensayadas . (a) 0,

0,300 -~

0,200 -+

Biomasa [gr L]

0,100 -

0,35
(c)™
0,3

0,25

Biomasa [gr L]

10
dia

15 10

dia

20

(—) de la concentracion de biomasa [gr L] en funcién de tiempo [dias]
034%. (b) 0,34%. (c) 3,4%.

0,000
0,000

0,100 0,200
Biomasa [gr L]

0,300

Figura 5.3: valores experimentales vs. tedricos de la concentracién de biomasa [gr L”'] para las tres condiciones de CO,

ensayadas: (0) 0,034%; (x) 0,34% y (o) 3,4%. La
uno.

linea continua es una recta que pasa por el origen con pendiente igual a
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(6) CONCLUSIONES.

En este capitulo se realizaron cultivos de microalgas en condiciones de baja iluminacion, para tres
concentracion de CO; en la fase gaseosa; y se propuso ademds, un mecanismo de reaccién con el

vinculando la velocidad de absorcion de fotones

s con la velocidad de propagacion celular r, .

A partir de los resultados obtenidos fue posible demostrar que la velocidad de crecimiento bajo estas
condiciones es independiente de la presién parcial de CO, en la fase gaseosa; y, ademds, hallar una
expresion cinética y los pardmetros incluidos en la misma, para modelar el crecimiento fotoautétrofo

de microalgas en condiciones de baja iluminacion.

abs

Esta expresion cinética utiliza como variables la velocidad volumétrica local r¢ (Z,t) de absorcion

de fotones y la funcién g(r‘f,?,

t) de distribucién de probabilidades para 7. . Ambas variables
dependen de la fuente de radiacién con que se ilumine al reactor, de la geometria y materiales con
que se construya el FBR y de la concentraciones de microalgas y pigmentos celulares en la

suspension.

Es importante remarcar que ambas propiedades (ry (r.1) y g(r“bs

s ,t)) pueden ser determinadas

para cualquier reactor a partir de la metodologia desarrollada en la presente tesis para la simulacion

del campo de energia radiante, la cual se basa en el método de Monte Carlo.
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(1) CONCLUSIONES GENERALES.

Se construyd un foto-bio-reactor anular escala banco, de 10 litros de volumen de cultivo, agitado
neumdticamente, y que puede ser conectado a una plataforma de control Infors3 de Labfors-HT para
registrar y/o controlar pH; temperatura; oxigeno disuelto; caudal de alimentacién de aire y
concentracion de CO,/O; en la corriente en la aireacién; ademds de permitir el cultivo en forma

continua, discontinua o semi-continua.

Se analiz6 el régimen de mezclado en el reactor, desarrolldndose un modelo que permite simular al
rector como una sucesion de n-reactores tanque agitados operados en serie. Asimismo, se desarrolld
un modelo de distribucion de las burbujas residentes en el medio liquido, a través del cual es posible
calcular el volumen total de burbujas residentes en al medio de cultivo y el drea total de intercambio

liquido-gas en el reactor.

Se realizé un model6 fisicoquimico para a simulacién del medio de cultivo. Este modelo permite
determinar la composicion final de cada una de las especies presentes en el medio de cultivo a partir
de su formulacion original. Ademads, perite analizar las variaciones en la composicion frente a la
modificacién de su formulacién o por adicién de CO; en la corriente gaseosa. Asimismo, es posible
incorporar las caracteristicas propias de las fuentes de agua disponibles, de manera de adicionar
unicamente los elementos del medio de cultivo que sean necesarios, evitando los pasos previos de

acondicionamiento del agua.

Se modeld la transferencia liquido-gas para el O, y el CO,, adoptando para ello el modelo de la doble
capa difusa. Ademds, se determinaron los pardmetros incluidos en el modelo, considerando los
intercambios entre la fase acuosa y las burbujas residentes en el medio de cultivo, y entre la fase

acuosa y la cdmara de aire ubicada sobre la fase acuosa.

Se desarroll6 una metodologia basada en el método de Monte Carlo para la simulacién del campo de
energia radiante dentro de suspensiones de microalgas. Esta metodologia asume al campo de energia
radiante como un conjunto de fotones moviéndose a la velocidad de la luz, y a la suspensiéon de
microalgas como un medio homogéneo con centros de absorcion y dispersion distribuidos a través de

la suspension.
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Se disefi6 un método para la determinacién de las propiedades Optica de las suspensiones de
microalgas. Este método comprende la realizacién de un conjunto de mediciones experimentales
(denominadas transmitancia lineal, transmitancia difusa y reflectancia difusa), la simulacién
numérica del procedimiento experimental (a través del método desarrollado basado en el método
Monte Carlo) y la utilizacién de un programa de optimizacién estocdstico (Algoritmo Genético).
Dichas propiedades Opticas son: los coeficiente espectrales de absorcidon y dispersion de energia
radiante y la funcion de fase. Asimismo, se correlacionaron los coeficiente espectrales de absorcion y

dispersion con las concentraciones respectivas de clorofila y biomasa en la suspension.

Se verificé la validez del método de simulacién del campo de energia radiante y de los pardmetros
opticos obtenidos mediante un experimento totalmente independiente, utilizindose para ello una
fuente de emision no ideal (isotrépica y policromdtica). Este experimento ademds se asemeja a un
reactor abierto tipo opend pond, pero iluminado desde abajo; permitiendo asi comprender hasta qué

punto es necesario considerar la dispersion de energia radiante en suspensiones de microalgas.

Se aplico el método de simulacion del campo de energia radiante utilizando los pardmetros Opticos
obtenidos para analizar la evolucién de las propiedades del campo de energia radiante en el foto-bio-
reactor disefiado y construido durante el cultivo de microalgas. Estas propiedades son: la densidad
volumétrica local de fotones, la densidad superficial de flujo de fotones y la velocidad volumétrica
local de absorcion de fotones. Ademds, se desarrolld una metodologia para evaluar el grado de
estratificacion del campo de energia radiante en el reactor. Esta metodologia permite comparar las
condiciones de iluminacién existentes en reactores con distintas configuraciones y/o iluminados con
diferentes fuentes de radiacion, por lo que constituye una herramienta de valor tanto para el anélisis

de foto-bio-reactores como para su disefio y optimizacion.

Se derivd matemédticamente una expresion cinética para el crecimiento de microalgas en cultivos
foto-autétrofos en condiciones correspondientes a ambientes con baja iluminacién. Dicha expresion
cinética considera a la luz como el sustrato limitante y tiene como variable independiente a la
velocidad volumétrica celular de absorciéon de fotones. Asimismo, se calculdé el valor de los
pardmetros incluidos en la expresidn cinética y se realizaron cultivo de microalgas en diferentes
condicione respecto al a disponibilidad de CO2, comprobdndose la hipétesis de que la velocidad de

crecimiento celular en tales condiciones es independiente de la concentracién de CO,.
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(2) PERSPECTIVAS A FUTURO.

Este trabajo forma parte de un proyecto mayor envergadura llevado adelante en el Grupo de
Innovacién en Bioprocesos (GiiB). Este proyecto intenta abordar el desarrollo de una tecnologia para
la produccién de biodiesel a partir de microalgas oleaginosas, involucrando el trabajo simultdneo de

investigadores, docentes, tesistas doctorales, tesinistas y pasantes.

Actualmente, en lo relativo al cultivo de microalgas, se estidn abordando aspectos vinculados
principalmente con la propagacion de las microalgas; como ser el andlisis de la influencia de la
calidad de luz, la temperatura, el pH y las concentraciones de macro- y micronutrientes sobre el
crecimiento celular y la produccion de lipidos u otros metabolitos. Asimismo se estd trabajando en la
determinacién de una expresion cinética que permita predecir la velocidad de crecimiento celular en

condiciones de alta iluminacién y bajo diferentes concentraciones de CO,.

En el mediano plazo se espera realizar el cambio de escala desde el laboratorio hacia la planta piloto,
a través de la puesta en funcionamiento de un foto-bio-reactor tubular iluminado con luz natural, de
200Lts de volumen de cultivo, el cual esta en etapas de construccion. Las tareas desarrolladas en esta
escala tendran por finalidad la validacion de los modelos desarrollados y la verificaciéon de los
resultados obtenidos en escala de laboratorio. Ademads, los volimenes de cultivo involucrados y la
cantidad de biomasa producida permitird iniciar los trabajos de investigacién y desarrollo vinculados
con el la cosecha y disrupcién de la biomasa; y la extraccidn, purificacion y procesamiento de los

aceites para la elaboracién de biodiesel.

Cabe destacar que el dia 10 de junio de 2013 se celebr6 en dependencias del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca (CABA) una reunién bajo la temética "Cultivo de microalgas y
aprovechamiento de glicerina y residuos agropecuarios con fines energéticos. Primer encuentro".
Participaron de la misma el Dr. Miguel Laborde (FIUBA); la Dra. Maria Veronica Belligni (UN Mar
del Plata); la Dra. Ester Chamorro (UTN Resistencia); el Dr. Horacio Antonio Irazoqui y el Lic.
Heinrich J. Miguel (UNL); el Ing. Tomas Rearte (FAUBA); el Ing. Eduardo Hadad por parte de la
Secretaria de Energia; la Ing. Mi Ra Kim y el Lic. Santiago Calvo (por parte Ministerio de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion Productiva); y el Ing. Agr. Juan Manuel Alderete; el Lic. Miguel Almada,
la Ing. Angela Gracia, el Ing. Agr. Andrés Leone, la Lic. Agustina Branzini, el Lic. Matias Ciani, el
Ing. Agr. Mariano Borras y Lic. Fernando Carlos Zelaschi por parte del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, entre otros. En dicha reunién se establecié como objetivo la conformacién de un

consorcio nacional de investigacién de microalgas con fines energéticos, el cual serd conformado
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inicialmente por el Dr. Horacio Antonio Irazoqui (UNL), la Dra. Ester Chamorro (UTN Resistencia),
la Dra. Maria Verénica Beligni (UN Mar del Plata) y el Ing. Diego Wassner (FAUBA). En este
sentido, a través de las actividades grupales se pretende ademads contribuir a la formacién un dmbito
de trabajo colaborativo e interdisciplinario entre distintos grupos que se complementen y potencien
mutuamente, generando una metodologia de trabajo aplicable a otros proyectos tecnolégicos que

podran ser encarados sobre la base de relaciones, procedimientos y acuerdos preexistentes.
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ANEXO CAPITULO 2: CALCULO DEL RADIO MEDIO DE BURBUJA A
PARTIR DEL RADIO MEDIO DE PORO EN LA PLACA DIFUSORA.

La hipdtesis propuesta es que las burbujas se forman en el instante inmediatamente posterior en el

cudl la fuerza de flotacién de la burbuja supera la tensién superficial.

Liquido

Placa Difusora

Figura 1: Esquema de la formacién de burbujas sobre la placa difusora de aire. TS: Tension superficial. Rg: Radio de
burbuja. Rp: Radio del poro. Fr: Fuerza de flotacién.

La fuerzas de flotacion y tension superficial puede expresarse de la siguiente manera:

4
FF:VBg(pL_pG)zgﬂ-RBg(pL_pG) (1)
F =7nDysin B=27R,ysin (2)

La burbuja se desprende cuando la fuerza de flotacion iguala a la fuerza de tension superficial

V8 (P, —pg)=27R,ysin 3)

El volumen de la burbuja V, serd igual al de la esfera V, menos el volumen del casquete V,

V, =V, -V, 4)

Por lo tanto:

(VE_VC)g(pL_pG)ZZﬂ-RPySinﬁ )

El volumen de la esfera y el casquete son, respectivamente:
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4

V, =—7R; (6)
3
1 s . . 3

V. =§7Z'RE (2—3sma+sm a) (7)

Con lo cual, la Ecuacién 5 puede ser reescrita de este modo:

4 1 . ) .
[5 7R} —gﬂ'RZ (2—3sma +sin’ a)} g (pL —pG) =27R,ysin B (8)
A partir de la Figura 1 es posible asegurar que

R, =R, cosa )

Luego:

3 3
SR ] R3 (2 3sin +sin’ 05) 8(pL—ps)=27R,ysin (10)
3 cos’a 3 cos’a

Por otro lado, el vector E que determina la posicién del centro de la esfera segin el sistema de

coordenadas descripto en la figura es:
E=R,cosax+R,sinay+0z (11)

La funcién para la circulo que describe la esfera en el plano XY cuando z =0 es

R:=(x—R,cosa) +(y—R,sina)’ (12)

y:\/Ré—(x—REcosa)erREsina (13)
La derivada de y(x) en funcién de X es:

d (R, cosar —x)

(14)
\/R x R, cosa)
El valor de la derivada dy/dx evaluadaen x=0 es:
[dy]] (R, cosa) (15)
Ldx ] \jR (R, cosa)
dy B cosa 1 — tan 3 (16)
L dx |, \/(1 cosa) T tana
cosa  sinf 17

sin - ,?1_Sin2ﬁ
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Para un radio de poro R, conocido, a partir de las Ecuaciones 10 y 17 obtenemos un sistema de dos

ecuaciones con dos incognitas:

3 1 3
T % [2+3(1—cos2a)4—(1—cos2a)4}g(pL—pG)—ZﬂRﬂsinﬁ:O (10)
3cos’a
cos & sin 3 _0 (17"

J1—cos? a _\/l—sinz,b’ -

Luego, a partir de sin /, considerando la Ecuacién 3, el valor de R, puede calcularse segun:

3R,ysin 3
R, =| el S (18)
(Qg(pL—pG)J
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A PARTIR DE LA RESOLUCION

+

ANEXO CAPITULO 3: CALCULO DE m,

DEL SISTEMA DE UNA ECUACION CON UNA INCOGNITA.

Despejando m, . para resolver como un polinomio mediante el Mathematica®.

K Mer % 2K Mer Peo,

al m aZKaI mZ 2
K 0 7Hco; Y ycoﬁ’

m, . = = + +

Ty oy
e o, T K % +K % o, + K. = +K %

a2 Kul 2 2 MZKa]

mH‘yH‘}/HCO; mH‘7H‘7CO§ mH‘7H‘7HCO; mZ‘Vé‘}’cog
Reordenando
(mw —KWJ{H K,—1  yk,Kk, 1 J: K, ——0 42K K, ——
My VY on- my.¥ *71-160; My ¥ g 7/(?0_5’ mH*yﬁ*yﬂcog My 7 g yco;’
Por propiedad distributiva
m - K, , Ky _ : zK”'KW . KuéKa, - K,;ZK“,KW Sk, ok k. : mZCT
My YuVou Vi 71160; My ¥ e 71160_; Yo My 711*}/60_5’ M. 7H*ycof’ Yon- e yHco; e 7co§’

Luego de reordenar:

m._. + +
. K..K,K, " KaZKw}/HC(); " K., K, K, KazKWJ/HCOE K((Zyyco; K,

Definiendo la funcién error segin:

3 2 2 2
, [ VT eor You ]+ . [yﬂag You }r . [_ TuTeor  Vutow Ml Teo Tor J+ - {_ Vi Veor  2MalyVou ]_ -0

KaZKale " KaZKw}/ "

HCO7

K,.K, K KK,y

w

K

HCO;

4
Error = m,. (

1,0E+14 -
Error
8,0E+13

6,0E+13 - (o]
4,0E+13 -
2,06413 <o
<o
0,0E+00 . o

1,18E-04 1,20€-04 1,22E-04 1,24E-04 1,26E-04
-2,0E+13 o

m

H+
-4,0E+13 - ©
<o

-6,0E+13 -

Figura 1: Valores para la funcién Error en funcién de la tinica variable my,
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ANEXO CAPITULO 5: EL CAMPO DE ENERGIA RADIANTE COMO
CONTINUO.

En este Anexo se describen los sistemas de ecuaciones que permiten resolver la transferencia de
energia radiante como un conjunto de ecuaciones continuas. El objetivo es definir con claridad cada
una de las propiedades incluidas en los fenémenos de transferencia de energia radiante, mediante las
cuales es posible describir y caracterizar al capo de energia radiante dentro de las suspensiones de
microalgas. El principal proposito de este Anexo es establecer un vinculo entre ambos tratamientos:
como un conjunto de fotones moviéndose a una velocidad constante ¢ o como ondas
electromagnéticas propagiandose en un medio participativo. El andlisis que se realiza aqui y los
resultados que se obtienen resultan imprescindibles para la interpretacion de los antecedentes
bibliograficos y la comparacion de los resultados obtenidos en la presente tesis con aquellos
reportados por otros grupos de investigacion, en los cuales se utilizan y describen otras propiedades

del campo de energia radiante, empleando diferentes enfoques para el andlisis de la radiacion.

1- La Transferencia de Energia Radiante.

La Transferencia Radiativa es el fendmeno fisico de transferencia de energia en la forma de

radiaci6n electromagnética. La potencia procedente de la superficie elemental, real o virtual 44, que

incide sobre la superficie, también real o virtual AA,, (Figura 1), ambas en un medio transparente a

la radiacion de longitud de onda A (esto es, medio no participativo para dicha longitud de onda),

puede representarse por la siguiente expresion

AE/(ll,z) _ L(;,z) (L’pgl,z,t)ﬂiﬁ ¢ (7:11 -Q1,2)AA1 gﬁz -Qz,l)AAz (1)

hia
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Figura 1.

En la Ecuacion 1, AEQ‘Z) es la energia monocromadtica procedente de la superficie elemental A4, que
incide sobre la superficie elemental AA, durante el lapso A ; L)? (I_’I,Qm,t) es la intensidad
(propiedad escalar) de radiacion monocromatica con longitud de onda A4, asociada al haz de energia
radiante emergente (procedente) de la superficie elemental 44, que se propaga en la direccién Q,,Z
en el instante 7; 4A es una superficie elemental (real o virtual) ubicada en la posicién r,; 4A, es
una superficie elemental (real o virtual) ubicada en la posicion ,,; 5, es un vector unidad normal a la
cara expuesta al intercambio radiante de la superficie elemental AA, con la superficie elemental AA,;
7, €s un vector unidad normal a la cara expuesta al intercambio radiante de la superficie elemental
AA, con la superficie elemental 44 ; !_AQLZ es un vector unidad segin la direcciéon que une los

“centros” de las superficies elementales en situacion de intercambio, orientado desde la superficie

4A hacia la superficie 44,; £, es un vector unidad segin la direccion que une los “centros” de
las superficies elementales en situacion de intercambio, orientado desde la superficie AA, hacia la

superficie 44 ; y 1, =1, es la distancia entre los “centros” de las superficies elementales en

situacion de intercambio.

El miembro de la derecha de la Ecuacion 1 puede separarse en un factor “energético” y un “factor

geométrico’:

259



Ql,z ) AA1 (i’z ’ Q2,1 ) AAz
2

AE/(J'Z) = Lg’z) (L’],Q,,z,t)A/Mt (él .
. I

factor " energético” . v (2)
actor " geométrico"
8

Definimos un elemento de dngulo sélido alrededor de la direccién 2,, de la siguiente manera

A

~ El ’-(_22,1 AAZ
A9, = % 3)
1,2

donde el numerador (7:!2 'Qz’l)AAz representa la proyeccién de la superficie elemental AA,, cuya

normal sobre la cara expuesta al intercambio es 7,, sobre el plano perpendicular a la direccion

A

Q,, =—0,,. Con esta definicion, la expresion de la energia monocromdtica procedente de la

superficie elemental 4A, que incide sobre la superficie elemental AA,, puede ser escrita de la

siguiente manera:

AESILZ) = L(/II‘Z) (’_’1’!_?1,2,1‘) AQ1,2 (7_31 ) QI,Z )AA#M'AI = L(;{‘Z) (El’Ql,z’t)AQLz cos O, AA ALAt 4)

[

cos 6,

La cantidad de energia monocromatica procedente de la superficie elemental 44, por unidad de

tiempo, por unidad de drea transversal (ﬁl 'QI,Z)AAI, y por unidad de dngulo sdlido, que se

encuentra contenida en el haz incluido en el 4ngulo sélido elemental AQ,,Z , alrededor de la direccion

de propagacion £2,, es

A

AE?) )
A = L(/ll‘z) (fl:Ql,z’t) 5 AQ,, =sin6, A6, Ag, &)

(ﬁ] ’ QI,Z ) AA1AQ1,24MAI

A

En la Ecuacién 5, L(Am) (L’ T Qm,l ) es el valor medio de la intensidad del haz energia radiante que
procede de la superficie elemental (pero finita) 44, , y estd contenida en el dngulo s6lido elemental

(pero también finito) AQL2 con vértice en 44, .

Por otro lado, la cantidad de energia monocromética procedente de la superficie elemental 44, por
unidad de tiempo y por unidad de drea, que se encuentra contenida en el haz incluido en el dngulo

s6lido elemental A.(_AQL2 , alrededor de la direccion de propagacion Ql‘z es
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=Ly (KI’QI,Z’I)AQI,Z (ih 'Ql,z) = L(/ILZ) (f]:Ql,z’t)AQLz cos 6, (6)

2- Intensidad de Radiacion Monocromatica

El andlisis precedente estd centrado en la superficie elemental A4, y en la direccién y divergencia del
haz (ésta dltima expresada por el dngulo sélido elemental que contiene su energia radiante). Las

expresiones 5 y 6 serfan formalmente las mismas para cualquier superficie elemental receptora 44, ,
con cualquier orientacién, y que se encuentre a cualquier distancia de la superficie elemental 44,
con tal que esté delimitada por el cono que define el dngulo sélido A.(_AQL2 . En otras palabras, con tal
que su proyeccion sobre el plano transversal a la direccion .(_AQ,‘Z sea proporcional al cuadrado de la

distancia 1, entre ambas superficies.

Con estas consideraciones, la superficie elemental AA, se torna un auxiliar innecesario. Los
subindices / y 2 pierden significado, con la condicion de que la direccion 2=, parta de la

superficie de procedencia de la radiacién (anteriormente 4A4,). La Ecuacién 5 representa entonces la

cantidad de energia monocromatica emergente (procedente) de la superficie elemental AA, por

unidad de tiempo, por unidad de drea transversal (fl 02 )AA , y por unidad de dngulo sélido AQ, que
se encuentra contenida en el haz incluido en el dngulo sélido elemental AQ , alrededor de la
direccion de propagacion Q

En el limite (AA,AQ,A/LAI)—)O , la Ecuacién 5 representa la Intensidad de Radiacién

Monocromatica (esto es, de una dada longitud de onda 1) L (E 0t ) , asociada a un haz de energia

radiante procedente de una superficie dA ubicada en la posicién I, que se propaga en direccion £2

(para mejor visualizar los detalles geométricos implicados en esta definicion, referirse a la Figura 2):

. lim AE ~ d"E
LE(Z’Q’I)_(AA,AQ,AA,N)—>0 (ﬁ'Q)AAZIQAﬂ,At _(é-Q)d(z)Adé)Qd/ldt v

La Intensidad de Radiacion Monocromatica L, (Z NN ) es la cantidad de energia radiante que
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fluye en la direccién .Q por unidad de drea a través de la proyeccion, (ﬁ Q)d(z)A, de dicha

superficie diferencial sobre el plano normal a ©; por unidad de dngulo sélido elemental d(z)f)
alrededor de la misma direccién; por unidad de longitud de onda alrededor de A, y por unidad de

tiempo alrededor del instante ¢.

Figura 2.

En términos de la Intensidad de Radiacion Monocromatica, el limite diferencial de la Ecuacion 4 es:

dEY =L, (Z,Q,r)d(z)g(ﬁ-g)d(z)Ad/l di=1L, (g, (_”z,r)d@g cos0dPAdAdt (8)
H/_/

cos@

donde d(z).Q =sin@d0d¢

Teniendo en cuenta que sin@ d@ =—-d (cos 49) , y definiendo la variable ;= cos@:
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dES =—L, (r.u.p.t) udpdpd® AdAdr )

3- Vector Densidad de Flujo Radiativo Espectral Neto

Consideremos una superficie diferencial virtual dA , ubicada en una posicién 1 dentro de un campo
radiante, tal como se muestra en la Figura 3. La energia radiante que atraviesa dicha superficie

debido al haz de intensidad L, (I_’, y7 ¢,t) y direccién Q(0,¢) , durante un lapso dt, esta dada por la

Ecuacién 9. La contribucién a la magnitud de la Densidad de Flujo Radiativo Espectral Local debida

al haz de intensidad L, ( T, ¢,t) y direccién Q(Q,qﬁ), entendida como la energia radiante que porta

el haz considerado, por unidad de area transversal (,U d (2)14); por unidad de tiempo, y por unidad de

longitud de onda es, de acuerdo a la Ecuacién 9:

dE(ﬁ)
d%q, (Lﬂ’é’if):( b =L, (r,mpt)dudg (10)

,ud(z)A)dxl dt
La contribucién de caracter vectorial, d (z)gﬁ (I_’, M, ¢,t), se obtiene multiplicando la magnitud, dada

por la Ecuacion 10, por el vector unidad Q(O ¢#) que representa la direccién de propagacion del haz:

d%q (r,18,1)=-2(uw)L, (r.14.t)dudg (1)

donde

A 2 1/2 A . A A . A . A A A
Q(,u,¢) = (1—,u ) (cosqﬁgl +sm¢g2)+yg3 = szn@(cosqﬁg] +sm¢g2)+00s¢9g3 = .Q(é’,¢) (12)
Definiremos el Vector Densidad de Flujo Radiativo Espectral Neto q, (r.t), al resultante de
componer vectorialmente las contribuciones d (2)% (1_’, M, ¢,t) de los haces que pasan por la posicidn

r en el mismo instante ¢, pero con distintas direcciones Q( 1P):

q,(rt)=[d2QL,(r.21)= fd¢fdﬂ Q(u )L, (r.6.111) (13)

donde Q( u,¢) estd dado por la Ecuaci6n 12.
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La Ecuacién 13 ha sido obtenida considerando que la suma vectorial de las contribuciones

d (2)51/1 (f, y7A ¢,t) de los haces que pasan por la posicién I en el mismo instante ¢, pero con distintas

direcciones Q( 1,$), equivale a la integracién sobre todas las direcciones posibles.

S

dA

I~

Figura 3.

4- La Densidad de Energia Radiante.

Consideremos un elemento de volumen inmerso en el campo radiante en una posicién 7, que recibe
radiacion debido a los haces que lo atraviesan en todas las direcciones posibles. Este volumen

contiene en cualquier instante ¢ cierta cantidad de energia radiante residente en el mismo.

Consideremos uno de esos haces monocromdticos, como el que se muestra en la Figura 3. Debido al
mismo, la cantidad de radiacién monocromatica por unidad de drea y por unidad de tiempo, que

atraviesa la proyeccion transversal a la direccién de propagacion del haz de una superficie

elemental, virtual, ubicada posicion 7, es
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. dOE . .
dVq (r,01)= i =1 (r,0t)d?Q (14)
(n21) dPA cosOd Adt (n2r)d?'2

La Ecuacién 14 representa la contribuciéon a la densidad de flujo local de energia radiante

monocromatica, debida al haz de radiacion monocromatica considerado.
Ahora bien, el haz se propaga en la direccién 2 con la velocidad de la luz ¢ en el medio

(e . . . . 2 .
macroscopico, portando una densidad de energia radiante monocromatica d( )eﬂ (i_” 42,1 ) Por lo

2 A ., ) -
tanto, d ( )q p) (i_’ 4t ) puede también ser escrita del siguiente modo:

g, (r.21)=cd%, (r.Q1) (15)
De las Ecuaciones 14 y 15, inmediatamente surge que el aporte del haz considerado a la densidad de

energia radiante alrededor de la posicién I, es

A

d%e, (r.21)=La%q, (r.00) =11, (r.01)a" & (16)
C C

Sumando las contribuciones de todos los haces cuyas trayectorias pasan por la posicion 7 en todas

las direcciones posibles, tenemos que la densidad local de energia radiante es:

e (en)=2 a1, (r00)=" [ apfaut, (e m) (7
2 0 -1

Ademds, si consideramos que mientras no cambie la composicién del medio el campo radiante

permanece inalterado:

el(r)zéidQLﬁ (K,Q)Zézfd(ﬁjdﬂh(z,ﬂ,(/ﬁ) (18)

5- La Ecuacion de Transferencia de Energia Radiante (RTE). Fenémenos Intervinientes

Consideremos la coordenada S en el sentido 2 de propagaciéon de un haz de energia radiante

monocromadtica en un medio participativo (absorbente y dispersante). Consideremos ademds un

cilindro recto elemental de seccion transversal AA y altura AS , cuyo eje coincide con la direccion

AS en la direccién arbitraria £2 de propagacién del haz de radiacion monocromética de intensidad

L, (S,Q,l), tal como se muestra en la Figura 4.
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La intensidad de radiacién monocromadtica en el punto de ingreso y en el de salida del elemento de
volumen son L, (S NON: ) y L, (S +A4S, 0t ) , respectivamente. En las secciones que siguen, se

analizaran los fenémenos que contribuyen al cambio de la intensidad de radiacion monocromatica

del haz a lo largo de la distancia

L,(S5+45,0.1)

Figura 4.

6- Absorcion de radiacion

Consideremos la coordenada s en la direccién {2 de propagacion del haz en un medio absorbente.
Consideremos ademds un cilindro recto elemental de seccién transversal AA y altura 45, cuyo eje

coincide con la direccion de propagacion del haz de radiacién monocromadtica, tal como se muestra

en la Figura 5. La intensidad de radiacion monocromatica en el punto de ingreso y en el de salida del

elemento de volumen son L, (S ,Q,t ) y L, (S + A4S, Q,t ) , Tespectivamente.

La expresiéon de la energia monocromdtica que ingresa al elemento de volumen a través de la

superficie virtual ubicada en S, es:
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4.0

AE, ,(S)=L,(S,2.) A2 AA A3 At (19)

L,(S+45,2t)

AS

[95)
A 4
A
\ 4

Figura 5.

Por otro lado, la energia monocromdtica que egresa del elemento de volumen a través de la

superficie virtual ubicada en S + AS , es:
AEM(SMSJ):LASMS,Q,:)AQ AA AX At (20)

Designemos AE%;)(S ) a la radiaciéon que es localmente absorbida por el material cuando el haz
avanza una distancia AS en el medio.

Para la radiacion que es localmente absorbida por el material, se propone la siguiente expresion

constitutiva
AES) (S.t)=a,(S.1)L; (L-QJ)AQ AS AAMAL =, (S,t)L, (S, 1. 9.1) Au Ap ASAALAL  (21)

donde «; (S ,t)es el Coeficiente Volumétrico Espectral de Absorcion local.

7- “Out-scattering”: Pérdida de energia radiante del haz con direccion de propagacion Q por

dispersion de los rayos en nuevas direcciones de propagaciéon 2'.

Nos referiremos a la Figura 6, pero para considerar, otra causa de pérdida de radiacién por parte del

haz que se propaga segtn la direccion £2. Esta es la pérdida de energia radiante por deflexion a causa
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del medio participativo, de una fraccién de los rayos incluidos originalmente en el haz que se

propaga segun la direccic’)nQ .

Consideremos, como lo hicimos anteriormente, la coordenada S en el sentido {2 de propagacién del
haz en un medio dispersante. Consideremos ademds un cilindro recto elemental de seccién
transversal AA y altura AS , cuyo eje coincide con la direccion de propagacion del haz de radiacion

monocromética de intensidad, tal como se muestra en la Figura 6. La intensidad de radiacion

monocromética en el punto de ingreso y en el de salida del elemento de volumen son L, (S 0t ) y
L, (S +A4S, Ot ) , respectivamente.

La expresion de la energia monocromdtica que ingresa al elemento de volumen a través de la
superficie virtual ubicada en §, estd dada por la ecuacién 19, mientras que la energia monocromatica
que egresa del elemento de volumen a través de la superficie virtual ubicada en S+ AS , estd dada

por la Ecuacion 20.

9%
A 4
A

o

)
A 4

Figura 6
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Designemos AE;O;;SC) (S ,t) a la radiacién que pierde el haz localmente, por dispersién hacia afuera

(“out-scattering”) a causa del medio dispersante, a lo largo de la distancia AS . Para la radiacién que

es localmente dispersada por el material, se propone la siguiente expresion constitutiva
AECS)(8,6)= &, (S1)L, (1, 2) AQ AS AAMAL=E, (S,t)L, (S, s §t) A AP ASAAKAL - (22)

donde ¢, (S ) es el Coeficiente de Dispersion (Scattering) Volumétrico Espectral local.

8- “Out-scattering”. La funcion de fase:

Una fraccion elemental de la energia perdida por el haz de direccion Q debido al “scattering” por

Al

el medio dispersante, es ganada por otro haz de direccién {2 , que pasa por la posicién
r=(S+ aAS)Q, con (O <a< 1). La fraccién diferencial de la energia perdida por dispersion por el

Al

haz de direccion Q que es captada por un haz de direccién 2 , depender4 de la probabilidad de que

Al
la energia incidente con la direccién 2 sea deflectada en la nueva direccién £2 por el medio.

Representaremos esta probabilidad condicional o de transicion de la siguiente manera

LB(Q.Q’de’ 23)
4

En la ecuacién 23, B (_(_AQ . _(_AQ'j es la funcion distribucion de probabilidad de transicion o “funcion

de fase” asociada al suceso consistente en que la energia perdida por el haz de direccion _Q
alrededor de la posicién r =(S +aAS) £, debido al proceso de dispersién, sea capitalizada por un

Al
haz de direccién £2 que pasa por la misma posicién I .

En las expresiones anteriores

a A . . A A 12 A . A A
Q:sin900s¢g1+sm0sm¢§2+c0s6?§2=(]—,uz)/ (cos¢§1+sm¢§2)+,u§2 (24-a)
.(_AQ' =sin0'cos ¢ ¢, +sin@ sin g’ ¢, +cos 0' ¢, = (]—,u'2 )]/2 (cos @' é,+sing é,)+ ' é, (24-b)
- A ’ ' 2 12 12 /2 ’ ’

Q-Q (st u)=(1-12) " (1-1%) " cos (¢=¢')+ 1 (24-¢)
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dQ =sind d0' d¢' =—dy' dd' (24-d)
La energia total perdida por haz de direccién Q alrededor de la posicion 7, debido a la dispersion

por el medio, se distribuird en todos los haces que parten de dicha posicién I en forma divergente

Al

con todas las posibles direcciones Q De la definicién de B[.Q _(2 j, se sigue la condicién de

normalizacion

1=££dQ'B(Q-Q'j ——Idﬂdu B(g ;¢ 1 ——Id¢jdﬂ B(gu:p. i) (25

Estamos en condiciones de establecer que la fraccién de la energia perdida debido al fendmeno de

“out-scattering” por un haz con direccion Q a lo largo de la distancia elemental AS , que es captada

Al
por un haz de direccién £2 que atraviesa la posicién r = (S+aas)£2, es

AE(") (S,Q',tj =&, (S.1)L, (r.2,t) A2 45 AAAMMEB(_Q lo, j

(26)
S,t B Y .
A )L (E,Q,t) B| Q-0 |AQ AS AAAAA
4 g
Ahora, sumando para todas las posibles direcciones divergentes Q
A2 (5,1) = [ d.@ aEls) S,Q’,t]
-Q'

(27)

=&, (S.0)L, (r.21) i de’B(Q-Q’)AQ AS AAN A

1

recuperdndose asi la ecuacidn constitutiva 22.

El ejercicio desarrollado entre las Ecuaciones 23 y 27, podria parecer fitil a primera vista, porque al
final del mismo se recupera un resultado conocido desde su comienzo, en la seccién previa. Sin
embargo, a partir del concepto de “out-scattering” y con el desarrollo de las ecuaciones que lo
gobiernan, se echan las bases para simular la deflexién de fotones de sus respectivas trayectorias al
encontrar un centro de scattering en el medio, asignidndoles mediante técnicas de Monte Carlo,

nuevas direcciones en forma aleatoria, como se vio en el capitulo correspondiente.
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9- “In-scattering” de radiacion (Ganancia de energia radiante por dispersion) debido a la

Al

deflexion de rayos con direccion genérica {2 para sumarse a la direccién de propagaciéon Q.

Nos referiremos a la Figura 7, pero como anteriormente, para considerar de manera separada de los

otros fendmenos que ocurren simultineamente alterando la cantidad de energia del haz, sélo el
aporte a la radiacion del haz que se propaga segin la direccién Q, debido a la deflexién por parte del

medio participativo de una fraccién de la energia radiante de los haces que se propagan segtn la

Al A
direccion genérica (—.(_2 ) , para ser sumadas localmente al haz que se propaga segin 2.

Consideremos, como lo hicimos anteriormente, la coordenada S en el sentido {2 de propagacién del

haz en un medio dispersante. Consideremos ademds un cilindro recto elemental de seccion

transversal AA y altura AS, cuyo eje coincide con la direccion de propagacion del haz de radiacion
monocromitica de intensidad L, (S ) Q,l ), tal como se muestra en la Figura 7. La intensidad de
radiacion monocromética en el punto de ingreso y en el de salida del elemento de volumen son
Lﬂ (S,Q,t) y Lﬁ (S +AS,.Q,I ) , respectivamente, debiéndose la diferencia, en este caso, a la

contribucion seialada del “in-scattering”.
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LA(SWAS,—Q'J)

L(S+45,02:1)

9%]
A 4
A
AN
%)
v

Figura 7.

Designemos AEX’Z“)(SJ) a la radiacion que gana el localmente haz de direccion Q por la

Al
contribucion dispersiva de otros haces con distintas direcciones genéricamente designadas (—Q j

(“in-scattering”) cuando el haz avanza una distancia AS .

Supongamos que una fraccion diferencial de la energia radiante de un haz de direcciéon de

propagacion (—_(_AQ’] es perdida por dicho haz al incidir sobre la posicién Z:(S+aAS)Q, con

(0O<a<l1), debido a “scattering” por el medio dispersante, y que dicha fraccion adquiere la

direccién £2. La fraccién elemental de la energia perdida por dispersiéon por un haz de direccién

(—!A)’j que incide sobre la posicién I, y que es captada por el haz de direccion Q , dependerd de la

probabilidad de que los rayos de energia incidente con la direccion (—_(_A)’j sea deflectada en la
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direccion 2 por el medio. En forma similar a lo hecho en la seccién anterior, designaremos esta

probabilidad condicional o de transicion de la siguiente manera

LB(—Q'-Q}JQ (28)
4

En la Ecuacién 28, B(—_(_AQ’ [_?j es la funcion distribucion de probabilidad de transicion o

Al
“funcion de fase” asociada al suceso de que la energia perdida por un haz de direccién (—.(_2 j en el

punto de incidencia r =(S +aAS )Q debido al proceso de dispersion, sea capitalizada por el haz de
direcciéon .Q .

La energia total ganada por “in-scattering” por el haz de direccion _Q alrededor de la posicién 7,

debido a la dispersion por el medio, provendré de las contribuciones de todos los haces que inciden

Al

dicha posicion ¥ en forma convergente, con todas las posibles direcciones (—.(_2 j Debido a la

Al A
definicion que hemos hecho de B(—.(_Q -_(_2) , de lo anterior se sigue la condicion de normalizacion

1=t [ag B(—Q’ -Q) (29)
4 o

La condicion de normalizacién 29, debe ser compatible con la condicién de normalizacion de la

Ecuacién 25. Esta compatibilidad se demuestra en el Apéndice 1, de cuya Ecuacién 4 se concluye:

Jad 5(-d 0= [ad B -0)-1 G0)

Estamos en condiciones de establecer que la energia ganada por el haz de direcciéon {2 proveniente

Al

del haz incidente en la posicién r=(S + aAS)Q con direccion (—.(2 j serd entonces igual a

. At S,t Al A At ~
AE(" )(S,Q ’IJZMB(_Q -Qle (L‘,—Q ,l‘jAQ AS AAAtAA (31)

nsc
AL 4 -

Ahora, sumando para todas las posibles direcciones incidentes

273



Q'
(32)
S ey s (0 \B(-@ @) a2 a5 aasar
= j QL|r-Q.1|B|-Q-Q||AQ AS AAAA
De acuerdo a la Ecuacién 3 del Apéndice 2,
[a2 B(—Q’ !_2) L, (z, —Q',rj = [a2 B[Q’ QjL [z, er (33)
2 2
Por lo tanto, 1a Ecuacion 32 puede escribirse de la siguiente manera
a5 (5,0 =5 140 B[ &0 \1, (1.0 1 | 402 45 ansnn
v (Sa)== = [dQ B| Q-2 |L|r.Q.1|AQ (34)
!;7

10- Construccion de la Ecuacion de Transferencia de Energia Radiante (RTE)

Recurriendo a la Ecuacién 16, y refiriéndonos a la Figura 4, la cantidad de energia radiante

monocromética en el elemento de volumen AV = AA AS en los instantes ¢ y ¢+ Ar, puede ser

expresada de las siguientes maneras

Ae, (S+aAS,2,t)AA ASAL = I g, (S+aAS, 2,t)44 4542
C
(35)

=y (S+aAS,2.1) AQ AA ASAA
C

Del mismo modo, la cantidad de energia radiante monocromética en el elemento de volumen Ay en

el instante ¢+ Az, es

Ae, (S +aAS,Q,t+At)AA ASAA = 1Aqﬁ (S +aAS, Ot +At)AA ASAA
C
(36)

=1Lﬂ (S +aAS,Q,t+At) AQ AA ASAA
C

La expresion de la energia radiante monocromatica “acumulada” en el elemento de volumen Ay

durante el lapso A7, debida al haz de energia radiante monocromatico de longitud de onda A que se

propaga con sentido {2 en un medio participativo, es
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AEL" (8,1) = é[LA (5. 2.1+4)-L, (S.Qtﬂ AQ AA AS (37)

La expresion de la energia monocromdtica que ingresa al elemento de volumen a través de la

superficie virtual ubicada en S, es

AETS(S,t)=L, (S, 2.t) AQ AA A At (38)

Por otro lado, la energia monocromdtica que egresa del elemento de volumen a través de la

superficie virtual ubicada en S+ AS , es:

AEYS (S+4S,1) =L, (S +4S,2,t) AQ AL AL At (39)
Un balance de energia radiante conduce a la siguiente expresion

'(8.1)—AEV"2) (8,1) (40)

abs
4.0

AES (8.1)= AET (S.1) + AEL

'(S.1)— AE}% (S + 4S,1) - AE!
Dividiendo ambos miembros de la Ecuacién 40 por el producto A.Q AA Av At , tenemos

A (S:) _ AETR(S) AEVS)(S.1)  AEY(S+4S)  AES)(S.n)  AETRY(S.1)

- = . : . - 41
AQAAM At AQAAAL At AQAAAL At AQAAAL At AQ AAAL At AQ AA AX At “1)

Sustituyendo las expresiones de las Ecuaciones 21, 22, 34, 37, 38 y 39, en la Ecuacién 41, se obtiene

| [g(S,Q,wAr)—LV (s.21

)} AS=1L, (S,.Q,t)+m[jd[_§'3(g' Q]L (S,Q',tﬁAS

c At 4 (42)
—L,(S+48,Q2,t)-a; (S,1)L,(S,21) AS =&, (1)L, (S,2.1) 4S
Reordenando la ecuacién 42, obtenemos
l[Ll(S,Q,HAt)—Li (5.21)] L (5+45.2.0)-L,(5.2.1) i
c At AS (43)
~ S,t At Al A At
—[al(S,t)+§l(S,t)]Lv(S,.Q,t)+éfm )}!;dQ B(Q -QJLA(S,.(_) ,tj
Finalmente, en el limite (Az,4S)—0
laLl(S,!_A),t)+6L1(S,Q,t)+[a (5.4, (S0 (5 Qt):@(s,t)jdé’B(Q'.QjL (5 Io) tj (44)
c ot oS A A AT 4z Q,_ = =)0

En coordenadas esféricas (Figura 8):
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A . A . . A A ]/2 A . A A
Q=sinbcospe,+sinfsinge,+cose; :(]—uz) (cos¢e_31 +szn¢(_32)+y e,

A "o ' 2 ’ A . ra ra
Q (4. #)=(1-17)" (cos ¢ é,+sing é,)+u' ¢,
dQ =sin0'd0'dy =—dudd
Por lo tanto, la Ecuacion 44 puede ser escrita de la siguiente manera

16LA(S,/A¢J)+5Lz(5’ﬂ’¢”)+[al (S.0)+&,(S.1) L, (S, . 8.1)

c ot oS
& (8.1)
A

= [de'[du'B(u ¢ 1)L, (S 1, 4'1)

0

Segun la “regla de la cadena” de la derivacion de una funcion de otra funcion, tenemos

oL, ($.21) oL, <Z,Q,t)%+8LA (g,[_},r)&ﬁg (£2:1) ax,
os o, dS ox, dS ox,  dS

dondeLE (E,Q,t) = L/1 (xl,xz,x3,Q,t),

(45-a)

(45-b)

(45-c)

(46)

(47)

Si nos referimos a la Figura 8, vemos que tanto el vector posicion ' como el vector unidad 2 (este

ultimo representa la direccion de propagacion del haz), pueden ser expresados de la siguiente manera

Q

it TR A

v

Figura 8.
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r=x6+x,6,+x,¢, (48.a)
Iy =Xip€ + X506, X085 (48.b)
Q=06 +02,é,+2¢, (48.c)
El vector posicion I que describe la trayectoria rectilinea del haz puede expresarse del siguiente

modo

r=ry+2(S-5,) (49)

También, en términos de sus componentes

X, =%,+£2(S-S,) ; i=1,23 (50)
de donde

& _g ; i=12,3 (51
ds

Sustituyendo las Ecuaciones 51 en la 47

oL, (S, 21) Q@Ll(r,!.?,t) éﬁLl(r,Q,t) éaLl(;_f,[_.z,r)

s a7 a0 e
1 2 3 (52)
|:‘Ql ¢ +£2, ¢ +02 4 }Lg(f’g»t)zg _Lz(f’-(_j»t)
X, X, = Ox,
Luego, de las ecuaciones 44 y 52, tenemos
OL r,Q,t . P
lMJFQ % (E_(_z ) [ (r.1)+¢, rt)]LA(Z,_(_z,z):
c ot
(53)
1 Al Al A Al
%g,l(f )IdQB(Q 'Q)LA(E:QJ)
4
0o
oL (K,Q,t)
En nuestras aplicaciones, ¢ >>—————=, por lo que la Ecuaciéon de Transferencia de Energia
1
Radiante, se reduce a la expresion siguiente:
QL (1. 21)+[ e (1.0)+&, (r.t) L, (1. 21) = & (r1) [d QB(Q . _(}le [r,fj,tj (54)
- T o - - T 4r f!_ - T

Donde, en coordenadas rectangulares
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A PR S (55)
ox, 0ox, ox,

Esta ecuacion, tal como estd presentada, es la Ecuacién de Transferencia de Energia Radiativa,

valida para medios que no emiten energia. El hecho de que no figure en ella un término que
contenga una derivada parcial de la intensidad L, (I_” NN )con respecto al tiempo, manteniendo el

resto de las variables constantes, implica que tanto la intensidad, como las propiedades del campo

radiante que de ella se derivan, no dependen explicitamente del tiempo, sino que lo hacen a través de

los pardmetros opticos del medio (por ejemplo, a través de a; (r,) y &, (r.1)) y de las condiciones

de contorno (por ejemplo, estrategia de irradiacién). La resolucién de esta ecuacién integro-
diferencial, permite conocer la intensidad local de energia radiante y las propiedades derivadas de la

misma.

11- El Balance Diferencial de Energia Radiante Monocromatica.

Recordemos primero el caso de un componente i en una solucién, con una concentracién masica
instantanea local p, (;_f,t), y que se produce con una velocidad de reaccion neta instantdnea local
;;. (Z,t), la que sera positiva si el componente es un producto, o negativa si es un reactivo. Ademas,
designemos q. (r.t) ala densidad de flujo mdsico vectorial del componente i , también instantdneo y

local. De la teoria de los fendmenos de transporte de materia, sabemos que el balance diferencial de

componente i es:

%pi(r_",t)+z-q (r.r)=r(r1) (56)

=)

En esta seccion, estableceremos un balance diferencial andlogo para la energia radiativa

monocromadtica de longitud de onda 4. Con este propdsito, integraremos la Ecuacién 53, término a

término, sobre todas las direcciones de propagacién £2:
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3 3 (57)
AL [a0 de'B(Q' _Q) L](r,f)’,t)
dr |y .
2 Ie)
4zzc'e:(1,l)

Teniendo en cuenta la definicion del Vector Densidad de Flujo Radiativo Espectral Neto q, (r.1)
(Ecuacién 13); la definicion de la Densidad Local de Energia Radiante Espectral (Ecuacion 17), y
la condicion de normalizacion que satisface la Funcion de Fase (Ecuacion 25), mediante este
procedimiento obtenemos para el medio en el que reside el campo radiante:

0 e (ri)+¥-q

Ee’l Vg, (Z,t)z—caﬂ ([,t)el ([,t) (58)

Siguiendo con la analogia con los fendmenos de transporte, comparando las Ecuaciones 56 y 58,
podemos concluir que el término de la derecha de la Ecuaciéon 58, es la velocidad local especifica de
produccion de energia de longitud de onda 4. Como este término es siempre negativo, se trata en
realidad de la velocidad especifica de remocion (pérdida) de energia monocromadtica del campo

radiante por absorcion:

r/{”” (I_’,l‘)=6‘0[1 (i_’,t)e/1 (Z,t)>0 (59)
Con esta definicion, la Ecuacion 58 puede escribirse

iel([,t)sz-c_]

ey (rt)==r"(r.1) (60)

A

A partir de las Ecuaciones 59 y 60, se puede concluir que la pérdida local de energia por parte del
campo radiante se debe exclusivamente al fendmeno de absorcién. El fendmeno de dispersion
(“scattering elastico”) solo modifica la trayectoria de los fotones, pero no los sustrae del campo

radiante ni los agrega.

Es importante notar que la definicion de la Densidad Local de Energia Radiante Espectral
(Ecuacién 17), implica la division por la magnitud de la velocidad de la luz, de propiedades que

también aparecen en los otros términos de la Ecuacién 60, particularmente la Intensidad de Energia

Radiativa Monocromatica L, . Esto trae como consecuencia que e, (Z,t), si bien es siempre positiva,
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serd por muy pequefia, y también lo serd su derivada con respecto al tiempo. La Ecuacién 60 se

reduce entonces a la expresion

Vg, (r.t)=-r"(r.1) (1)
También hubiésemos llegado a la expresion 61 integrando la Ecuacién 54, término a término, sobre
todas las direcciones de propagacién Q , aunque de esta manera no nos hubiese sido tan simple hacer

la analogia con el balance diferencial de componente i de la teoria de los fenémenos de transporte
de materia, y la identificacion del término de velocidad especifica de remocion (pérdida) de energia

monocromética del campo radiante por absorcion no hubiese sido tan directa.

12- El Balance Macroscopico de Energia Radiante Monocromatica. El Teorema de Green en el

Espacio (Teorema de la Divergencia) y el Vector Densidad de Flujo Radiativo Espectral Neto

Consideremos la superficie virtual cerrada § inmersa en un campo radiante, que envuelve el volumen

vV, tal como se muestra esquematicamente en la Figura 9, y sobre ella, un area diferencial dA en la
posicién I, cuya normal hacia afuera es n. De acuerdo al teorema de la divergencia aplicado al

vector Densidad deFlujo Radiativo Espectral Neto g (r.1):

Jar(i-g,)=[av(v-q,) (62)

Pero, sustituyendo las Ecuaciones 59 y 61 en la 62, tenemos

Figura 9
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|3>

J

En el caso de un medio participativo homogéneo, el balance macroscépico de energia radiante es:

Q rt ——IdV "b’(r,t):—cIdV a, (E,t)el(f,t) (63)
IdAn q rt ——IdV “b‘ rt)z—cal(t)IdVei([,t) (64)

APENDICE 1.

En coordenadas esféricas
B S\12 . A .
Q(ug)=(1-4)" (cos dé,+sindé,)+ué, (1-a)

(i p)=—(1-?)" (cos ¢ &, +sin ¢ &,)—u' é, =

2\1/2 , o i . (I-b)
(]—(—,u’) ) (cos (¢ i‘ﬂ') e, +sin (¢ iﬂ) §2)+(—,u )g2
A A "o / 2\ ’ '
Q-0 (gt )= (1-42)" (1-12)" cos (p—(¢' £ 7))+ pu (1) (1-¢)
A0 =sin@ do' df =—du dp (1-d)
Consideremos la integral
1 Al ( Al )
—|dQ B| -2 -Q |=
ir
271 u'=—1 (2)
] ' ' 2 12 12 12 ' '
a0 [ aa) (1) (1-1%) " cos (¢p(9 )+ e ()
0 =1
Cambiando la variable de integracion u' —>—u', luego dy' —>—du',y (¢' —7) —> ¢’
] At Al A
_J'd_(_g B(—.Q ._(_2):
4r °,
(3)

i ]Z‘ d¢' yJ: du B((]—,uz )]/2 (]—,u'2 )1/2 cos (p—¢')+ ,u’)

p'==1

Pero la integracién a lo largo de ¢’ en el intervalo (—ﬂ,ﬂ)incluye los mismos valores del integrando

que cuando se extiende a lo largo del intervalo (0,27[) . Por lo tanto, tenemos
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1 dQ' B(—Q' Qj:

4 5

L Tag" T awn (1-12)" (1-1)" cos (p—¢)+ u ') = )
ir b

L 1ad B(;_”z’ Qj

4

APENDICE 2.

Considerando las relaciones (41-a, b, c, d), podemos escribir

Jad (-2 201 )-

i '/’,:1 ' 2 1/2 12 1/2 ! !

Jag [ a(-u)B((1-1)" (1-1%)" cos (9= (¢ =)+ (1) ) 1)
0 u'=-1

L, ([,(1 —u” )1/2 (cos (¢'—7)é +sin(p' —7)eé, ) +(—u') éz,t)

Cambiando la variable de integracion u' —>—u', luego dy' —>—du',y (¢ —7)—> ¢
[a2 B(—Q' -QJLA (L—Q',t) =
o

]E d¢'#7|_. du B((l—,u2 )1/2 (1— u” )1/2 cos (p—¢')+u ,u’)x )

u'=l1

!’

L, (L(l—ﬂ'2 )" (cos ¢ & +sin ¢ &,)+ éz’t)
Pero la integracion a lo largo de ¢’ en el intervalo (—72',72’) incluye los mismos valores del

integrando que cuando se extiende a lo largo del intervalo (0,27z) . Por lo tanto

_fd¢’ ﬂJ: du' B((l — i’ )1/2 (1 —u” )1/2 cos (p—¢')+ u ,u')x
0w (3)
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ANEXO CAPITULO 6: Pseudocddigo de simulacion del procedimiento

experimental mediante el método de Monte Carlo.

inicio {n, =0,P(A), P(D), B(Q2-€). A | i

3)

v
- (2)
(a2) 11— |, =np*|—> | finalizar {TL,;TD,;RD, }
(4)

T Cl I O N @

5:(—+r‘ oS o (,J 200 HHoSEnal, (,)y+Oz

Q=(1- 4% )(singé, +cospé,)+ ué,

A

m=1n,|
=Ty

8 7 =0%+17+0zZ

©

ir a Reflexion2 {Q;ﬁ;m ;rpz;‘ﬁ,}

9)

(12) - l _
D:-W‘Em =17 Iir a Reflexion2 {Q;ﬁ;m ;Jyj;ﬁ]}l
(11) (10) =14
L2

) @

@) (8) (14)

: i =05 +1p+ 0z, >x.7 =8 (20)
|iraReﬂexion2 {S_);ﬁ;ql;gl;ﬁ]}]‘_|ﬂ Lyt g|'_|r1-*f>x‘ | E1mas
8) (14) ple, =-Q /(Q +) r+Q/Q + O ) }+Uz
- v o = 0513 +0Z]«—1, <07 E
(12):”4_ BRCIONN = é, =8 %8,
- T ® v (4 7
1 — )% s 12 9
|iraReﬂexionl {Q;ﬁ;?],;ﬂglf;]} 2=0x+0y 1g|4—|r:‘:,‘<0.| &= Iﬁ(;r)ﬁy D ¢=27, (21)_’_2_(,16)
L2
9 — A(SJ (M Q:(lf,u )(smqﬁgj+cos¢é;)+yg‘
£=0£+0£+1§|‘—|”4:; > z(.?| . i
1== (12)
(18) (19) il
8, <P(D)|— Sy < P(A)+P(D) "y 1=+ (16)

121
Figura 1: Modulo de simulacién por Monte Carlo del sistema cubeta con la suspensién de microalgas, para cada
longitud de onda A en el rango 400 a 700nm. El programa de optimizacién Algoritmo Genético provee a la subrutina con
los valores de los coeficientes de absorcién y dispersion; y los pardmetros de la funcién de fase (1)- Inicio del programa.
Se calculan la probabilidades P(A) y P(D) de Absorcién y Dispersion en funcién de a; y & (2)- Se chequea si ya se
emitieron una cantidad de fotones igual al nimero total n,,4x de fotones a emitir. (3)- Si el nimero de fotones emitidos es
igual al nimero total de fotones a emitir, el programa entrega los resultados para 7L, TD y RD. (4)- Se adiciona una
unidad al nimero n, de fotones emitidos hasta el momento. (5)- Se asigna al fotén la direccién inicial Q, con la cual
llegan a la cubeta desde la fuente de emisién. (6)- Se asigna al fotén una posicién inicial r dentro de la seccién del haz de
luz. (7)- Se establecen los valores de los indices de refraccién para modelar la reflexion sobre los limites de la cubeta.
(8)- Se establece el vector normal n a la superficie. (9)- Se modela la reflexion sobre los limites de la cubeta segtin las
Subrutinas Reflexionl (para la interfase suspension/aire; Figura 2) o Reflexion2 (para las caras de la cubeta; Figura 3).
(10)- En funcién del valor f, provisto por la Subrutinas Reflexionl o Reflexion2, se continda la simulacién de la
trayectoria del fotén dependiendo si fue reflejado o no. (11)- Se suma un fotén a la fraccién de fotones correspondiente
TL, TD o RD. (12)- se continua el computo desde la posicion 72". (13)- El fotéon avanza un paso As en la direccion Q
(14)- Se chequea si el fotén ha alcanzado alguno de los limites de la cubeta. (15)- Se cheque que la componente r; del
vector r este entre los limites superior e inferior. (16)- se continua el cémputo desde la posicién 76". (17)- El fotén avanza
un paso S en la direccién 2 hasta alcanzar el plano del detector para la determinacién experimental TL. (18)- Se
compara la probabilidad P(D) de dispersién con un nimero Jy¢ generado aleatoriamente. (19)- El nimero dy ¢ generado
en el paso anterior se compara con la suma de las probabilidades P(A) y P(D). (20)- Se establece el sistema de vectores
é;, é; y é; utilizado para la asignacion de una nueva direccién en el evento de dispersion. (21)- Se genera la nueva
direccién de dispersién Q .
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Reflexionl Qﬁ 1],,}’[, |—>— 2

(11) >,

(4)

| —
1
= | =
—_—]
135 | 13

Figura 2: Mé6dulo de simulacién de reflexidn/refraccién sobre la interfase de los medios 1 y 2. (1)- inicio de la subrutina.
(2)- Se asigna a f; el valor inicial -I; f, conservara este valor en caso de ser reflejado (3)- Se cheque si el indice de
refraccion del medio inicial / es mayor a del medio 2. (4)- Se computa la direcciéon de reflexién. (5) Se calcula la
direccién de refraccion en el medio 2. (6)- Se calcula la reflectividad p, , sobre la interfase. (7)- Se copara el valor de p; ,

con un numero §, generado aleatoriamente. (8)- Se reemplaza la direccion Q por la correspondiente direccién Q ®
Q » final. (9)- Se asigna a f; el valor I correspondiente al evento de refraccion. (10)- Se retorna al la subrutina con el
valor de f, y la nueva direccién Q. (11)- Se cheque que el dngulo de incidencia sea menor que el dngulo mdximo, a

partir del cual la reflectividad es total.
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o i d7-0 2i(i0)
N |P,=Pf‘;'+(1pf3f)ff§(l Pl )+pld ol o)1= o) )| ¥ : —
N . AT L s (R) AT s (A o s F(TJ & _é(é.g')‘ s B
o 1™ (*@9. )*Wu(*E‘Q ) 1 (*H‘Q )*’].(*E'Q\ ) 92:{_'}(91_4(2.94))4, L n(r_er!)
pm*'i A A Tt — —® M g(p_~9,w
m (*E Q, )Hﬁ(afz Q ) m ( o) )+m(fﬂ-9v )
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’E‘
|_p, |_;o,
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Figura 3: modulo de simulacién de la reflexion/refraccion sobre una pared transparente de espesor reducido que separa
los medios / y 2. (1)- Inicio de la subrutina. (2)- Se asigna a fj el valor inicial -/; f, conservara este valor en caso de ser
reflejado (3)- Se cheque si el indice de refraccién del medio inicial / es mayor a del medio 2. (4)- Se computa la
direcciéon de reflexion en el medio 7. (5)- Se calcula la direccién de refraccion en el material transparente. (6)- Se
computa la direccion de reflexion en el material transparente. (7)- Se calcula la direccién de refraccion en el en el medio
2. (8)- Se calcula la reflectividad p;; en la interfase que separa los medios i y j. (9)- Se calcula la reflectividad total pr a
través de la pared de material transparente. (10)- Se compara el valor de py con un nimero generado aleatoriamente 5.
(11)- Se asigna a f, el valor I correspondiente al evento de refraccién en el medio 2. (12)- Se reemplaza la direccién Q
inicial por la correspondiente direccion @ ® o £, final. (13)- Se retorna al la subrutina con el valor de f, y la nueva

direccién Q. (14)- Se cheque que el dngulo de incidencia sea menor que el dngulo mdximo, a partir del cual la

20 ) (0) [nle)a@a)]” [
i0, : :

Jrml( fl)] %“ E 10,) (39, FE=p

reflectividad es total.
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Figura 4: Representacion del evento de reflexion o refraccion sobre (a) una interfase entre los medios 1y 2 y (b) sobre
una lamina o pared de material transparente de espesor reducido que separa los medios 1y 2
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Figura 5: Seccion transversa del haz de luz que incide sobre la cara anterior de la cubeta. (b) Esquema del sistema de
vectores establecidos para la asignacion de la direccién de dispersion.
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ANEXO I CAPITULO 7: DESVIACION DEBIDO AL DIAMETRO DE LA
LAMPARA.

Si nos ubicamos sobre un punto y, cualquiera sobre la base de la Caja de Petri (Figura 1(a)), el inico
rayo que pasa por ese punto con direccién vertical es aquel que es emitido desde la ldmpara con

1
direccion radial (rayo (a)), y que impacta en el punto z,, = (4—} yi sobre el espejo. Ademads de ese
p

rayo, existen otros que pasan por ese punto y, (rayo (b)) que parten de la ldmpara en direccién no
radial. Para calcular la desviacién del sistema emisor de luz en esta direccién debemos calcular entre
que dngulos . <a'<a!  (Figura 2(b)) estan incluidos los rayos que pasan por el punto ), , para

cada uno de los puntos y,. <y <y  incluidos en la base de la Caja de Petri.

[ o)

Figura 1: Vista transversal del espejo parabdlico del sistema emisor de energia radiante.

La ecuacion que describe la pardbola que forma el espejo es:

1
Z =(—j Vo (1)
4p
Para cualquier y,, >0, tenemos:
12
d 1 1—cos’ a,,,
dy, \2p cos (at’m )
A partir de ello podemos inferir (ver Figura 2):
1 . 1
cos(a,’m) = =i y szn(a,'m)z(ﬁj—]/z (3)
2p 2
14| 2 14| 2m
2p 2p

El vector unidad tangente a la pardbola en ese punto es:
L, =cos(a,,)é, +sin(a,, )é. “)

Y el vector normal a la superficie:
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. Vs . (7 . ) . .
n, = COS(E +0:t,mjgy + szn(z + at,mjgz = —sm(a,,m)gy + cos (a,,m)gz

Coordenadas Rectangulares Coordenadas Polares

2 =[], - .
m = i Y L L

(r=0:2=0) Vo y (y=0;2=0)

&)

Figura 2: Corte transversal del sistema lampara-espejo. La ldmpara cilindrica se ubica sobre la linea focal del espejo
parabdlica. (a)- Se muestra la geometria de la reflexion sobre el espejo de los rayos emitidos por la ldmpara. (b)- En la
parte derecha se muestra con linea sélida un rayo tangente a la ldmpara reflejado sobre un punto en el espejo parabdlico;
en linea punteada un rayo con direccién radial. En la parte izquierda la desviacion de la vertical de los rayos provenientes

del sistema emisor que pasan por un mismo punto sobre la Placa de Petri.

La linea punteada sobre la parte derecha de la Figura 2(a) representa la proyeccion sobre la seccion
transversal del sistema espejo-lampara, de la trayectoria del rayo ideal, emitido por una ldmpara
lineal ideal desde (y =0,z= p) y es reflejado en el punto ()’m’zm) sobre el espejo parabdlico. El

vector unidad en esa direccién desde (y=0,z=p) a (y,,z,) es:

. 1

Fo Ly dlp-Lyle
I O e T\ Py )5
0t

La distancia entre (y=0,z=p) y (¥,.%,)es:

]
T =|£m|=[%yi+pJ

Y el vector desde (y=0,z=p) a (y,,z,) es:

. 1 ).
Fo=|Y.€,t P—Eym e,

De la Figura 2(b) y segun la Ecuacion (8):

r,f,]l) =r, cos(ozm)—\/’r,2 —r []—cos2 (am )} =r, cos(ocm)—\/rl2 —r sin’ (am)

rn(f,) =7, cos(am)+\/r,2 — r,fl []—cos2 (am )] =r, cos(am) + \jrf — rrj sin’ (am)

En coordenadas polares, la Ecuacién (7) toma la forma:

__» . (EZ g 7
r'"_(l—sinﬂm) ’ ( 2<’B’"<2j

Con:
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mn(ﬂm)z(zm_p)=(y’"_4p ) (11-a)

y
1
sinfp, =—Pu [—f <B. <1) (11-b)
«/]thanz B, 2 2

Para cada rayo tangente a la ldmpara reflejado en el punto (x,,z, )del espejo, se debe cumplir la

condicion:
=) (12)

Esta condicion se satisface para aquellos «, tales que:
1 =1l +r cos’ (a;):0 (13)

De la Ecuacién (13) concluimos que la aberracion del sistema emisor de luz debido a una ldmpara de
radio no igual a cero es en el rango:

]/2
2 2

0<cos(am)<cos(a;):(m— ;  0<a <§ (14)
h

m

0,22
0,20
0,18
0,16
0,14
0,12

0,10

0,08

0,06 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

X (mm)

Figura 3: Limites del dngulo €, en funcién de la distancia y, desde el eje de simetria de la pardbola. Si la ldmpara

(1) 2 _p.

fuese una linea ideal sin espesor, entonces ;' =,
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ANEXO II CAPITULO 7: DESVIACION DEBIDA A LA EMISION
SUPERFICIAL ISOTROPICA

Debido a que la longitud de la ldmpara es suficientemente grande en comparacién con la separacién
entre las planchas de metal, es posible asumir una condicién de simetria. De esta manera podemos
modelar solo una y repetir el disefio tantas veces como rendijas haya.

. . Ax _
Cualquier posicion entre X; y x, + — puede ser representada de la siguiente manera:
2

x=x+oA . 0<a)<é (D

Cuando w =0 la posicién X =X, es exactamente sobre la plancha negra de metal ubicada en el punto
X;. Si consideramos despreciable el espesor de la plancha de metal, los rayos que inciden en esta

posicion estan incluidos en el intervalo agl) <a, < af) (Figura 1(a)).

(0] (4) ¥ 2) 3
) ol o’ P e
;
1

V!

a

L

X

(4)

sf

1 1
1
1
s, + sy ————! Ax
.
p

Figura 1: Esquema del sistema de ldminas de metal para eliminar los rayos no verticales.

agl) =tan”’ {—(1 —@) Ay} ; a§4) =tan™ {—(1 +o) Ay} 2)
hy Iy

Cuando @ estd en el intervalo 0 < a)<£mj , la plancha de metal en X; puede ser vista desde
b

cualquier posicion sobre la base de la Caja de Petri. La plancha proyecta su sombra sobre la posicion
x . Los rayos incidentes en x=x,+® Ax estdn incluidos en los intervalos agl) <a, < agz) y

agj) <a, < af), mientras que la sombra esta en el intervalo af’ <a, < af). (Figura 1(b))
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: 0<w<[hr"’bj G)

Finalmente, cuando @ es en el intervalo (MJ <w< é , la plancha de metal en x; negro puede
b

ser vista desde cualquier posicion sobre la basa de la caja de Petri. Los rayos incidentes en la

ey L. . . 1 2
posicién X = X; estdn incluidos en los intervalos ag) <a, < 05; )

sombra estd entre a§2> <a,< af).

o\ = tan™ {—(1 — ) Ax}
by - [Mj <w< é 4)

y af) <a, < a§4) , mientras que la

Los limites de &, para cada Xen el intervalo (x,. +7j <x<(xl. + Ax) son simétricos respecto al

posicion x=(xl. +7j Ademas, los limites de &, para X que distan un multiplo entero de ax son

los mismos.

0.13 4

0.12 4
N 4)

0.11 o

0.10 4 2

0.09

0.08

0.07 4

ey D

0.06 ® 2

0.05 OL2

0.04 @

0.03 - " a,

0.02 AR = ad @ “

2 ! o (05

0.01 4 ) 2 2

0.00 ; NN
0 1 2 3 4

oAy

Figura 2: Limites de los dngulos ¢, en funcién de la distancia a la plancha de metal mds cercana.

Hasta acd hemos hallado los dngulos de desviacion de la fuente de emisién. El valor de los dngulos

min

maximos y minimos dependen de la posicion sobre la placa de Petri; " y o varfan con y ;

(2 0

. 4 . . L, . , . ., .
mientras que o, ’, o, , @,y ag ) con la distancia a la lémina mds cercana, en la direccién del eje X .
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ANEXO III CAPITULO 7: PSEUDOCODIGO DE SIMULACION DEL
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL MEDIANTE EL METODO DE MONTE
CARLO.

_ sin(a,)cos(a,) tan(a,)

! =
i g sin(a, )eos(a,)  tan(a,)
Laminas negras de metal. z . Sin(a,).sfn(ag)
; B 12
1 P‘ - X, [I—cas' (a, )cos' (0!3)]

R N e .

o
=

<+ : ﬂ >
[\ : / y
: %y !
E\\ :M/ i Y
R /
_E _________ EH;:JZ _________ E_ xmux
ymr’n X ymux

Figura 1: (a) Vista superior de la base de a placa de Petri. (b) Determinacién de la direccion inicial del fotén en funcién
de los dngulos de emision del detector.
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|1PI£CIO {xpp = Xowin> Ypp = y””"}l (1)

(3)

(2)
—

cos _>
Y

|K = xPF)_’C‘+yPPJ_} +0z |—>|06| = a’{”ml (4
(5) o
(6) 1TI ________________
—> - sin(a,)cos(a,) _ tan(c,)
sin a,)cos (af) tan(a )
(7) N )
- - L [
— sin(a,)sin(a,) .
[1 —cos’ (a,;)cos” (a, )J
v (8)
sin@cos ¢
Q =| sin@sing (9)

(10)

Detector {5; QA8 i }

sin@, cos ¢,,

—lr, =R | sin0, sing,

cos 8,

i A
— IL(A)A' dA
)

(11) Yo7 (8)

b
i
ir a Detector {5; Q0,5 D}

’ d> R, 7} S, (0,:8,)=5,(8,:4,)+ RaD(2)
e =12 ! (10) |—L| ©)
= ; » P =y { 0,=0,+ 5‘,} volver
a, =a, +da, (14) (11) ¥ (9)

|6, > 45° 2| -gplvotver]
NO (12)

(15) B —_(3](16)
T'az >a, |—>|az = | {% =¢,+ 100}

ot 7y g 29 1
paloudor 6y |ﬁ!alizar {SD}l 13) v e

(13) =
= g W"ﬁ” a Ll ?)|¢"’ =0
a >alV (*) |
nolZ2 2 (25)
Sl x> xmm'
— (20) NO
P =x+dx
{21) y = yuriu

A sl (23)

Figura 2: (a) Algoritmo de simulacién de la fuente de emisién. (1) Inicio de la subrutina desde la posicion {X,,iu; Vminf- (2)
Verifica si la posicion {x,y} actual estd dentro del circulo transparente en el fondo de la caja de Petri. (3) Se calcula la
posicién actual del foton. (4) Se establece el valor inicial del dngulo alfa;, el cual depende de la posicién Y. (5) Se
establece el valor inicial del dngulo alfas, alfa,’ el cual depende de la posicién X. (6) A partir de los angulos alfa, y alfa,
se calculan los dngulos fi. (7) A partir de los dngulos alfa; y alfa;, se calculan los dngulos tita. (8) A partir de los dngulos
tita y fi se calcula la direccién del fotén. (9) Se inicia el conteo np de fotones que se emitirdn en cada posicion {x,y}. (10)
Se le asigna a cada fotén una longitud de onda a través del niimero aleatorio d. (11) Con la posicién, direccién y longitud
de onda del fotén el programa principal llama a la subrutina Detector para determinar el valos de Sp. (12) Se suma un
fotén al conteo de fotones np. (13) Se cheque si se emitié un nimero de fotones np igual al nimero maximo np"* de
fotones a emitir. (14) Se suma una cantidad da, al dngulo alfa,. (15) Se cheque si el dngulo alfa, alcanz6 el valor del
angulo alfa,’, que depende de la posicién sobre el eje X. (16) Se asigna al angulo alfa; el valor de alfa,’, que depende de
la posicién sobre el eje X. (17) Se calculan los angulos tita y fi, a partir de los anulos alfa; y alfa, la de la misma manera
que en los puntos 6 y 7. (18) Se repite el bloque de cdlculo marcado con *. (19) Se cheque si el dngulo alfa, alcanz? el
valor del 4ngulo alfa,’, que depende de la posicién sobre el eje X. (20) Se suma una cantidad da, al dngulo alfa,. (21) Se
cheque si el dngulo alfa; alcanzé el valor del angulo alfa;"*, que depende de la posicién sobre el eje Y. (22) Se avanza
una distancia dy sobre el eje Y. (23) Se chequea si se alcanzo la posicién y,,,, sobre el eje Y. (24) Se avanza una distancia
dx sobre el eje X y se restablece el valor de y,,;,. (25) Se chequea si se alcanzo la posicién x,,,, sobre el eje X. (26) Se
finaliza el programa y se obtiene el valor simulado de Sp. (b) Subrutina del sistema detector. (1) inicia la subrutina con

NO
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una posicién, direccién y longitud de onda para generar el valor Sp(tita,fi). (2) Calcula la distancia S que debe avanzar el
fotén hasta impactar la semiesfera de radio Rgx centrada sobre el centro de la placa de Petri. (3) Se determina la posicién
de impacto sobre la semiesfera. (4) Se establecen los dngulos titap y fip que caracterizan la posicidn inicial del Detector.
(5) Se calcula la posicién inicial del detector en coordenadas cartesianas. (6) Se calcula la distancia d entre la posicion del
detector rp y el lugar de impacto del fotén r. (7) Se compara la distancia d con el radio R del detector. (8) Se suma a la
respuesta Sp en la posicidn (titap, fip} el valor de la sefial que el fotén de produce sobre el detector segtn la funcién
Resposivity (Rtap). (9) Se retorna al punto desde donde se llam6 a la subrutina. (10) Se mueve el detector a la préximo
angulo tita. (11) Se chequea que tifa no haya superado el valor maximo de 45°. (12) Se mueve el detector a la préximo
angulo fi. (13) Se chequea que fi no haya alcanzado el valor maximo de 360°. (14) Se reinicia el valor de fi en 0°.

5 m=1y| 2
Suspension {P(A);P(D),'As;i;[;g} — ’7‘ B Uw
27— My
v
) )
1- [i}|g—ﬁ(a a)
9["'4}(:1 (8-0)+| —T— i(#-0)
Inicio {[x][Chl]} @ M4 ‘H(E'Q]
. (2)
a, =a'}”[X] o
' - e e (4)
o s
v ©) e ]
o1 @) |r{:,‘<0?|—s|>|g—05+0)_1 1§|
As= NO (7)
+ =
JEO!,, &) (6) 5 ir a Reflexion2 {f_l;é;m;nz;j{',}
¢ ~(a;+&;)A8 |ﬁ =0i+02+12|45i|r}:} > H ?l v )]
P(D):(% +§))[1-e e } (5) S A 5 © @__J'—l—"
o o SR Reflexionl {Q;@;Ul;m;ﬁ)}
( ): A [1_ (@4, )«/\»\} T (10)
(afz +§A) 15,0 (9)
@[z =111}
|Emisi0n {P(4);P(D); AS"S”}l (5) (16) il -
: O3 -- 9
Detector {[, !_2,/1,5’0} 5>P(A)+P(D)—>:_1_:
finalizar {S,} (6) S|
(10) NO
a-0 wal | (G=[p()on + g=225, 1
& :—Q]«/(Qi +Qf.)% J_E+Q\_/(Qi +Q? )"’3 7+02 Q=(1-4)(singé, +cosgé,) + ué,
€, =8 xé, _l

197 (9)

I
1

Figura 3: (a) Programa de simulacién del experimento con la caja de Petri. (1) El programa se inicia con los valores de
las concentraciones de biomasa [x] y clorofila [chl]. (2) A partir de [x] y [chl], utilizando los coeficientes especificos
valor ¢” y a¥, se determinan los valores de los coeficientes de absorcion alfa y dispersién épsilon para cada longitud de
onda. (3) Se determina la distancia que cada fotén avanza segtn su longitud de onda ds, como un décimo del Camino
libre medio S;y. (5) Se computan los valores de las probabilidades de absorcién P(A) y dispersion P(D) para cada
longitud de onda. (6) Se llama la subrutina Emision; esta subrutina es el programa del sistema de emision (figura 11a),
salvo que en el cuadro 11 llama a la subrutina Suspension en lugar de llamar a la subrutina Detector. (b) Subrutina de la
suspension. (1) El paso del fotdn a través de la suspension se modela utilizando los valores de P(A), P(D) y ds calculados
en el programa principal y los de r y omega calculados en la subrutina Emision. (2) Se fijan los valores de os indices de
refraccién. (3) Se calcula la direccion de refraccién del fotén en el medio. (4) El fotén avanza un paso ds en la direccién
1. (5) Se cheque si el fotén alcanzé un limite de la suspension. (6) Se establece el vector normal a la superficie. (7) Se
Ilama a la subrutina que modela la reflexién entre dos fases separadas por una lamina sin espesor [Figura 8, Cap. 4]. (8)
Se chequea el valor de f; para determinar si hubo reflexién o no. (9) El programa continua desde la posicién 1'. (10) Se
retorna a la subrutina de Emision modificada, Figura 11a. (11) Se llama a la subrutina que modela la reflexion entre dos
fases [Figura 7, Cap. 4]. (12) Se compara el valor de P(A) con el de un nimero aleatorio d. (13) Se compara el valor de
P(A) +P(B) con el del nimero aleatorio d. (14) Se establece el sistema de vectores é;, é; y é; para la generacién de la
nueva direccién omega'. (15) Se genera la nueva direccién de dispersidon omega’. (16) Se llama a la subrutina Detector
que modela la sefial sobre el detector, descrita en la Figura 11b.
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ANEXO I CPITULO 8: PSEUDOCODIGO DE SIMULACION DEL CAMPO DE
ENERGIA RADIANTE DENTRO DEL FBR MEDIANTE EL METODO DE
MONTE CARLO.

ir a lampara {K?Q;SRH_’ILZ i

’—| (14) (15) (12)
D e

. (1) nol (13) (14) ir a int | aire {E;Q;-f!);SR}I—’:_Z_"
iniciar { x],[Chl]} —
(16 ) v (17) It SnRo 23°|13—P lf = l|
> [, = "|—’|f’”a”m” {4bs(¢.H.RA)} (SR~ 22;; Tl s )
D

NO

v

ir a int | medio {EQ;fp;SR}I_.:-f:

(14)

(a) s

. 1 2 ir a aire|ext {f; & SR} — 21 )
5, =( Jj L(X)dx 1%
xhe?
h 400 (7) . (15) . (12)
v (s) (6) 01 LSR_:ST’ ir a medio | ext { 'Q;SR |—v}_g_|
=== arion] =" (ars) Gl 2
v (,SR AN ira tapa £ G SR 2_: )
a; (13)
P(A):(a’ﬁ-é ){1fexp[f(a/:+§2 )m]} (8) bSR ST [ = (14 (15) (13}
/ . E‘—bgrgazrdmedm {er!):SRI_>_
z ()SR L I
P(S)= {1 exp[ (a+é:) As:]} ©)
(@+4) i 2]
> |ir a base 5,Q,SR —’. 2
y si RS s 02
1

|g, =R, cos(276,) X+ R, sin (275, )2+H,452g"|(10)

( T ir a medio {E;Q;P(A);P(S);SRH—’__Z__:
SR=10—> 2 (12)

Figura 1: Programa principal de simulacién del camino de los fotones dentro del reactor para el cultivo de microalgas (1)
El programa se inicia fijando los valores de la concentracién de biomasa [x] y clorofila [Chl]. (2) Se cheque si ya fueron
emitidos un nimero 7np de fotones igual al nimero np"* de fotones a emitir. (3) Si no se alcanzé el valor de np"" se suma
una unidad al contador np. (4) Se escoge una longitud de onda para el fotén a través de la funcién de distribucién de
emision de energia radiante /(1) en el espectro electromagnético. (5) Se calcula el coeficiente de dispersion, de acuerdo al
coeficiente especifico de dispersion &, y la concentracién de biomasa [x]. (6) Se calcula el coeficiente de absorcion a;”,
de acuerdo al coeficiente especifico de absorcion y la concentracion de clorofila [Chl]. (7) Se calcula la longitud As de
cada paso un decimo del camino libre medio. (8) Se calcula la probabilidad P(A) de absorcién. (9) Se calcula la
probabilidad P(S) de dispersién. (10) Se determina una posicion inicial 7, al azar sobre la superficie de la ldmpara para
comenzar la simulacién del camino del fotén a través de la generacion de dos nimeros aleatorios 8; y d,. (11) Se
determina la posicién SR del fotén para continuar la simulacién desde la subrutina correspondiente. (12) El algoritmo de
célculo continua desde la posicion 12'. (13) Se chequea la posicién SR sobre la cual se encuentra el fotén para continuar
la simulacién desde la subrutina correspondiente. (14) Se fija el valor de fp, este factor solo puede tomar los valores / y -
I y se utiliza para establecer el sentido en que se produce el encuentro del fotén con alguna de las superficies. (15) El
programa principal utiliza la subrutina correspondiente, las cuales se describirdn a continuacién, para continuar con la
simulacién del camino recorrido por el fotén en su paso por el reactor (16) Al alcanzar esta posicién significa que el
fotén fue absorbido, alcanzé una superficie negra opaca o salié del reactor hacia el exterior y el algoritmo continua desde
la posicién 16'. (17) El programa finaliza arrojando como resultado la velocidad volumétrica local de absorcién de
fotones, dependiente de la longitud de onda, en coordenadas cilindricas de acuerdo el dngulo acimutal ¢, la altura H
respecto a la base del reactor y la distancia radial R al eje de la ldmpara.
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Figura 2: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones desde la 1dmpara fluorescente. (1) Se inicia
la subrutina Idmpara, desde el programa principal el fotén llega con una posicién r; sobre la superficie de la ldmpara y
una longitud de onda direccion de propagacion A. (2) Se establece un sistema de coordenadas a través de los vectores ¢é;,
&, y é; segun la posicion r; del fotén para asignarle a este una direccion aleatoria Q. (3) Mediante la utilizacién de
niimeros aleatorios 8, y d, se asigna al foton una direccién aleatoria Q. (4) Se calcula la distancia S que recorre el fotén
desde la posicién actual r; hasta la préxima posicién ry;, sobre la superficie del vidrio interno, cuyo radio es Ry,. Existen
dos soluciones posibles para la ecuacién dentro del recuadro 4, el valor correcto es la solucién positiva, la solucién
negativa corresponde al la distancia que recorreria en la direccién -Q. (5) Se continua la simulacién del camino del fotén
a través del reactor avanzado la distancia S en la direcciéon £ hasta la nueva posicién sobre el vidrio interno. (6) Se
cheque si la altura sobre el eje z en que el foton alcanza la posicion sobre el vidrio interno se encuentra por encima de la
tapa del reactor (r, > H;) o por debajo de la base del mismo (r, < 0) o si se encuentra por encimo (Hy < r, < Hy) a por
debajo de la altura del medio de cultivo (0 < r, < Hy). (7) Se establece la nueva ubicacién SR del fotén para continuar
con la simulacién de su camino. (8) La subrutina /dmpara retorna al programa principal.

21

22 Figura 2": Desde la lampara hay tres posibles destinos del fotén emitido: (21) vidrio interno sobre el
1 nivel de medio de cultivo. (22) Vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo. (70) los
soportes negros opacos superior o inferior para la ldmpara fluorescente.
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Figura 3: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar el vidrio interno, a una
altura ubicada sobre el nivel de medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se fijan los valores de los indices de
refraccidon #; de los medios ubicado en ambos lados del vidrio, en este es caso #; = #; = Hure (3) Se determina el
determina el vector n normal a la superficie del vidrio en el lugar de impacto del fotén considerando el factor fp que fija
el sentido del vector n (hacia el interior o exterior del vidrio interno). (4) Se llama a la subrutina Reflexion2 para
determinar si el fotén serd reflejado o no sobre la superficie del vidrio. (5) A partir del producto f; fp, se determinar si en
qué sentido continua el fotén (hacia el interior o exterior del vidrio interno). (6) Si el producto f; fp es negativo, la
direccién del fotén ubicado sobre la superficie del vidrio interno es hacia el interior del mismo y, por ello, se chequea si
en su recorrido el fotén impactara sobre la superficie de la lampara. (7) En caso de pasar a través de la lampara, se calcula
la distancia S que el foton avanza hasta impactar sobre la superficie de la ldmpara. La ecuacién en el recuadro 7 tiene dos
soluciones, la menor es la correcta. (8) Se mueve el fotén una distancia S en la direccién Q desde la posicidn actual hasta
la nueva posicién. (9) Se compara la altura sobre el eje z en que el fotoén alcanza la nueva posicion con la altura de la tapa
del reactor (z = Hp), la altura de la superficie del medio de cultivo (z = Hy) o la base del reactor (z = 0) seglin
corresponda. (10) Se determina cudl es la nueva ubicacion SR del fotén para continuar con la simulacién de su camino a
través del reactor. (11) La subrutina retorna al programa principal para continuar con la simulacién del recorrido del
fotén. (12) En este caso, el fotdn tienen una direccion con sentido hacia el interior del vidrio interno que en su recorrido
no pasa a través de la lampara y se calcula la distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la superficie del
vidrio interno. En el recuadro 12 hay dos posibles soluciones para S, la solucién diferente de cero es la correcta. (13) Si el
producto fy fp es positivo, el foton tienen una direccién con sentido hacia el exterior del vidrio interno y se calcula la
distancia S que el fotén avanza hasta impactar sobre la superficie del vidrio externo. Hay dos soluciones para S, la
correcta es la que posee valor positivo. (14) En este caso el fotén impactara sobre la superficie de la tapa del reactor antes
de alcanzar al vidrio externo y por ello se calcula la distancia S que el fotén avanza hasta impactar sobre la tapa del
reactor. (15) En este caso el foton impactara sobre la interfase aire-medio de cultivo antes de alcanzar al vidrio externo y
por ello se calcula la distancia S que el foton recorre hasta impactar sobre la superficie del medio de cultivo.

i 74(Q3 +Q?)( P +’Tnu - Rli\l)

S=

Figura 8" Posibles destinos del fotén luego de llegar al vidrio interno. En caso de que el producto fj
I 1\ fo sea negativo, los posibles destinos son: (21) sobre vidrio interno por encima del nivel de medio de
22 | 51 | cultivo; (22) sobre el vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo; (10) sobre la superficie

Ll . de la lampara fluorescente o (70) sobre una de los soportes negros opacos superior o inferior de la
. ldmpara. Si el producto fp fy es positivo, los posibles destinos son (40) la tapa del reactor, (51) la
L I interface aire-medio de cultivo o (31) el vidrio externo del reactor.
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Figura 9: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar el vidrio interno, a una
altura ubicada por debajo del nivel de medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula el vector normal r a la
superficie del vidrio interno en la posicién r, el sentido del vector n (hacia el interior o el exterior del vidrio interno) se
determina a través del factor fp. (3) Se cheque al valor de fp, para determinar si el fotén llega a la superficie del vidrio
interno desde el interior del mismo o desde el medio de cultivo. (4) Se fijan los valores 1; de los indices de refraccién
correspondientes. (5) Se llama a la subrutina Reflexion2 para seleccionar si el foton serd reflejado sobre la superficie del
vidrio o no. (6) Se verifica el valor de producto f; fp, para determinar si el foton seguird su camino en sentido hacia el
interior del vidrio interno o hacia el exterior del mismo. (7) Si el producto f; fp es negativo, la direccion del fotén es hacia
el interior del vidrio interno y se verifica si en su camino pasa por la superficie de la lampara (8) Si en su recorrido el
fotén pasa por la ldmpara, se calcula la distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la superficie de la
ldmpara. En el recuadro 9, hay dos posibles soluciones para S, la solucién correcta es la menor. (9) Se calcula la nueva
posicién r del fotén avanzando una distancia S en la direccién £ hacia la nueva posicién del fotén. (10) Se verifica la
altura en el eje z de la nueva posicion r y se compara con la altura de a base del reactor (z = 0), la altura del medio de
cultivo (z = Hy) y/o la altura de la tapa del reactor (z = H;). (11) Se determina la nueva ubicacién SR del fotén para
seleccionar la subrutina correspondiente. (12) La subrutina retorna al programa principal. (13) Si en su recorrido el foton
no pasa por la ldmpara, se calcula la distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la superficie del vidrio
interno. En el recuadro 13, hay dos posibles soluciones para S, la solucién correcta es la diferente de cero.

Figura 9'": Posibles destinos del fotén luego de llegar al vidrio interno. Para valores negativos del
producto f, fp los posibles destinos son: (21) el vidrio interno sobre el nivel de medio de cultivo. (22)
el vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo, (70) uno de los soportes negro opacos
| | superior o inferior de la ldmpara o (10) la superficie de la ldmpara. Cuando el producto f, fp es
70 | positivo el fotén pasa hacia (80) el medio de cultivo.
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Figura 10: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la superficie del vidrio
externo a una altura ubicada por encima del nivel de medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector
n normal a la superficie del vidrio externo con el mismo sentido que posee el foton. (3) Se fijan los valores de los indices
de refraccioén #; de los medios ubicado en ambos lados del vidrio, en este es caso #; = #; = . (4) Se llama a la
subrutina Reflexion2 para determinar si el foton serd reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (5) Se verifica el valor
de f, para determinar si el foton fue reflejado o no sobre el vidrio externo. (6) Si el factor f; es negativo, la direccién del
fotén es hacia el interior del vidrio externo y se verifica si en su camino el fotén pasa por la superficie del vidrio interno.
(7) Si en su recorrido el fotén pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar
sobre la superficie del vidrio interno. En el recuadro 7, hay dos posibles soluciones para S, la solucién correcta es la
menor. (8) Se calcula la nueva posicién r del fotén avanzando una distancia S en la direccién £ hacia la nueva posicién
del foton. (9) Se verifica la altura en el eje z de la nueva posicién r y se compara con la altura de a base del reactor (z =
0), la altura del medio de cultivo (z = Hy,) y la altura de la tapa del reactor (z = Hy). (10) Se determina la nueva ubicacién
SR del fotén para seleccionar la subrutina correspondiente. (11) La subrutina retorna al programa principal. (12) Si en su
recorrido el fotén no pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la
superficie del vidrio externo. En el recuadro 12, hay dos posibles soluciones para S, la solucion correcta es aquella
diferente de cero. (13) En este caso el fotén impactard sobre la interfase aire-medio de cultivo o sobre la tapa del reactor
antes de alcanzar al vidrio externo o interno y por ello se calcula la distancia S que el foton recorre hasta impactar sobre
la superficie del medio de cultivo.

40 5

23 ~ .70 Figura 10': Posibles destinos del fotén luego de llegar al vidrio externo en una posicién por

s encima de la altura del medio de cultivo. Para valores negativos del factor f; los posibles destinos
son: (23) el vidrio interno sobre el nivel de medio de cultivo, (40) la tapa del reactor o (51) la
interface Aire-medio de cultivo. Si fj es positivo, el fotén (70) sale al exterior del reactor y se
pierde.
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Figura 11: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la superficie del vidrio
interno desde el medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie del vidrio
externo con el mismo sentido que posee el fotén.. (3) Se fijan los valores de los indices de refraccién #; de los medios
ubicado en ambos lados del vidrio, en este es caso #; = Hagua Y 12 = Haire- (4) Se llama a la subrutina Reflexion2 para
determinar si el fotén sera reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (5) Se verifica el valor de f, para determinar si el
fotén fue reflejado o no sobre el vidrio externo. (6) Se determina la nueva ubicacién SR del fotén de acuerdo al valor de
factor f, para seleccionar la subrutina correspondiente. (7) La subrutina retorna al programa principal.

70 Figura 11': Posibles destinos del fotén luego de llegar al vidrio externo desde el medio de cultivo.
3 Si valor del factor f; es negativo el fotén vuelve a (80) el medio de cultivo; si fj es positivo el fotén
—_ se pierde en (70) el exterior del reactor.
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Figura 12: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la tapa del reactor. (1)
Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector rn normal a la superficie de la tapa del reactor, con el mismo sentido que el
fotén. (3) Se calcula la direccion Q que tendré el foton luego de la reflexién. (4) Se determina si el fotén reflejado en su
camino pasa por el vidrio interno. (5) Si la direccién del fot6n pasa a través del vidrio interno se calcula la distancia S que
el fotén recorre hasta llegar a la superficie del vidrio interno. En el recuadro 5 hay dos soluciones para S, la solucién
correcta es la menor. (6) Se avanza hasta la nueva posicién. (7) Se verifica la altura en el eje z de la nueva posicién r y se
compara con la altura de a base del reactor (z = 0), la altura del medio de cultivo (z = Hy,) y la altura de la tapa del
reactor (z = Hy). (8) Se determina la nueva ubicacion SR del fotén para seleccionar la subrutina correspondiente. (9) La
subrutina retorna al programa principal. (10) Si en su recorrido el fotén no pasa por el vidrio interno, se calcula la
distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la superficie del vidrio externo. En el recuadro 13, hay dos
posibles soluciones para S, la solucién correcta es aquella diferente de cero. (11) (5) Si la direccién del fotén no pasa a
través del vidrio interno se calcula la distancia S que el fotén recorre hasta llegar a la superficie del vidrio externo. En el
recuadro 11 hay dos soluciones para S, la solucién correcta es la diferente de cero. (12) En este caso el foton impactara
sobre la interfase aire-medio de cultivo antes de alcanzar al vidrio externo o interno y por ello se calcula la distancia S
que el fotén recorre hasta impactar sobre la superficie del medio de cultivo.

237 |31

51/ Figura 12': Posibles destinos del foton luego de llegar a la tapa del reactor. La tapa es de acero
espejado y por la tanto se considera que todos los fotones son reflejados. Los destinos posibles son:
(23) el vidrio interno sobre el nivel de medio de cultivo, (31) el vidrio interno por encima del nivel
de medio de cultivo o (51) la interface aire-medio de cultivo.
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Figura 13: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la interfase aire-medio
de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie de la interfase, con el mismo
sentido que la direccion del fotén. (3) Se cheque al valor de fp, para determinar si el foton llega a la interfase desde arriba
o desde debajo de la superficie del medio de cultivo. (4) Se fijan los valores m; de los indices de refraccidon
correspondientes. (5) Se llama a la subrutina Reflexionl para seleccionar si el fotdn serd reflejado sobre la superficie del
vidrio o no. (6) Se verifica el valor de producto f; fp, para determinar cudles son los posibles destinos del fotén. (7) Si el
producto f; fp es negativo, la direccién del fotén es hacia arriba de la interfase aire-medio de cultivo y se verifica si en su
camino el fotén pasa a través del vidrio interno. (8) Si en su recorrido el fotén pasa por el vidrio interno, se calcula la
distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la superficie del vidrio. En el recuadro 8, hay dos posibles
soluciones para S, la solucién correcta es la menor. (9) Se calcula la nueva posicion r del fotén avanzando una distancia S
en la direccién £ hacia la nueva posicién del fotén. (10) Se verifica la altura en el eje z de la nueva posicién r y se
compara con la altura de a base del reactor (z = 0), la altura del medio de cultivo (z = Hy) y la altura de la tapa del
reactor (z = Hp). (11) Se determina la nueva ubicacién SR del fotén para seleccionar la subrutina correspondiente. (12) La
subrutina retorna al programa principal. (13) En este caso el fotén impactara sobre la tapa de reactor antes de alcanzar al
vidrio externo o interno y por ello se calcula la distancia S que el foton recorre hasta impactar sobre la superficie del
medio de cultivo. (14) Si en su recorrido el fotén no pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el fotén debe
avanzar hasta impactar sobre la superficie del vidrio interno. En el recuadro 13, hay dos posibles soluciones para S, la
solucidn correcta es la mayor que cero.

1
80 Figura 13'": Posibles destinos del fot6n luego de llegar a la interface aire-medio. (23) vidrio interno
| sobre el nivel de medio de cultivo. (31) vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo. (40)
Tapa del reactor. (80) Medio de cultivo.

| | | |
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(1) |pase {f;Q;SR} —{n=0x+73-1Z| (2)

(4) l (3)

Si |

v (5) no
[SR=80} [volver] (6) l
A (7)
Q= (1 -8, )I:cos(l'rrc‘i;j )ic-% sin(27r6;ﬁ )2] +8,8

Figura 14: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la base del reactor. (1)
Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie de la base del reactor, con el mismo sentido que la
direccién del fotén. (3) Se verifica si la posicién de impacto corresponde a una posicién sobre la base espejad o sobre los
difusores de aire de vidrio sinterizado. (4) Si la posicién de impacto es sobre la base espejada se calcula la direccién Q de
reflexioén. (5) Se determina la nueva ubicaciéon SR del fotén para seleccionar la subrutina correspondiente. (6) La
subrutina retorna al programa principal. (7) Si la posicién corresponde a una posicién sobre los difusores de aire de vidrio
sinterizado se escoge una direccion de reflexién Q al azar mediante la utilizacién de niimeros aleatorios 8, y 0.

} : Figura 14': El tnico destino posible al llegar a la base del reactor es retornar (80) al medio por
i m o I reflexion especular sobre el base de acero inoxidable espejado o difusa sobre el difusor de aire
=== p====- construido en vidrio sinterizado.
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Figura 15: Subrutina para la simulacién de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la base del reactor. (1)
Se inicia la subrutina. (3) Se establece un sistema de coordenadas a través de los vectores é;; &> y €;. (3) Se calcula en
vector n normal a la superficie de la burbuja en la posicion de encuentro fotdn-burbuja, a través de dos nimeros
aleatorios 8, y &,. (4) Se fijan los valores 1; de los indices de refraccién correspondientes. (5) Se llama a la subrutina
Reflexionl para seleccionar si el foton serd reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (6) Se verifica el valor del factor
Jo, para determinar si el fotén fue reflejado o no. (7) Se escoge al azar una radio rp para la burbuja a partir de la un
nidmero aleatorio 6z y de la funcién de distribucién de burbujas residentes en el medio de cultivo con radio rz. (8) Se
calcula la posicién B del centro de la burbuja a partir de la posicién de encuentro fotén-burbuja, el radio rz de la burbuja
y el vector n normal a la superficie de la burbuja en el lugar de impacto. (9) Si el fotén pasa al interior de la burbuja, se
calcula la distancia S que el fotén debe avanzar hasta impactar sobre la superficie de la burbuja desde el interior de la
misma. En el recuadro 9, hay dos posibles soluciones para S, la solucién correcta es la diferente de cero. (10) Se avanza
el fotén una distancia S en la direccién Q desde la posicion r inicial hasta la posicién r final. (13) Se calcula el vector
normal a la superficie de impacto considerando la posicién de sobre la superficie de la burbuja r,, la posicién de la
burbuja B y el radio de la burbuja rg. (11) Se determina la nueva ubicacién SR del fotén para seleccionar la subrutina
correspondiente. (12) La subrutina retorna al programa principal.

el Figura 15': El tnico destino final posible al llegar a una burbuja (80) es retornar a medio, ya sea
||| | por simple o multiple reflexion.
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Figura 16: Subrutina para la simulacién de los posible caminos a través del medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina.
(2) Se calcula el vector Sy, para incorporar la condicién de simetria. Sy, es la proyeccién del vector posicién rp sobre el
plano {XY}. (3) Se calcula el vector Q' para incorporar la condicién de simetria. Q' es la proyeccion del vector direccion
Q sobre el plano {XY}. (4) se compara la posicién del fotén respecto a los dngulos que determinan los limites de cada
region y las condiciones de simetria. (5) Se establece el vector g correspondiente al plano de simetria (6) Se re-calcula el
vector direccion Q considerando la condicién de simetria. (7) Se calcula la nueva posicidon rp del fotén. (8) Se fija la
probabilidad P(B) dependiente de la fraccion de volumen 65 de que en su camino AS el fotén encuentre una burbuja. (9)
Se fijan los valores a,,;, Y ... para determinar los limites de la regién en la cual se encuentra el fotén. (10) Se verifica si
el fotén en su recorrido alcanzé alguno de los limites de la regién: un tabique, el vidrio externo, el vidrio interno, la
interfase liquido-gas o la base del reactor. (11) Se determina la nueva ubicacién SR del fotén para seleccionar la subrutina
correspondiente. (12) La subrutina retorna al programa principal. (13) Comparando la probabilidad P(B) de que ocurra el
evento de que un fotén encuentre en su camino una burbuja un nimero 8z generado al azar se decide si en la posicién rp
actual del fotén, se producird el encuentro de un fotén con una burbuja. (14) Comparando la probabilidad P(S) de que
ocurra el evento de dispersiéon con un nimero J), generado al azar se decide si en la posicién rp actual del fotén, se
producird la dispersion del fotén. (15) Comparando la probabilidad P(A) de que ocurra el evento de absorcién del fotén
en el medio de cultivo con un niimero J,, generado al azar se decide si en la posicién rp actual del fotén, se producird la
absorcion del fotén. (16) Producido el evento de dispersion se establece un sistema de coordenadas a través de los
vectores é;; &, y é; para generar una nueva direccion para el fotén. (17) S escoge la desviacidn respecto al a direccién
original a través de un nimero aleatorio 6, y la funcién de fase B(£2 Q). (18) Se establece la nueva direccién £ del fotén
considerando el sistema de coordenadas é;; &, y ; y un nuevo nimero 9, generado al azar.

Figura 16': Posibles destinos del fotén durante su camino a través del medio de cultivo: (24) el
1 vidrio interno por debajo del nivel del medio de cultivo, (60) la base del reactor, (32) el vidrio
[ .| 2¢ - externo por debajo del nivel del medio de cultivo, (52) la interface medio de cultivo- aire, (90)
‘ | encontrarse con una burbuja o (100) ser absorbido por las microalgas en suspension.
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Figura 17: Subrutina para registrar la posicién en la cual se absorben los fotones. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se
establece el valor inicial de una de la variable a través de la cuales depende Abs(p,H,R,A). (3) Se compara el valor de la
variable gp, Hp, Rp 0 1p en la cual se produjo la absorcién del fotén en el rector con la variable ¢4, H,, R4 0 14 utilizad
para la construccion de Abs(p,H,R,A). (4) Si el valor de la variable @p, Hp, Rp 0 Ap que caracteriza el lugar en el cual se
produjo la absorcion del fotén en el rector es mayor al valor de la variable de registro gp, Hp, Rp 0 Ap se adiciona a la
variable de registro correspondiente la cantidad dg ,dH ,dR o dA. (5) Se adiciona un fotén a la cuenta Abs(p,H,R,A) de
fotones absorbidos en la posicién caracterizada a través de las variables ga, Hy, R4 y 44.(6) La subrutina retorna al
programa principal.
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CPITULO 8, ANEXO II: PROBABILIDAD DE OCURRENCIA DEL EVENTO
ENCUENTRO FOTON CON BURBUJA.

Por sustitucion, la expresion para el numero de fotones que luego de recorrer una distancia libre s se

encuentran con una burbuja, es:

n(s)=_ﬁexp(—_i] (1)
Sp Sp

El nimero de fotones con recorridos libres incluidos en el intervalo (0,s) (), puede calcularse como:

n(s)z_ﬁ;[ds’exp —i— =n|l-exp —_i ()
sb 0 sb Sb

En términos de probabilidades

P(s)= n(s) _ l—exp[—_iJ 3)

n s,

Considerando el medio heterogéneo por encima de los difusores, el cual consiste en burbujas de aire
distribuidas uniformemente en el volumen de medio contenido en la correspondiente seccién anular.
Considerando ademads un fotén en una determinada posicién en ese sector. Como el foton se mueve
en una determinada direccion con la velocidad de la luz, la cual es infinitamente mayor a la
velocidad con que se mueven las burbujas, es posible asumir que las burbujas permanecen estaticas

mientras el fotén recorre cualquier distancia en el medio.

Es posible pensar en un nimero enorme de situaciones macroscopicamente similares, con el fotén en
la misma posicion en la suspension, rodeado por el mismo nimero de burbujas esféricas, con la
misma distribucién de radios, pero con sus centros distribuidos aleatoriamente alrededor de la
posicion del foton. Como un todo, este conjunto de réplicas representa lo que sucede en cada uno de
los sectores anulares heterogéneos durante un periodo de tiempo en el que los cambios en el reactor

son detectables.

En cada una de estas réplicas el foton recorrerd una distancia diferente antes de interceptar una
burbuja. El camino libre medio S, que recorren los fotones, es el promedio de las distancias de los

caminos libres recorridos por cada fotén, considerando el conjunto de arreglos de burbujas.

Luego de recorre una distancia s en una misma direccidn, en cada uno de los arreglos de burbujas, el

fotén se encontrara con todas las burbujas que posean sus centros incluidos dentro del volumen
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1, . —2 — . . . . 2

cilindrico 77,"s ,donde 7, es el radio medio de las burbujas en el medio heterogéneo, el cual es el
mismo para cada uno de los arreglos de burbujas

Si n, representa el nimero de burbujas por unidad de volumen, el nimero de burbujas en el volumen

w1, . —2 . . . — . . .
cilindrico es z7,"sn, . El camino libre medio, §,, puede establecerse como la distancia recorrida por

un fotdn entre dos sucesivos encuentros.

R AR D
" arisn, xr’n, \3 (47ﬁ3n ] 3)0,
b ""b
En la Ecuacién 4:
0, =L (5)
(V,+V5)

donde 6, es la fraccion de volumen de gas en el medio no homogéneo por encima de los difusores;

V; es el volumen de gas total residente en el reactor y (V, +V,;) es el volumen total del reactor

P(s)= ”Ej) ={1—exp(—é}}={1—exp{—(%j90 ;j} ©6)
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