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RESUMEN.

Las cianobacterias son microorganismos capaces de llevar a cabo la fotosintesis oxigénica. Hoy
en dia, son consideradas una fuente viable para la produccién de biofueles o compuestos
farmacéuticos entre otros.

En el presente Trabajo Final de Grado, se pretende modelizar matematicamente los procesos
qguimicos asociados al cultivo de microorganismos (la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803,
en concreto) en fotobiorreactores. Para ello se analizaran fendmenos como la solubilizacion del
CO; en el medio de cultivo, la transferencia Gas-Liquido presente en el interior del
fotobiorreactor o los mecanismos de concentracién de carbono inorganico presentes en éstos
microorganismos fotosintéticos. También se tendran en cuenta variables importantes como la
luz, crecimiento o pH del medio de cultivo.

Una vez obtenido el modelo matematico, se procedera a su validacién. Para ello se realizardn
simulaciones y se llegard a unas conclusiones, viendo asi si el modelo se ajusta a la realidad o
no.

La presente investigacidon se enmarca dentro del proyecto de la Comisién Europea Cyanofactory
(FP7-Energy 308518) conformado por un consorcio de universidades y empresas europeas que
tiene el fin de crear organismos cultivados en fotobiorreactores que sean capaces de producir
hidrégeno. Pues, se colaborara con dichas entidades para la consecucién del aqui propuesto
trabajo.

Palabras clave: Fotobiorreactor, cianobacterias, didéxido de carbono, transferencia Gas-Liquido,
reacciones de solubilizacién, modelo matematico.
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ABSTRACT.

Cyanobacteria are microorganisms which are capable of doing oxygenic photosynthesis.
Nowadays, they are considered as a viable source for the production of biofuels and
pharmaceutical compounds, between others.

This thesis presents a mathematical model for modelling the chemical processes associated to
the culture of photosynthetic microorganisms (Synechocystis sp. PCC6803, specifically) in
photobioreactors. To achieve this, an analysis of phenomena like CO; solubilisation in the
medium, Gas-Liquid mass transfer and uptake and concentration mechanisms of inorganic
carbon (characteristic of cyanobacteria) is required. Also, important variables like light, growth
or the pH of the growth medium will be analysed.

Once the mathematical model is obtained, the next step will be his validation. Simulations will
be created, seeing if the model fits reality or not.

This research project is part of the European Commission Cyanofactory (FP7-Energy 308518)
formed by a consortium of European universities and companies, which objective is the
production of hydrogen by photosynthetic microorganisms in photobioreactors.

Keywords: Photobioreactor, cyanobacteria, carbon dioxide, Gas-Liquid mass transfer,
solubilisation reactions, mathematical model.
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RESUM.

Les cianobactéries son microorganisms capagos de dur a terme la fotosintesi oxigénica. Hui en
dia, sén considerades una font viable per a la produccié de biofuels o compostos farmaceutics
entre altres.

En el present Treball Final de Grau, es pretén modelitzar matematicament els processos quimics
associats al cultiu de microorganismes fotosintétics (synechocystis sp. PCC6803, en concret) en
fotobioreactors. Per a a¢o, s’analitzaran fenomens com a la solubiltzacié del CO; en el medi de
cultiu, la transferencia Gas-Liquid present a l'interior del fotobioreactor o els mecanismos de
concentracié de carboni inorganic presents en aquestos microorganismes fotosintetics. També,
es tindran en compte variables importants com la llum, el creixement o el pH del medi de cultiu.

Una vegada obtingut el model matematic, es procedira a la seua validacié. Per a ago es
realitzaran simulacions i s’arribara a unes conclusions, veient aixi si el model s’ajusta a la realitat
o no.

La present recerca s’emmarca dins del projecte de la Comissié Europea Cuanofactory (FP7-
Energy 308518) conformat per un consorci d’universitats i empreses europees que té la fi de
crear hidrogen a partir de organismos fotosintéetics en fotobioreactos. Doncs, es col-laborara
amb aquestes entitats per a la consecuio de I'aci proposat treball.

Paraules clau: fotobioreactor, cianobacteria, dioxid de carboni, transferencia Gas-Liquid,
reaccions de solubilitzacié, model matematic.
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Tabla 1: Lista de simbolos y abreviaciones

Nombre Definiciéon Unidades
CO, Diéxido de carbono
0, Oxigeno
HCO; Anidn bicarbonato
CO; Anién carbonato
Na* I6n Sodio
H* Hidrén, también llamado Protén
OH Hidroxilo
ATP Trifosfato de adenosina
NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
Ci Carbono inorganico
AC Anhidrasa carbdnica
R; Velocidad de reaccion del compuesto i uM/s
L Concentracion del compuesto i
de velocidad de la reacciénj en la direccion inversa uM

k; Constante de velocidad de la reaccidn j s-1
k_; Constante de velocidad de la reaccion j en la direccién inversa s-1
K; Constante de equilibrio de la reaccion j uM
f;-f"b Velocidad de transporte del compuesto i del medio a al medio b uM/s
anu i Velocidad maxima de la enzima Z respecto al compuesto i uM/s
K’f,_ i Constante de Michaelis-Menten de la enzima Z respecto al compuesto

) i uM
[i]a Concentracién del compuesto i en el medio a uM
z Volumen de células presentes en el medio a L
R Velocidad de reaccion del compuesto i en el medio a uM/s
kraena Coeficiente volumétrico de transferencia de materia para el CO, s-1
k502 Constante de Henry para el CO; en agua Pa-L/umol
R Constante de los gases ideales J/(mol-K)
T Temperatura K
RT' R-T/1000* J/mol
U Velocidad superficial de la fase gaseosa m/s
Ec Gas holdup
h Altura de la columna de liquido m
H Altitud km
Pyy Presién en la burbuja a tiempo cero Pa
dR Variacidn temporal de la ecuacién R en el medio a
Hpres Presién de salida Pa

*Se realiza por comodidad, para un ajuste mas facil de las unidades del modelo.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION TEORICA

1.1. PROBLEMATICA ACTUAL

Hoy en dia, la mayor parte de la energia empleada en el mundo proviene de los combustibles
fésiles. Estos se emplean debido a su facil extraccidn y a su bajo coste en comparacién con otras
fuentes de energia. Uno de los problemas que presentan es que tardan muchos afos en
regenerarse y por tanto se produce un agotamiento de las reservas. Ademas, emplearlos
produce la emision de gases que resultan tdxicos para la vida y el medio ambiente. La quema de
estos combustibles y la deforestacidon emiten gases de efecto invernadero [1]. Durante la Ultima
reunion del Panel Intergubernamental del Cambio Climatico, conocido por
el acrénimo en inglés IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), en el 2007, se
concluyé en que habian suficientes evidencias como para afirmar que el factor clave del
calentamiento global es el aumento de la concentracién de gases de efecto invernadero (GEl)
en la atmésfera.

Si se sigue la tendencia de emisiones de gases a la atmdsfera, la temperatura superficial de la
Tierra aumentara entre 22C y 62C al final de este siglo [1]. Todas estas desventajas han
intensificado la busqueda de nuevas energias renovables y limpias con el medio ambiente.

1.2. CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias son un amplio grupo de microorganismos fotoautdtrofos que combinan la
capacidad de realizar la fotosintesis oxigénica con las caracteristicas tipicas de las células
procariotas. Basicamente son bacterias capaces de realizar la fotosintesis, siendo éstos los
Unicos procariontes que pueden llevar a cabo este proceso.
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Figura 1. Estructura celular de una cianobacteria.
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Hace mas de 4.000 millones de afios, fueron los primeros organismos en usar la energia solary
el CO, atmosférico para sintetizar compuestos mds pesados, expulsando O; a la atmdsfera [2].
Son conocidas por su resistencia a condiciones de estrés ambiental, choques de temperatura
[3], deficiencia de nutrientes, cambios de pH [7], salinidad, presidon osmética y luz ultravioleta
[4]. Ademas, estos organismos microscopicos son capaces de vivir en aguas marinas, dulces o en
atmosferas ricas en nitrégeno.

Durante décadas se han estudiado las cianobacterias como posible fuente de obtencién de
compuestos bioldgicos activos al igual que biocombustibles renovables [5], [6]. Algunas especies
de cianobacterias son capaces de expulsar hidréogeno gaseoso a partir de agua [8], [9], [10], el
cual es considerado como una de las futuras energias mds importantes debido a su emisién cero
[11]. También son capaces de producir etanol [12] u otros biofueles importantes, esto es debido
a su alta capacidad de convertir el agua y el CO; en biomasa empleando la luz solar.

Los microorganismos fotosintéticos no sélo lideraran los procesos industriales de la Tierra, las
aplicaciones espaciales seran otro de los principales campos de aplicacién. Las compaiiias y
agencias espaciales empezaran a tener una mayor necesidad de materiales en el espacio y seria
muy conveniente poder generar in situ productos de interés ya que enviar suministros al espacio
exterior supone muchos costes. Ademas, un suministro auténomo de nutrientes y oxigeno sera
de especial necesidad en los largos viajes espaciales.

1.3. Synechocystis sp. PCC 6803

Este microorganismo fotosintético, de ahora en adelante llamado Synechocystis, es considerado
un potente candidato para la obtencion de productos de interés socio-econémico,
consumiendo CO; (y/o azucar) como fuente de carbdn y luz solar [13]. Este microorganismo
presenta una variedad de aplicaciones industriales inmensa, actualmente se han publicado
trabajos sobre la produccion heterdloga de metabolitos, ademas de isopreno, biofueles [14] o
biohidrégeno [15].

Figura 2. Cimulo de Synechocystis sp. PCC 6803 (microscopia 6ptica)
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Fue la primera cianobacteria en tener su ADN secuenciado. Su genoma completo fue
secuenciado, anotado y publicado en 1996 [16] y ha sido el objetivo de varios modelos
metabdlicos, especialmente el metabolismo del carbono. Otro aspecto a destacar es que existen
bastantes métodos experimentales para modificar la cepa genéticamente [17] y asi potenciary
mejorar sus capacidades naturales.

1.4. FIJACION DEL CARBONO

Se trata de la conversién de CO; (carbono inorgdnico, de ahora en adelante llamado Ci) en
compuestos organicos mas pesados y la llevan a cabo organismos vivos. Como se ha dicho antes,
las cianobacterias son organismos fotoautétrofos, ya que crecen fijando carbono y sintetizan
compuestos organicos empleando la energia de la luz.

El ejemplo mas importante de fijacién de carbono es la fotosintesis, la cual la llevan a cabo las
plantas, algas y cianobacterias. Estos organismos son capaces de realizar la fotosintesis gracias
a la clorofila que poseen y a la capacidad de realizar el ciclo de Calvin para fijar el carbono de
una manera autoétrofa. La fijacién de carbono en el ciclo de Calvin se realiza mediante la enzima
RuBisCo (Ribulosa Bisfosfatos Carboxilasa Oxidasa).

La fijacién del carbono en las cianobacterias se produce en los carboxisomas. Estos son cuerpos
poliédricos con una cubierta proteica en cuyo interior se encuentra la enzima RuBisCO.

Figura 3. Representacion 3D de un carboxisoma.

En primer lugar se produce la fijacidn del CO,, uniéndose éste a la pentosa ribulosa-1,5-bifosfato
gracias a la enzima RuBisCO. Esta reaccidn origina un compuesto inestable de seis carbonos que
se descompone en 2 moléculas de 3 carbonos, el acido 3-fosfoglicérico. A continuacion se reduce
el CO; fijado consumiendo ATP y NADPH, el 4cido 3-fosfoglicérico se reduce a gliceraldehido 3-
fosfato. Este podra seguir dos vias a continuacion, puede regenerar la ribulosa 1-5-difosfato (la
gran parte) o puede emplearse para la sintesis de aminodcidos, acidos grasos o almiddn. El que
pasa al citosol origina la glucosa y fructosa.

La regeneracién de la ribulosa-1,5-difosfato por medio del gliceraldehido 3-fosfato es un proceso
complejo donde se suceden compuestos de cuatro, cinco y siete carbonos.
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Figura 4. Ciclo de Calvin.

1.5. MECANISMOS DE CONCENTRACION DE CARBONO

Originalmente habia mucho CO; en la atmédsfera y no hacia falta concentrarlo pero a lo largo del
tiempo, muchos organismos fotosintéticos han ido evolucionando y adquiriendo mecanismos
para aumentar la concentracién de Ci con el fin de aumentar la cantidad de CO, disponible para
el funcionamiento de la enzima RuBisCO, esto se debe a que el CO; es un factor limitante para
la fotosintesis. Estos mecanismos presentan ventajas como un aumento de la tolerancia a
atmédsferas con bajas concentraciones de Ci o una reduccion de las pérdidas por
fotorrespiracion.

La enzima RuBisCO de las cianobacterias tiene una afinidad para el CO; y el O, mucho menor que
cualquier otra alga o planta. Sin embargo, tiene una constante catalitica por unidad de proteina
mucho mayor. Estas propiedades enzimaticas mejoran la eficiencia del uso del nitrégeno en la
fotosintesis ya que los mecanismos de concentraciéon permiten operar cerca de su velocidad
maxima a la enzima RuBisCO, de forma que se necesita una menor cantidad de nitrégeno para
conseguir un buen rendimiento fotosintético.

En medio acuatico, la disponibilidad de CO, es severamente limitante. Una de las principales
causas de la escasa disponibilidad es el hecho de que la difusion del CO; en el agua es 10* veces
mas lenta que en el aire. Otro factor que influye es que el equilibrio quimico entre HCOs;
(principal fuente de suministro de CO;) y el CO, es relativamente lento, especialmente en los
valores de pH entre los que nos movemos (entre 7 y 8.5). Por tanto, habrd que tener en cuenta
que la concentracién de Ci total depende del pH.

Los mecanismos de concentracién de carbono de las cianobacterias son muy eficaces, siendo
capaces de logar una tasa de fijacion de CO, exdgeno de al menos 10-15 uM a pesar del hecho
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de que las enzimas RuBisCO de las cianobacterias tienen una baja afinidad por el CO,, con una
Km_co2 mayor que 150 uM. [35.] Generalmente, se supone que los costes metabdlicos adicionales
asociados a la acumulacion activa de Ci son superados significativamente por las ventajas que
ofrecen los mecanismos de concentracién [36].

Estas cianobacterias estan preparadas para el crecimiento en la mayoria de los ambientes
acudticos naturales (Tipicamente [CO;] < 15 uM), incluidos los entornos de agua de mar donde
el nivel de Ci permanece ligeramente constante, en torno a 2 mM.

III

COy(), HCO,,

CO3(aq)r HCO3(aq)

Figura 5. Distribucién de especies carbdnicas en la cianobacteria.

Las fuentes de energia para la fijacion del Ci pueden ser ATP, NADPH o ferredoxina reducida
(captacién de CO). También puede haber un transporte pasivo mediante un gradiente
electroquimico [38].

Los transportadores de Ci a través de la membrana son:

- BCT1: Se trata un transportador inducido, codificado por el operén cmpABCD, que tiene
gran afinidad fotosintética por el HCOs. Se ha demostrado que la transcripcidon genética del
operdon cmpABCD es fuertemente inducida en condiciones de baja concentracion de Ci [37]

- SbtA: Es un transportador inducido dependiente de los iones Na* que tiene una gran
afinidad por el HCO3[39]. Se presume que se trata de un cotransportador Na*/HCOs pero
esto no ha sido claramente demostrado, de igual manera que tampoco se sabe el ratio de
transporte entre Na*y HCOs. En Synechocystis, se necesita alrededor de 1 mM de Na* para
conseguir la mitad de la maxima fijacion de HCO3 [39]. En el estudio de Shibata se llega a la
conclusiéon de que el transportador SbtA tiene una afinidad por el HCOs, alrededor de 16
uM. El problema de ese estudio es que ahora se ha descubierto que la Synechocystis posee
un tercer transportador de HCOs llamado BicA, el cual no se tuvo en cuenta en el célculo
[40].

- BicA: Se trata de un transportador dependiente de los iones Na* que presenta una baja
afinidad por el HCO3 y que pertenece a la extensa familia SulP de transportadores de aniones
[40]. Debe ser también un cotransportador Na*/HCOs, pero al igual que ocurre con SbtA,
esto no se ha demostrado. En Synechocystis, los genes del transportador BicA parecen estar
constitutivamente expresados [41].
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Ademas de transportadores, también existen sistemas de captacion de CO; situados en la
membrana. Se trata de complejos NADPH deshidrogenasa modificados. Estos sistemas permiten
gue el CO; atraviese la membrana de una forma pasiva y seguidamente lo transforman en HCO3
para introducirlo al citoplasma. Son complejos NDH-1 especializados en la captacion de CO; [42].
Hay dos: NDH-14 y NDH-13, éste ultimo tiene una mayor afinidad de captacién que el primero
ya que puede ser inducido bajo condiciones de Ci limitado vy se ha confirmado que en
Synechocystis esta localizado en la membrana tilacoidal [43]. La reaccién que se lleva a cabo en
estos sistemas de captacion es la siguiente:

NADPH + CO, + H,0 - NADP + HCO3 + H(l) + H(c)

— Porin ? COz; Ppassive entry

HCO, HCOy HCO,

Koo(HCO;) K, (HCOy) Ko s(HCO;)
~15,M  40-100 104 2-5 ung

Traffic
ATPase Two Na+- dependent :
(8cT1) HCOy™ transporters I Two CO, uptake systems

Figura 6. Esquema con la estructura probable y localizacién en la membrana de las cinco
formas de transportar el Ci en cianobacterias.

Existe una consiguiente acumulacion de HCOs dentro de las células 1000 veces mas alta que los
niveles de Ci exdgeno. La concentracién de Ci en el interior de la cianobacteria suele oscilar entre
20-40 mM [44]. Siendo una forma idnica del Ci, el HCOs presenta una permeabilidad a través de
la membrana celular de 3:10* cm/s, mientras que la del CO; es 0.3 cm/s [32]. Esto se debe a que
la polaridad que presenta el HCOs, la apolaridad y geometria del CO; y a la selectividad de la
membrana. Es por esto que el HCOs es la forma idnica preferida para acumular el Ci dentro de
la célula, especialmente cuando el pH citoplasmatico esta entre 7.8-8.2.

Durante la fase inicial de iluminacién, el CO; es el sustrato principal para captar y acumular. Esta
captacion del CO; es fuertemente activada durante los primeros segundos de iluminacidn vy,
dependiendo del CO; disponible en el medio, suele persistir hasta los 30 segundos. Después de
eso, la obtencion del HCO; es lentamente activada (entre los 20-60 segundos) y se obtiene una
concentracién total de Ci mayor a los 2 minutos. Durante el periodo inicial, que corresponde a
la captacién fuerte de CO,, la concentracion de Ci en el interior de la célula puede llegar a 20
mM o mds.
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Como se ha dicho anteriormente, se necesita una conversién de CO; a HCOs para evitar el
escape del Ci de la célula al medio, esto supone un grupo OH por CO; hidratado durante el
proceso de captacién. Esto implica que 20 mM de H* deben ser neutralizados o expulsados del
citoplasma para mantener el pH interno. El resultado es que se acidifica el medio puntualmente.

La produccion genética de PxcA (una proteina cuya funcion es la extrusidon de protones) en
Synechocystis es esencial para la extrusién de esos H* durante la fase inicial de captacion de
CO2. La actividad de PxcA depende del transporte de electrones en el PSll y parece que juega un
papel importante en la captacién de HCOs y nitratos (mediante transporte pasivo ya que entran
en juegos iones Na*). Por otro lado, los H* producidos por la fijacidon del CO, tenderdn a mantener
el pH estable debido a que éstos son empleados por convertir el HCOs; en CO; en los
carboxisomas.

Cabe destacar que durante la fotosintesis, si el HCOs es el sustrato predominante, los H*
consumidos en la conversién de HCO3 a CO; en los carboxisomas daran lugar a grupos OH  dentro
de la célula. Estos grupos OH" deben ser expulsados o neutralizados con la absorcion de H* del
medio. En conclusién, con bicarbonato como sustrato se termina basificando el medio.

Para un rendimiento dptimo de la anhidrasa carbdnica (enzima que cataliza la conversién de CO,
y agua a HCOs y protones en el carboxisoma) se debe trabajar lo mas cerca posible de la maxima
fijacién de CO; [45]. Existe un escape de CO; a través de las paredes del carboxisoma, éste CO,
gue se escapa del carboxisoma es reciclado transformandose en HCO; antes de abandonar la
célula.

Es conocido que los transportadores de Ci de las cianobacterias estan inactivos en la oscuridad
pero son rapidamente activados cuando hay iluminacién, comenzando la absorcién de CO, y de
HCOs a los 20-60 segundos de la post-iluminacién. La inactivacién de estos transportadores en
la oscuridad es requerida para prevenir ciclos de bombeo y fuga, los cuales no son de interés ya
gue suponen un gasto innecesario de la energia metabdlica. Existen evidencias de que la
activacion de los transportadores de HCO; inducen sefiales redox. Hay otras evidencias que
afirman que una activacién total de los transportadores de HCO; induce una fotofosforilacion
via serina/treonina proteina kinasa. Es altamente probable que esta activacién induzca
fendmenos de fosforilacion pero aun no se ha demostrado.
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1.6. FOTOBIORREACTORES

1.6.1. Introduccion a los fotobiorreactores

Un fotobiorreactor es un dispositivo destinado al cultivo masivo de microorganismos
fotosintéticos. Para ello, tiene que mantenerse un medio estable (temperatura, pH,
concentracién de CO;) y proporcionar los nutrientes necesarios para el crecimiento incluyendo
la luz. Se trata de un equipo cerrado que no tiene contacto fisico con el ambiente, de forma que
se aumenta el rendimiento y con ello la produccién de biomasa. De esta forma las variables del
proceso son mas faciles de analizar y se consigue un mejor control de los procesos
fotobiolégicos. Ademads, los fotobiorreactores minimizan la posible contaminacidn exterior y
hace posible un mayor ratio de produccion de biofueles y compuestos de interés [18].

Hoy en dia hay una gran variedad en el disefio de los fotobiorreactores, éstos presentan una
gran variedad en cuanto a geometria, régimen de trabajo y tipo de luz incidente. Los
fotobiorreactores pueden trabajar en continuo, semicontinuo o discontinuo. A gran escala, es
deseable trabajar en semicontinuo ya que se obtienen ratios de produccidon constantes, se
puede controlar el proceso y regular el crecimiento [19]. Ademads, se elimina el tiempo de
limpieza y esterilizacidn en el caso de procesos en discontinuo.

Figura 7. Diferentes fotobiorreactores.

1.6.2. LUz

Para los organismos fotosintéticos, la luz incidente es una de las variables mas importantes a
optimizar. Como se prefieren cultivos densos para maximizar la produccion, la luz normalmente
es un factor limitante para obtener un fotobiorreactor rentable. Por otro lado, cultivos densos
son mas apropiados para un correcto funcionamiento del fotobiorreactor [20] aunque una
elevada concentracion de microorganismos fotosintéticos aumentaria los gastos de operacion
[33]. Es por ello que la optimizacidn de la iluminacién y de la densidad celular es necesaria para
aumentar la actividad fotosintética y minimizar la respiracién oscura [19].
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Desde el punto de vista de la propagacion de la luz, hay importantes diferencias entre las
condiciones de aguas abiertas o dentro de un fotobiorreactor en fase acuosa. El uso de luz
artificial, ciclos de luz innaturales, la geometria del recipiente o la profundidad de éste son las

principales diferencias. En los fotobiorreactores no hay fenémenos de estratificacion, existe un
mezclado de forma que los microorganismos fotosintéticos se mueven rapidamente entre las
zonas internas y externas del reactor, esto hace posible un reparte mas uniforme de la luz.

Un aspecto importante a tener en cuenta es el espectro de la luz incidente al fotobiorreactor, el
cual puede ser seleccionado y optimizado. Para la seleccidn del espectro no solo es importante
ver que los picos de emisidon de la lampara se solapen con el espectro de absorcidn de la célula,
también hay que tener en cuenta factores como el rendimiento cudntico, fendmenos de
dispersidn y balance de excitacién entre ambos tipos de fotosistemas [21].

La cantidad de luz que reciben los microorganismos depende de la geometria del
fotobiorreactor, ya que los fendmenos de dispersién y atenuacién de la luz dependen
directamente de ella. Es por ello que se deben realizar calculos previos para averiguar la luz
media que le llega a éstos teniendo en cuenta la forma del fotobiorreactor. Comidnmente, éstos
suelen ser planos o cilindricos y la luz se orienta perpendicularmente al fotobiorreactor aunque
también se puede orientar transversalmente. La luz no sigue una distribucion homogénea a
través del fotobiorreactor ya que, ademads de la geometria y el material del que estd hecho el
panel, hay que tener en cuenta que hay microorganismos en suspension dentro del
fotobiorreactor y la luz no se va a repartir de forma uniforme entre ellos. Se irdn haciendo
sombra unos a otros progresivamente, de forma que si el fotobiorreactor es muy profundo, a
los microorganismos de una cara no les incidird apenas luz. También se debe tener en cuenta
que si los microorganismos reciben un exceso de radiacién sufre fendmenos de fotoinhibicion
[22].

1.6.3. CRECIMIENTO

El crecimiento de los microorganismos juega un papel muy importante en el funcionamiento del
fotobiorreactor. Es por ello que es deseable trabajar en discontinuo, de esta forma se puede
mantener el cantidad de éstos constante El crecimiento se mide mediante la densidad dptica,
que es una magnitud fisica que mide la absorbancia de un objeto por unidad de distancia para
una longitud de onda dada. Es proporcional al paso dptico de la muestra y a la concentracion de
la sustancia presente, e inversamente proporcional a la transmitancia.

El medio de cultivo es muy importante para el crecimiento de las cianobacterias. Este consiste
en una disolucidon acuosa con metales y sales disueltas. Estos compuestos son los nutrientes de
los microorganismos y hacen posible su vida. EI medio de cultivo mas empleado es el BG-11
Freshwater Solution (ver Anexo para mas informacion).

Como se ha comentado anteriormente, trabajar en régimen semicontinuo tiene la ventaja de
poder mantener el nimero de células estable. Para ello se introduce medio de cultivo fresco en
el fotobiorreactor [23] y por el otro extremo se extrae el mismo volumen que se ha introducido,
de forma que el volumen permanece constante. De esta forma se extraen microorganismos y
los que hay en el interior creceran, manteniéndose estable la densidad celular.
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1.6.4. DISPONIBILIDAD DE CO.,

Otro factor importante es el CO, de entrada al fotobiorreactor ya que limita el crecimiento de
los microorganismos. Suele introducirse aire enriquecido en CO; por la parte inferior del
fotobiorreactor, de esta forma burbujea hacia la parte superior favoreciendo el régimen
turbulento y con ello la transferencia de materia. Se trata de un pardmetro muy importante a
optimizar econdmicamente ya que supone hasta un 15% de los gastos de operacion totales. Para
la Synechocystis se introduce aire enriquecido en CO; al 1-2%, esto aumenta el crecimiento pero
requiere de un tampdn para mantener el pH [24]. Cabe destacar que las cianobacterias captan
una pequena parte del CO; introducido, asi que por la parte superior sale CO; junto a los gases
producidos por las reacciones fotosintéticas de los microorganismos.

1.6.5. TEMPERATURA

La temperatura se mantendra constante durante el proceso. Las cianobacterias viven a unas
temperaturas medianamente altas, de 15 a 302C. En el caso de la Synechocystis, se produce el
mayor crecimiento entre 32 y 382C [23]. Es importante tener esta variable controlada ya que la
temperatura afecta a la actividad enzimatica, a las membranas celulares y a los organulos en
general, generando estrés celular.

1.6.6. pH

El pH del medio en el que se encuentran también es una variable importante a tratar ya que es
de vital importancia que los microorganismos estén en condiciones de no estrés. Las
cianobacterias viven en un pH que va desde 6 hasta 9. En el caso de la Synechocystis, el pH
idéneo estd entre 7 y 8,5 [24]. Se trata de una variable dificil de controlar ya que depende
directamente del CO, disuelto y de las reacciones metabdlicas de los microorganismos, las cuales
lo varian ligeramente. Para mantener el pH en el valor deseado, se va introduciendo tampdn al
medio. Se trata de una mezcla de un acido débil y su base conjugada que afectan a la
concentracién de protones en la disolucidn acuosa, estabilizando el pH. También se tendra en
cuenta la fuerza idnica, que afecta a las constantes de disociacidn y puede variar ligeramente el
pH.

La introduccidon de medio de cultivo fresco y de tampdn al fotobiorreactor se denomina factor
de dilucidn. Esto se realiza para poder trabajar en semicontinuo y ademas poseer un control
sobre el pH, introduciendo mas o menos medio tamponador. Este factor de dilucién siempre ha
de ser menor o igual al volumen extraido por el otro extremo del fotobiorreactor. De esta forma
se evitan fendmenos de lavado, es decir, quedarse sin microorganismos en el interior del
fotobiorreactor. También ha de tenerse en cuenta que el factor de dilucidn hace oscilar el pH ya
qgue el medio de cultivo introducido presenta especies carbdnicas disueltas.

Otra variable que puede hacer oscilar el pH es la fuerza iénica del medio de cultivo. Este
parametro afecta a las constantes de disociacion dcido/base y con ello al pH. En el medio de
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cultivo hay muchas sales disueltas, ademas se esta diluyendo introduciendo medio tamponador
y mas medio de cultivo. En el presente modelo se tendra en cuenta, ya que puede hacer oscilar
el pH unas décimas.

Un aspecto a destacar es que las células tienen sus propios mecanismos de tamponacién y son
muy eficaces. Se ha observado que un cambio de dos unidades en el pH del medio induce un
cambio de Unicamente dos décimas en el pH del citoplasma. A partir de un pH de 10,5 las
capacidades fotosintéticas se van inhibiendo. Como estos microorganismos sobreviven hasta un
pH de 11 ésta puede ser una buena técnica para evitar contaminacién bioldgica. Cabe destacar
que a pH tan elevados pueden precipitar los alcalinotérreos disueltos en el medio.

1.7. MODELOS PREVIOS

Para el modelado del fotobiorreactores a nivel quimico, ademds de la transferencia de materia
entre el CO; que se introduce al medio y el propio medio, se deben tener en cuenta dos
fendmenos: la solubilizacion del CO, y los mecanismos de fijacion/concentracién del carbono

Los diferentes modelos que se han propuesto hasta ahora se distinguen en la cantidad de
reacciones de solubilizacion del CO; que han incluido en su desarrollo. Esta molécula puede
reaccionar de varias formas con el medio acuoso:

Figura 8. Distintas reacciones que tienen lugar en la solubilizacién del CO,
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Tabla 1. Comparacién de los distintos modelos describiendo las reacciones de solubilizacién de CO;

Modelo Reacciones incluidas Parametros cinéticos
Erickson et al. [26] 1,2,4,5y6 Para 25¢C
Cornet et al. [27] 3,5y6 Valores no dados
Rubio et al. [28] 3,5y 6 (en equilibrio) Para 202C
Rigobello-Masini y Masini [29] 3,5y 6 (en equilibrio) Para 202C
Rodriguez-Maroto et al. [30] 1,2y4 Valores no dados
Nedbal et al. [2] 3 Ajustados a datos experimentales
Gonzdlez-Lopez et al. [31] 4,5y6 Ajustados a datos experimentales
El presente trabajo 1,2,3,4,5y6 Correlaciones (5-402C)

Respecto a los mecanismos de fijacidon y concentracién de carbono inorgdnico, los modelos
propuestos coinciden en tratarlos como complejos enzimaticos cuya cinética sigue un
comportamiento Michaelis-Menten reversible o irreversible, como transporte pasivo a través
de la membrana cuyo comportamiento se rige segun las leyes de difusividad o como
cotransportadores dependientes de la concentracién de Na*.
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CAPITULO 2: OBJETIVO DEL DOCUMENTO

En la introduccién se ha puesto de manifiesto la importancia de las cianobacterias como fuente
de obtencién de compuestos de interés socio-econdmico. Para alcanzar este objetivo, estos
microorganismos fotosintéticos se deben explotar a escala industrial en los denominados
fotobiorreactores. Para un buen funcionamiento del proceso se necesita un buen control de las
variables, y para ello se debe conocer la dindmica del sistema.

Por ello, el objetivo de este Trabajo Final de Grado es el desarrollo de un modelo matematico
gue explique y prediga la dindmica del sistema.

Para ello se redactard el modelo matematico y a continuacidn se procedera a su validacién,
realizando simulaciones virtuales en un programa informatico (RStudio).
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CAPITULO 3: MODELO MATEMATICO PROPUESTO

Para el modelado del CO; en el interior del fotobiorreactor se ha tenido en cuenta la
solubilizacion del CO,, los mecanismos de fijacion y concentracion presentes en los
microorganismos fotosintéticos y la transferencia gas-liquido presente en todo el
fotobiorreactor.

3.1. SOLUBILIZACION DEL CO,

Como se ha comentado anteriormente, en el presente trabajo se tendrdn en cuenta todas las
posibles reacciones que entran en juego en la solubilizacidon del CO,. Se trata de la de la
conversion del CO; en distintas especies carbdnicas disueltas en el medio acuoso.

Siguiendo la nomenclatura empleada en la figura 9, se obtienen las expresiones cinéticas de
cada especie presente:

Recoz = Cuzcosk—1 + CuCucosk—s + Cucozk—s — Ceoz(ky + k3 + Copkys) (1)
Ruzcos = Ceozk1 + CuChcozk-2 — Cuzcoz (k-1 + k3) (2)

Rycos = Cuzco3kz + Ceozks + Ceo2Conks + CuCeosk—s — Cucos(Cy(k_p + k_3) + k_y + ks) (3)

Rcos = Cucosks — CyCcozk_s (4)
Ry = Cuzcoszka + Ceozks + Cycosks + ke — Cy(Crcosz(k—z + k_3) + Cozk_s + Conk_s) (5)
Ron = Cucosk-s + ke — Con(Ccozks + Cyk_¢) (6)

Para aplicar las ecuaciones (1)-(6) se requiere de ratios de reaccién constantes tanto en el
sentido directo como en el inverso. Los ratios de reaccion (1)-(3) no pueden ser determinados
individualmente, es por ello que la expresion de la concentracion de H,COs es reemplazada por
la expresidn de equilibrio quimico:

CyC
HY“HCO3 (7)

C =
H2C03 K,

Las ecuaciones (1) y (2) dan lugar a (8) y (9), respectivamente:

k_
Rcoz = Chzcos (CH (K—zl + k—3) + k—4) — Ceoz(ky + k3 + Copky) (8)
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k_
RH2C03 = CCOZkl + CHCHC03k—2 - CHCHC03 K_Zl - CH2C03k2 (9)

Las constantes cinéticas de la ecuacion (8) estan tabuladas para un rango de temperaturas de 5-
409C, lo que significa que la velocidad cinética del CO, disuelto solo se determinar en éste rango
de temperaturas. Por otro lado, las ecuaciones (2), (5) y (6) son casi instantaneas y sus
constantes cinéticas estan determinadas para 252C. Habra que trabajar con las constantes de
equilibrio ya que éstas si que estan tabuladas a distintas temperaturas. Por tanto se eliminaran
las constantes cinéticas de las ecuaciones (2), (5) y (6) para que el modelo no sea dependiente
de la temperatura:

KS — CCO3CH (10)
CHcos
K¢ = ConCy (11)

Se emplea la ecuacion (7) para correlacionar las velocidades de reaccion de H,COs, CO; y OH"
con las velocidades de reaccion de HCO3 y H*:

Ruzcos = CHRHCO3I:'2CHCO3RH (12)
K. CrcosK
Rcoz = ﬁRHCO3 - Hgf; Ry (13)
K,
Ron = _aezRH (14)

Se pueden emplear las ecuaciones (12)-(14) es posible debido a que las reacciones (2), (5) y (6)
llegan al equilibrio quimico casi instantaneamente. Dando como resultado que las ecuaciones
(7), (10) y (11) siempre sean validas.

Ademas, también se ha empleado una ecuacion para la electroneutralidad:

Rycos + 2Rco3 + Rop — Ry =0 (15)

Junto con las ecuaciones (13) y (14) se puede correlacionar la velocidad de reaccidn de H* con la
velocidad de reaccion de HCO:s.
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La velocidad de reaccién de HCO; se obtiene a partir de una ecuacién que la relaciona con las
velocidades de reaccion de H,CO3 y COs:

k_
Ru2c03 + Rucos + Rcos = Ceoz(ky + k3 + Conks) — Crcos (CH (K—; + k—3) + k—4) (16)

Las ecuaciones (12)-(15) son sustituidas en la ecuacion (16) dando lugar a:

R — Cco2(k1+k3+Conka)—Crco3(CH((k—_1/K)+k_3)+k_4)
HCO3 ™ [((cy/K)+1+(Ks/C)) +(1+(2Ks /CH)) (CHC03/K2)~(CHCO3Ks/CH?))/(1+(2CHC03Ks/CH?)+(Ke/ CHP))

] (17)

Esta ecuacion es correcta entre 5-402C y no presenta control de pH. El resto de velocidades de
reaccion se obtienen sustituyendo la ecuacidon (17) en las ecuaciones (12)-(15).

Si el pH se mantiene constante con la adicién de dcido/base o de una disolucién tamponadora,
se deben usar otras ecuaciones de velocidades de reaccion. Esto es debido a que las velocidades
de reaccién de H+ y OH- son nulas ya que sus concentraciones permanecen constantes. Se
obtiene la siguiente ecuacién:

R — Ccoz(k1+k3+C0Hk4)_CHCO3(CH((k—l/K2)+k—3)+k_4) (18)
HCO3 ((CH/K)+1+(Ks/Ch))

Para el CO,, H,CO5 y COs, las ecuaciones (8), (12) y (13) siguen siendo correctas.
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3.2.  MECANISMOS DE FIJACION Y CONCENTRACION DE CARBONO

Las ecuaciones anteriores tienen Unicamente en cuenta las reacciones quimicas asociadas a la
solubilizacién del CO,. Para un correcto modelado de un fotobiorreactor se deben incluir los
mecanismos que presentan los microorganismos fotosintéticos para fijar el carbono y después,
concentrarlo.

HCO,
HCO,-
HCo
( 3 ll BCT1
SbtA i
BicA . ZileN Carboxyzome
, .. i W rboxyz

HCO,-

carbonic
anhydrase
co

HCO,
RuBisCO

co l_) PGA

Figura 9. Ciclo metabdlico del CO; en el interior de una cianobacteria.

El transporte de CO, y HCOs a través de la membrana celular es pasivo y reversible, al igual que
ocurre con la membrana del carboxisoma:

Vs - =keay© ([€02)aq — [CO2]L) (19)
Vitos = Vicos - ([HCO3]aq — [HCO3],) (20)
vg(—;é{ = kg‘g; : ([COZ]C - [COZ]x) (21)
Vicos = Kficos - ([HCO3]. — [HCO3]y) (22)

Para describir las velocidades de reaccidon de las reacciones enzimaticas presentes en los
transportadores NDH-13, NDH-14, BicA y SbtA se emplea la cinética de Michaelis-Menten
irreversible:

Vmax‘[s]
Km+[S] (23)
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Las expresiones para los transportadores NDH-13 y NDH-14, los cuales transforman el CO,(c) en
HCOs(c), son las siguientes:

yNADPH3 -
yNADPH3 _ Vmax coz [CO;]¢ (24)
coz KRNG5 +CO0s]c
NADPH4
yNADPH4 _ Ymax coz'[C02]c (25)
coz Kin‘Eoz *+[CO2]c

Por otro lado, las expresiones para los transportadores BicA y Sbt, que transforman el HCOs(aq)
en HCOs(c), quedan de la siguiente forma:

BicA
vBiCA — Vmé%_HCOs'[HCOS]aq (26)
Heos KB 03 +[HCO3]aq
SbhtA
vatA — Vmax_HCOs'[HCOS]aq (27)
Heos Kyl 03+[HCO3]aq

Existen 3 transportadores de HCOs pero el modelo tendra en cuenta dos, el restante (BCT1) se

admite de manera basal. La cinética de la enzima RuBisCO, que transformara el CO,(x) en PGA(x),
también se considera de comportamiento Michaelis-Menten:

Rubisco

pRubisco _ Vmax_co2°[CO2]x
2 — Rubi

co mlfggfo"'[coz]x

(28)

La cinética de la anhidrasa carbodnica (AC), que transforma el HCOs(x) en COx(x), sigue un
comportamiento de una Michaelis-Menten reversible:

vS _[HCO3]x _ v _[COz]x
max_AC AC max _AC - KAC
UAC _ m_HCO3 x m_CO2_x (29)
, 3lx . 2lx \_
HCo3 14 HCOslx \ [, [cos] L
' KAC ' KAC
m_HCO3_x m_CO2_x
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3.3. OBTENCION DEL MODELO MATEMATICO

Todas las unidades estan en uM para las concentraciones y uM/s para las constantes cinéticas.

Con la combinacion de las expresiones de solubilizacion del CO, en el medio y las de los
mecanismos de fijacidon y concentracidn de carbono, obtenemos las verdaderas velocidades de
reaccion de las distintas especies carbdnicas presentes en el sistema.

En el caso de las velocidades de reaccién en el citoplasma y en el carboxisoma se obtienen unas
ecuaciones bastante simples, ya que solo hay presente HCO3 y CO3:

c  _ .agq-oc cox NADPH3 NADPH4 , . BicA ShtA

Riicos = Vhcos ~ Vicos '3, 4 pNJDPH3 4 pNADPHS 4 pBIe 4 35E (30)
c _ .,aq-oc cox | Vx NADPH?3 NADPH4

Rco2 = Vo, — Véoz ° v, ~ Vcoz — Vco2 (31)
X — CcoX AC

Ryicos = Vhcos — Vicos (32)
X — 4,COX AC

Rzo2 = Vo2 + Viicos (33)

En el caso de las velocidades de reaccion en el medio acuoso, las expresiones se complican un
poco por la presencia de otras especies carbdnicas. Ademas, se han de tener en cuenta los H" y
OH presentes en el medio y el CO, que se esta introduciendo al reactor en forma de gas
(transferencia de materia).

Para simplificar el desarrollo, se formulan los siguientes pardmetros:

Ao = V. - (Rfcos t+ Rco2) + Vi - (Riicoz + Rioz) (34)
By = V. - Ricos + Vi - Riicos (35)

Ke+2[HCO3]qq°Ks

P0=1+ [H]éq

(36)

Con estas simplificaciones se procede a la obtencion de las expresiones que definen las
variaciones temporales de la concentracién de las distintas especies carbénicas en el medio
acuoso:

Rcoz [HCO3]aq ( lagk-13 + k—4) —[COz]aq - <k13 k4) Vag v?gZC (37)
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a
—Vaq'Rids+A0+Bo [HCO3]qq

aq — Po
Rycos = e (38)
V. 1L[H]aqi Ks  ([HCO3laq [HCO3laqKs . 1L[H]aq
aq " Kz [Hlaq Ko [H)3q " Po
aq __ RHCO3 (1+[H]aq) By
R = (39)
Py Vaq'PO
K, aq
RM =—-—5.R 40
0n = i, Ru (40)
[Hcos]aq_( 2K ) [Hlaq
RM — pM [Hlaq + K> 1+[H]aq Ky "Bo (41)
H2c03 = RHco3 "\ T, Po VaqPo
1+£
Ks [HCO3]aq K5 . [(Hlaq _ [HCO3]aq K5 ._Bo

aq _ paq
Rcos = Rycos

[Hlaq [H13q Pg [H]3q Vaq'Po (42)

Para la obtencién de la expresién del CO; (gas) se ha de tener en cuenta la transferencia de
materia que ocurre entre la burbuja y el medio acuoso:

co2 !
coz coz ugky kracoz RT -h
co 'k +(Ppo—[CO -k . | ex -1
RGas — kracoz [€02)aq ki +(Pho=[CO2)aq I )( kLacoz: RT"h>< p( ug-kG0?

c02 1-eg kEIOZ_[COZ]aq

(43)
También, se obtiene una expresidon para explicar la variacién temporal de la presién de salida:
kLacoz-RT’-h

Rpresu = :_(I;-I ([Coz]aq ' kI(-:IO2 + (Pbo - [COZ]aq ' kgOZ) - exp (Tﬁoz) - PreSH) (44)

Ademas, se realizan un balance de materia y de carga:

dCi
mml/dt ¢ - (Rficos + Réoz) + Vi - (Riicos + REoz) + Vaq(Rucos + Rega + Reds +
Rgczlco3 — V- vBubisco 4 Vag RESS (45)
V. - Rfjcos + Vo - Ricos + Vag(Rpdos — Ry + Rop +2 - Rgds) =0 (46)
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Con todas estas ecuaciones se puede proceder a resolver el sistema con ayuda de un programa
informatico. Para ello, se determinan a continuacién las variaciones de cada parametro, las
cuales se deberdn incluir dentro del algoritmo que resolverd el sistema de ecuaciones
diferenciales lineales.

dC024, = REL, + RESS (47)
dCO2, = Rfop — vE63™° (49)
dHCO3, = R¥ 03 (50)
dHCO3, = R§co3 (51)
dHCO3,, = Rpytos (52)
dHg, = Ry (53)
dOH,, = Ry}, (54)
dH2C03,, = Ryacos (55)
dCO3,, = Rigs (56)
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

Todo el presente trabajo se ha realizado in silico, se ha empleado un ordenador portdtil Asus
X540LA-XX021T Intel® Core™ i3.

Para el disefio y simulacidn del modelo se ha empleado el lenguaje R (version 2.14.1). R es un
lenguaje de programacion con el que se pueden realizar potentes analisis estadisticos como
regresiones lineales y no-lineales, tests estadisticos, analisis de series de tiempo o resolucion de
sistemas empleando algoritmos. Ademas, también presenta potentes herramientas para la
proyeccion de los resultados en gréficos (http://www.r-project.org/).

Para hacer posible las siguientes simulaciones, se han inicializado ciertas variables (Ver Anexo
pag. 13-15) y algunos valores de los parametros del proceso se han calculado (Ver Anexo pag. 7-
11) y otros se han fijado coherentemente (Ver Anexo pag. 12).

En el modelado matematico que se ha explicado anteriormente, no se ha tenido en cuenta el
crecimiento de los microorganismos fotosintéticos en el interior del reactor. Para hacer posible
esto, se formula una expresién que recrea el crecimiento de los microorganismos y se ponen el
resto de parametros en funcion de éste (Ver Anexo pag. 3, linea 8).

El modelo propuesto se trata de un conjunto de ecuaciones diferenciales temporales lineales
que se va a resolver con la rutina ode. Esta rutina se encuentra en la libreria deSolve y en nuestro
caso ha funcionado muy bien ya que el modelo presentado no tiene problemas de stiff (todos
los incrementos de las variables presentes son de una magnitud bastante similar).

Se procede a comenzar las simulaciones, empezando por las concentraciones de las distintas
especies carbdnicas en los distintos medios.

CO2 c

Concentracion (uM)

0 000 10000 15000 20000
Tiempo (s)
Figura 10. Representacién de la concentracién de CO; presente en el citoplasma frente al
tiempo.
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HCO3 ¢
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0 s000 10000 15000 20000
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Figura 11. Representacion de la concentracion de HCOs presente en el citoplasma frente al
tiempo.

En el caso del citoplasma, en la figura 11 se observa que la concentracion de CO; crece
inicialmente ya que el microorganismo fotosintético lo esta fijando y concentrando pero
una vez se llega al maximo, la concentracion empieza a descender. Esto se debe a que
la forma preferida de los microorganismos para almacenar el carbono inorgdnico es el
HCOs ya que éste no es permeable a la membrana celular y asi se consigue que no se
escape, por tanto la concentracién de CO, va disminuyendo ya que se transforma a
HCOs. Ademas, cada vez hay mas microorganismos en el fotobiorreactor ya que estos
crecen y el CO; presente se va consumiendo hasta agotarse.

En la figura 12 también se observa un incremento de la concentracién de HCOs ya que
las células lo estan captando del medio acuoso o estan transformando el CO; a HCO:s.
Después se observa un comportamiento descendiente ya que ésta es la principal fuente
de carbono inorganico dentro de la célula y se va consumiendo hasta llegar a un
equilibrio y no agotarse, esto se debe a que los microorganismos lo almacenan dentro
del citoplasma como reserva.

CO2 x

5000

0 2000

Concentracion (uM)
]

0 o000 10000 15000 20000
Tiempo (s)
Figura 12. Representacion de la concentracion de CO; presente en el carboxisoma frente al
tiempo.
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HCO3 x
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Figura 13. Representacion de la concentracion de HCOs presente en el carboxisoma frente al
tiempo.

En las figuras 13 y 14 se observan las variaciones de la concentracién de las distintas
especies carbdnicas presentes en el carboxisoma. Si se presta atencién a los valores de
concentracion, se observa que los valores de la concentracién en el carboxisoma son
mucho mas elevados comparados con los del citoplasma, esto se debe a que el volumen
del carboxisoma es mucho menor y en él el carbono inorganico esta mucho mas
concentrado, facilitando asi el funcionamiento de la enzima RuBisCO.

En la figura 13 se observa como al principio aumenta mucho la concentracién de CO;
para concentrar carbono inorgdnico y asi conseguir un buen rendimiento de la enzima
RuBisCO. A continuacidon, aumenta la demanda de CO; debido al crecimiento de los
microorganismos y la concentracion de CO, empieza a disminuir hasta llegar a un
equilibrio debido a que la anhidrasa carbdnica esta convirtiendo todo el HCO3 disponible
en CO,.

En lafigura 14 se observa que la concentracién de HCO3 sigue el mismo comportamiento
gue la de CO,. La diferencia es que el HCO3 se agota ligeramente mas rapido.

CO2 aq

Concentracion (uM)

0 S000 10000 15000 20000
Tiempo (s)

Figura 14. Representacion de la concentracion de CO; presente en el medio acuoso frente al
tiempo.
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HCO3 aq
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Figura 15. Representacion de la concentracion de HCOs presente en el medio acuoso frente al
tiempo.

H2CO03 aq
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Figura 16. Representacion de la concentracion de H,COs presente en el medio acuoso frente al
tiempo.
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Figura 17. Representacion de la concentracion de COs presente en el medio acuoso frente al
tiempo.
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En las figuras 15, 16 y 17 se observa como la concentracidn de estas especies carbdnicas en el
medio acuoso va disminuyendo debido a que los microorganismos fotosintéticos las estan
consumiendo. El primero en agotarse es el H,CO; debido a que se empieza a desprotonar
rapidamente para dar lugar a HCO3 y COs. Seguidamente, se agota el CO; ya que éste atraviesa
mas facilmente la membrana celular que el HCOs, el cual se agota en el Ultimo puesto debido a
que requiere un transporte activo a través de la membrana celular. Cabe destacar el detalle que
el HCOs es la especie carbdnica mas presente en el medio acuoso mientras que el H,CO3; apenas
estd presente.

En la figura 18 se observa que al principio aumenta la concentracién del anién COs debido a que
éste se va acumulando en el medio acuoso. Esto se produce porque este anidn debe protonarse
para poder atravesar la membrana celular ya que estos microorganismos no presentan
mecanismos para transportarlo a través de su membrana. Como estamos en pH relativamente
basicos (entre 7,5y 11) al COs le cuesta encontrar esos protones y a esto se debe su acumulacion
inicial en el medio acuoso. El consiguiente consumo de COs se debe a que los microorganismos
fotosintéticos empiezan a consumirlos. Como se aprecia en la figura 19, el CO; es la especie
carbdnica mas estable a partir de un pH de 10,5 aproximadamente, siendo asi la fuente de
carbono inorgdnico predominante. No llega a agotarse sino que alcanza un equilibrio quimico
ya que se han alcanzados pH elevados y es dificil que se protonen y puedan atravesar la
membrana celular.

%

pH

Figura 18. Distribucién de distintas especies carbdnicas en funcién del pH.
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También es de interés un estudio del pH para ver si se ajusta a la solubilizacién del CO, en el
medio acuoso. Para ello se simula la variacidn de la concentracion de H" y de OH™:

H aq

0.04
1

Concentracion (uM)
0.02
I

0.00
1

| | | | |
0 o000 10000 15000 20000
Tiempo (s)
Figura 19. Representacion de la concentracion de H* presente en el medio acuoso frente al
tiempo.

OH_aq
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Figura 20. Representacion de la concentracion de OH™ presente en el medio acuoso frente al
tiempo.

En la figura 20 se observa que los protones disueltos en el medio se consumen rapidamente
probablemente para protonar el anién COs. Ademas se observa que estan en muy bajas
concentraciones en el medio acuoso, esto se debe a que estamos en un pH relativamente basico.

En la figura 21 se observa que, efectivamente, la concentracion de OH es mucho mas elevada
que la de H* ya que nos encontramos en pHs basicos. Se observa también que la concentracion
de estos grupos hidroxilo aumenta. Esto ocurre porque cuando el HCO; es el sustrato
predominante, los H* consumidos en la conversién de HCO3; a CO; en los carboxisomas daran
lugar a grupos OH" dentro de la célula. Estos grupos OH™ deben ser expulsados o neutralizados
con la absorcion de H* del medio. Al estar empleando bicarbonato como sustrato principal, se
termina basificando el medio y esto implica que aumente la concentracion de OH en él.
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Figura 21. Representacion del pH del medio acuoso frente al tiempo.

En la figura 22 se aprecia esa basificacién del medio a lo largo del tiempo. También se observa
que efectivamente se alcanza el pH de 10,5 a partir del cual el COs; es la especie carbdnica
predominante y por tanto, el sustrato principal. Como el resto de las graficas, tiende a un estado
estacionario en el cual esta el sistema acuoso en equilibrio.

El interés del modelo es crear bucles y poder simular el comportamiento de una variable segun
la variacién de otra. A continuacion, se realizardn simulaciones variando el nimero de células
presentes en el fotobiorreactor.
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Figura 22. A laizquierda, la variacidn del CO; en el medio acuoso frente al tiempo. A la
derecha, la variacién del HCO; en el medio acuoso frente al tiempo. Ambas simulaciones son
para distintos numeros de células en el fotobiorreactor.

29

células/mL



Analisis y modelado de los procesos quimicos asociados al cultivo de organismos fotosintéticos
en fotobiorreactores.

En la figura 23 se observa como las células no son capaces de captar todo el CO; hasta que hay
10° células por mL. Cuando ya hay un numero considerable de microorganismos fotosintéticos
en el fotobiorreactor, el CO, del medio acuoso se consume rapidamente. Respecto al
bicarbonato en medio acuoso ocurre lo mismo, hasta que no hay una gran cantidad de
microorganismos fotosintéticos practicamente permanece constante ya que hay mucha
cantidad de él en el medio.
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Figura 23. Variacion del pH respecto al tiempo para diferentes cantidades de células en el

fotobiorreactor.

En la figura 24 se observa que a mayor niumero de microorganismos fotosintéticos, mas
rapidamente se basifica el medio debido a que emplean como sustrato principal el anién HCOs.
Mientras que a concentraciones bajas de células permanece practicamente constante.
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Figura 24. Variacion de la actividad enzimatica de RuBisCO frente al tiempo para distintas

cantidades de células en el fotobiorreactor.
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En la figura 25 se observa como la enzima RuBisCO solo se satura con altas densidades de
microorganismos fotosintéticos. Se ve cémo va disminuyendo su actividad hasta saturarse,
saturandose mas rapido a elevadas concentraciones de microorganismos.
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Figura 25. Consumo de CO, (g) respecto al tiempo para distintas cantidades de células en el
fotobiorreactor.

En la figura 26 se observa como para bajas densidades de células en el medio el consumo es
bajo. Para densidades altas de células el consumo se ve limitado por la transferencia Gas-Liquido
(el limite se encuentra entorno al 34%).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y FUTURO TRABAJO

El presente Trabajo Final de Grado ha consistido en el andlisis y modelado de los procesos
qguimicos asociados al cultivo de organismos fotosintéticos en fotobiorreactores.

Tras el modelado matemdtico y la simulacion de éste, se han obtenido las siguientes
conclusiones:

- El modelo, que posee las seis reacciones de solubilizacién del CO,, funciona
correctamente y, a pesar de no poseer un analisis experimental, parece que se ajusta a
la realidad.

- El hecho de que estos microorganismos fotosintéticos empleen el HCOs como principal
sustrato provoca un aumento del pH del medio que es de gran importancia a tener en
cuenta en el modelado.

- Se ha observado que la transferencia de materia Gas-Liquido pone una limitacién en la
solubilizacion del CO; burbujeado al fotobiorreactor en el medio.

Como futuro trabajo se propone:

- Incluir en el modelo un factor de diluciéon para trabajar en semicontinuo. Si se va a
introducir medio de cultivo fresco al fotobiorreactor se deberdn recalcular todas las
expresiones de solubilizacion del CO,.

- Si se va a controlar el pH se deberian incluir las ecuaciones referentes al medio
tamponador que se va a introducir.

- Algunos fotobiorreactores presentan un volumen dentro donde no llega el medio de
cultivo (headspace), en él se acumulan los gases provenientes del fotobiorreactor. Si se
va a trabajar con uno de este tipo, se deben recalcular las ecuaciones de solubilizacion
del CO; ya que éste se puede volver a disolver en el medio.
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ANEXO

1. Composicion del medio de cultivo BG-11

NaNO; Lsg |

K,HPO, 0.04¢ |

MgSO,-7TH,0 0.075 ¢

(CaCl,2H,0 0.036 ¢ _
‘Citric cid H0.006 g‘ Trace metal mix AS:

[113B0; ps6g |

‘Ferric ammonium citrateH0.00é g‘

[EDTA (disodium salt) 0.001 g MnCl,4H,0 181 g
Na,COs5 0.02¢ | ZnSO4 THO (0222 g
Trace metal mix A5 1.0ml | ‘NaMoO4-2H20 HO'39 g ‘
‘Agar (if needed) HL0.0 g ‘ CuSO,4-5HO0  10.079 g
Distilled water oL | Co(NO3), 6H,0 49.4 mg

The pH should be 7.1 after sterilization ‘DiSﬁllCd water Hl.O L ‘

2. Modelo en RStudio

library(deSolve)

MMfraction<-function(x,Kmx) {x/Kmx}

Transp<-function (k1,a,b) {v<-k1*(a-b)}

M_Mirr<-function(V,S,Km) {V*S/(Km+S)}

M_Mrev<-function(Vmaxf, Vmaxr, a,Kma, c,Kmc){

v<-(Vmaxf*MMfraction(a,Kma)-Vmaxr*MMfraction(c,Kmc))/
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((1+MMfraction(a,Kma))+(1+MMfraction(c,Kmc))-1)

return(v)

PBRCO2 <- function(t, y, parms) {

with(as.list(y), {

#CO2(aq)-> passive reversible cell membrane transport -> CO2(c)

vCMM _aq_c_CO2_Transp<-Transp(k_aq_c_CO2_Transp,CO2_aq,C0O2 c)
#HCO3(aq)-> passive reversible cell membrane transport -> HCO3(c)

vCMM _aq_c_HCO3_Transp<-Transp(k_aq_c_HCO3_Transp,HCO3 aq,HCO3 c)
#C02+22(c)-> passive reversible carboxysome membrane transport -> CO2(x)
vCMM_c_x_CO2_Transp<-Transp(k_c_x _CO2_Transp,CO2 c,CO2 x)
#HCO3(c)-> passive reversible carboxysome membrane transport -> HCO3(x)
vCMM_c_x_HCO3_Transp<-Transp(k_c_x_HCO3_Transp,HCO3_c,HCO3 x)
#CO2 (c) ->(NDH-13)-> HCO3-(c)

vCO2NADPH3 <- M_Mirr(Vmax_CO2NADPH3,CO2_c,Km_CO2NADPH3)

#CO2 (c) ->(NDH-14)->HCO3-(c)

vCO2NADPH4 <- M_Mirr(Vmax_CO2NADPH4,C02_c,Km_CO2NADPH4)
#HCO3-(aq) -> (BicA)-> HCO3-(c)

vHCO3BicA <- M_Mirr(Vmax_HCO3BicA,HCO3_aq,Km_HCO3BicA)
#HCO3-(aq) -> (SbtA)-> HCO3-(c)

VHCO3SbtA <- M_Mirr(Vmax_HCO3SbtA,HCO3_aq,Km_HCO3SbtA)
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#HCO3-(x) -> (Carbonic Anhydrase)-> CO2(x)

vconcentr <-
M_Mrev(Vmaxf_concentr,Vmaxr_concentr,HCO3 x,Km_HCO3x_concentr,CO2_x,Km_CO2x_co

ncentr)
#CO2(x) -> (Rubisco)-> PGA(x)
vRubiscoCO2 <- M_Mirr(Vmax_RubiscoC02,C02_x,Km_RubiscoCO2)
#vRubisco02 <- MMirr(E_Rubisco02,k Rubisco02,02x,Km_Rubisco02)

veells<-n_cell*(1+((2”(t*mu/(log(2)*3600))-
1)*min(vRubiscoCO2/Vmax_RubiscoCO2,light_k/light_k)))

#Todas las unidades estan en uM para concentraciones,

#uM/s para todas las ks)

R_HCO3_c<-vCMM_aq_c_HCO3_Transp -
vCMM_c_x_HCO3_Transp*V_x_tot(n_cell)/V_c_tot(n_cell) +vCO2NADPH3 +vCO2NADPH4
+vHCO3BicA +vHCO3SbtA

R_CO2_c<-vCMM_aqg_c_CO2_Transp -
vCMM_c_x_CO2_Transp*V_x_tot(n_cell)/V_c_tot(n_cell) -vCO2NADPH3 -vCO2NADPH4

R_HCO3_x<- vCMM_c_x_HCO3_Transp -vconcentr

R_CO2_x<-vCMM_c_x_CO2_Transp +vconcentr
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AO<-V_c_tot(n_cell)*(R_HCO3_c +R_C0O2_c) +V_x_tot(n_cell)*(R_HCO3_x +R_C0O2_x)
BO<- V_c_tot(n_cell)*R_HCO3 c+V_x_tot(n_cell)*R_HCO3 x

PO<- 1+(K6+2*HCO3_aqg*K5)/(H_aqg**2)

R_CO2_aq <-HCO3_ag*(H_ag*k13inv+k4inv) -CO2_aq*(k13+K6/H_aq*k4dir) -
V_c_tot(n_cell)/V_ag*vCMM_aq_c_CO2_Transp

#HCO3_ag_ini*(H_aq_ini*k13inv+k4inv) -CO2_aq_ini*(k13+OH_aq_ini*k4dir) -
V_c_tot(n_cell)/V_aq*Transp(k_aq_c_CO2_Transp,CO2_aq_ini,CO2_c_ini)

#AO_i<-V_c_tot(n_cell)*(R_HCO3 c_ini +R_C0O2 c_ini) +V_x_tot(n_cell)*(R_HCO3_x _ini
+R_CO2_x_ini)

#BO_i<- V_c_tot(n_cell)*R_HCO3_c_ini +V_x_tot(n_cell)*R_HCO3_x_ini

#PO_i<- 1+(K6+2*HCO3_aq_ini*K5)/(H_aq_ini**2)

R_HCO3_agq <--(V_ag*R_C0O2_aqg +A0 +BO*HCO3_aqg*(1/K2-
K5/H_aq**2)/P0)/(V_aqg*(1+H_aqg/K2+K5/H_ag+(HCO3_ag/K2-
HCO3_aqg*K5/H_ag**2)*(1+2*K5/H_aq)/P0))

R_H_aq <- R_HCO3_ag*(1+2*K5/H_aq)/P0 +B0O/(V_aq*P0)

R_OH_aq <--K6/(H_agq**2)*R_H_aq

R_H2CO3_aq <-R_HCO3_aqg*(H_aq/K2+HCO3_aq/K2*(1+2*K5/H_aq)/P0)
+HCO3_aq/K2*BO/(V_aq*P0)
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R_CO3_aq <-R_HCO3_ag*(K5/H_aq-HCO3_aq*K5/(H_aq**2)*(1+2*K5/H_aq)/PO) -
HCO3_ag*K5/(H_aq**2)*B0/(V_aqg*P0)

R_CO2_Gas <-kLaCO2/(1-eG)*((CO2_aq*kHCO2+(Pb0-CO2_aq*kHCO2)*(uG*kHCO2/(-
kLaCO2*ROT*h))*(exp(-kLaCO2*ROT*h/(uG*kHCO2))-1))/kHCO2-CO2_aq) #
co2(L)

R_CO2_Rubisco <-vRubiscoCO2

R_PresH <- (uG/hH)*(CO2_aq*kHCO2+(Pb0-CO2_aq*kHCO2)*exp(-
kLaCO2*ROT*h/(uG*kHCO2))-PresH)

R_CO2_l <-V_I(F_I)/V_ag*(C0O2_I|-CO2_aq)

R_HCO3_ | <-V_I(F_I)/V_ag*(HCO3_I-HCO3_aq)

Mass_Balance <-
V_c_tot(n_cell)*(R_HCO3_c+R_CO2_c)+V_x_tot(n_cell)*(R_HCO3_x+R_C0O2_x)+V_aq*(R_CO2_
ag+R_HCO3_ag+R_H2C0O3_aqg+R_C0O3_aq) -V_x_tot(n_cell)*R_CO2_Rubisco
+V_aqg*R_C0O2_Gas

Mass_Balance_inside <-
V_c_tot(n_cell)*(R_HCO3_c+R_CO2_c)+V_x_tot(n_cell)*(R_HCO3_x+R_C0O2_x)+V_aq*(R_CO2_
agq+R_HCO3_ag+R_H2C0O3_aqg+R_C0O3_aq)

Charge_Balance <-
V_c_tot(n_cell)*R_HCO3_c+V_x_tot(n_cell)*R_HCO3 x+V_aq*(R_HCO3_aqg-
R_H ag+R_OH_ag+2*R_CO3_aq)
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#0jo con volumenes y moles

dCO2_aq <-R _CO2 aq+R_CO2 Gas+R _CO2 |
dCO2_c <-R_CO2 c

dCO2_x <-R_CO2_x-R_CO2_Rubisco

dHCO3_x <-R_HCO3_x

dHCO3 ¢ <-R_HCO3 ¢

#Vf_| acorde con tiempo de escala
dHCO3_aq <- R_HCO3_aq +R_HCO3_|
dH_ aqg <-R_H_ aq

dOH_agq <-R_OH_aq

dH2CO3_aq <- R_H2C03_aq

dCO3_ag <-R_CO3_aq

dPresH <-R_PresH

list(c(dCO2_c,dHCO3_¢,dCO2_x,dHCO3_x,dCO2_aq,dHCO3_aq,dH_aq,dOH_aq,dH2C0O3_aq,dC
03_aq,dPresH),

c(pH=-
log10(H_aq/1076),vCMM_ag_c_CO2_Transp=vCMM _aq_c_CO2_Transp,vCMM_aq_c_HCO3_ T
ransp=vCMM_aq_c_HCO3_Transp,vCMM_c_x_CO2_Transp=vCMM_c_x_CO2_Transp,vCMM_c
_X_HCO3_Transp=vCMM_c_x_HCO3_Transp,
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vCO2NADPH3=vCO2NADPH3,vCO2NADPH4=vCO2NADPH4,vHCO3BicA=vHCO3BicA,vHCO3SbtA

=vHCO3SbtA,vconcentr=vconcentr,vcells=vcells/n_cell,

R_HCO3_ag=R_HCO3_aq,R_CO2_agq=R_C0O2_aq,R_H2CO3_ag=R_H2CO3_aq,R_CO3_ag=R_CO
3_aq,R_HCO3_c=R_HCO3_c,R_CO2_c=R_CO2_c,R_HCO3_x=R_HCO3_x,R_CO2_x=R_CO2_x,

Mass_Balance=Mass_Balance,Mass_Balance_inside=Mass_Balance_inside,Charge_Balance=Ch
arge_Balance,R_CO2_Rubisco=R_C0O2_Rubisco,R_CO2_Gas=R_CO2_Gas,Kw=H_aq*OH_aq,Kw_
Test=(K6-H_aq*OH_aq)/K6))

N

#TC

TC
light_k
par(mfrow=c(1,1))

par(mar=c(4,3,2,2))

#plot(outPBRCO2[,"time"]/3600,0utPBRCO2[,"vcells"],xlab="Time (h)",ylab="Cell

Growth",ylim=c(0,2),type="n",cex.axis=1.5,cex.lab=1.5)
#for (g in 1:2){

# for (jin 1:2){

#TC=20 + (g-1)*10

#light_k=800

#light=600 + (j-1)*200

#TC
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##t#-----T experiment----

light k=100

TC=20

T=(273.15+TC) #Temperatura (K)

R=8.314472 #Constante de los gases ideales (J/mol.K)
RT=R*T

ROT=RT/1000

H=0.0 #Altitud (km)
D=2%*(0.0063/3.14159)**0.5 #Diametro de la columna (m)
A=3.14159*(D**2.)/4. #Area transversal de los tubos (m?)

Sec=0.000172

uG=0.0000033/A #Velocidad superficial de la fase gaseosa (m/s)

uL=0.0000001 #Velocidad superficial de la fase liquida (m/s)

pH=4 #pH

L=1200.0 #Tiempo de la simulagion (s)

R_CO2_hio=0.0 #Velocidad de reaccion

bioldgica del CO2 (mol/m3/s)

R_02_bio=0.0 #Velocidad de reacciép
bioldgica del 02 (mol/m3/s)

#pb1=998  #Presidn parcial a la entrada para t>0

V_ag0=1 # Volumen del fotobiorreactor (L)
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h=V_aq0/1000/A  #Altura de la columna de liquido

hH=Sec/A #Altura del espacio del gas (m)

mu=0.04+(TC-20)*0.005 #Crecimiento bacteriano (h-1)

MML=(2*1.00794+15.9994)/1000 #Masa molecular de la fase liquida (kg/mol)

MMG=28.9638972/1000 #Masa molecular de la fase gaseosa (kg/mol)
Patm=100602-10396.5*H #Presion atmosférica (Pa)

Patm=101325 #Presion atmosférica (Pa)

g=9.8066 #Aceleracién de la gravedad (m/s2) Altitud 0 km
nn=uG*Patm*A/R/T*10"6 #Flujo molar de la fase gaseosa (umol/s)
#nn*Pb0/Patm

Tr=T/132.5 #Temperatura relativa (K)

rolL=999.974950*(1-(TC-3.983035)**2.*(TC+301.797)/(522528.9*(TC+69.34881)))
#Densidad de la fase liquida (kg/m?3)

roG=MMG*Patm/(R*T) #Densidad de la fase gaseosa (kg/m3)

roGr=roG/314.3 #Densidad relativa de la fase gaseosa (kg/m3)
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mil=exp(-24.71+4209./T+0.04527*T-(3.376*10.**-5.)*T**2)/1000. #Viscosidad de la fase

liquida (Pa.s)

miG=(6.1609*10.**-6)*((0.128517*Tr+2.60661*Tr**0.5-1-0.709661/Tr+0.662534/Tr**2-
0.197846/Tr**3+0.00770147/Tr**4)+(0.465601*roGr+
1.26469*roGr**2-0.511425*roGr**3+0.2746*roGr**4)) #Viscosidad de la fase

gaseosa (Pa.s)

sigmal=0.2358*((647.15-T)/647.15)**1.256%(1-0.625*((647.15-T)/647.15)) #Tensién

superficial de la fase liquida (N/m?)

kHCO2=((MML*101325./roL)*exp((-4.184/R)*(-317.658+17371.2/T+43.0607*log(T)-
0.00219107*T)))/1000 #Constante de Henry para CO2 en agua
(Pa.L/umol)

kHO2=((MML*101325./roL)*exp((-4.184/R)*(-
286.942+15450.6/T+36.5593*|log(T)+0.01876620*T)))/1000 #Constante

de Henry para 02 en agua (Pa.L/umol)

kLH2=1/(0.00078*exp(500*(1/T-1/298.15))*10) #Constante de Henry para H2 en agua
(Pa.L/umol)

DCO2=(2.97*10**-6.)*exp(-18200./(R*T)) #Difusividad de CO2 en agua (m?/s)

DO2=(7.4%10%*-12.)*T*(2.6*MML*1000.)**0.5/(miL*1000.*(25.6**0.6)) #Difusividad de 02

en agua (m?/s)

eG=.00366

kLaCO2=6*eG*(5.63*10.**-5)*((g*DCO2*roL**2*sigmal/(miL**3))**0.5) #Coeficiente

volumétrico de transferencia de masa G-L para CO2 (s-1)

kLaO2=6*eG*(5.63*10.**-5)*((g* DO2*roL**2*sigmal/(miL**3))**0.5) #Coeficiente

volumétrico de transferencia de masa G-L para 02 (s-1)
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K6=((roL**2)*(10**(-6013.79/T-23.6521*l0g10(T)+64.7013))*10"6) #Constante de

equilibrio de ionizacion del agua (umol?/L?)

K2=((1.73*10%**-4)*(10**((-5.¥10.**-5)*((T-290.15)**2)))*1000) * 1000 #Constante de

equilibrio de la reaccion 2 (umol/L)

K4=(roL*(10**(-356.3094-0.06091964*T+21834.37/T+126.8339*l0g10(T)-
1684915/T**2))/K6)*1000 #Constante de equilibrio de la reaccién 4 (L/umol)

K5=(roL*10%*(-2902.39/T+6.498-0.02379*T))*1000 #Constante de

equilibrio de la reaccion 5 (umol/L)

k13=exp(1246.98-6.19*10**4/T-183.*log(T)) #Constante de velocidad de las

reacciones 13 directas (s-1)

k13inv=(exp(1346.24-6.44*10**4/T-196.4*log(T))/1000)/1000 #Constante de

velocidad de las reacciones 13 inversas (L/umol.s)

k4dir=(10**(13.635-(2895/T))/1000)/1000 #Constante de velocidad de

la reaccion 4 directa (L/umol.s)

kdinv=k4dir/K4 #Constante de velocidad de la reaccion 4

inversa (s-1)

Kal1=-3404.71/T+14.8435-0.032786*T
Ka=(10"Ka1*1000)*1000
Ka

#Ka=0.000467735 # mol/m3
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#Parameters CCM

k_aq_c_CO2 Transp<-4

k_ag_c_HCO3_Transp<- k_aqg_c_CO2_Transp/1000
k_c_x_CO2_Transp<-4 k_c_x_HCO3_Transp<-k_c_x CO2_Transp
Vmax_HCO3BicA<-400*1

Vmax_HCO3SbtA<-100*1

Vmax_CO2NADPH3<-10*1

Vmax_CO2NADPH4<-60*1

Km_HCO3BicA<-60
Km_HCO3SbtA<-5
Km_CO2NADPH3<-2

Km_CO2NADPH4<-15

Vmaxf_concentr<-100000000
Vmaxr_concentr<-100000000
Km_HCO3x_concentr<-9000

Km_CO2x_concentr<-3000

Vmax_RubiscoC02<-20000

Km_RubiscoC02<-250
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tInitial values

pH=5
PresH_ini=1000 #946 #pH=4

Pb0=3000 #1962 #pH=4

pH=7.4
PresH_ini=510 #510 #pH=7.4

Pb0=998  #998 #pH=7.4

Ca<-1
CO2_c_ini<-100*Ca
HCO3_c_ini<-1000*Ca
CO2_x_ini<-200*Ca

HCO3_x_ini<-1500*Ca

998/1000000*101325

1962/101325*100

CO2_aq_ini=PresH_ini/kHCO2

H_aqg_ini=(10**(-pH)*1000)*1000
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OH_aq_ini=K6/H_aq_ini
HCO3_ag_ini=Ka*C0O2_aq_ini/H_aq_ini
H2CO3_aq_ini=HCO3_aq_ini*H_aq_ini/K2

CO3_ag_ini=K5*HCO3_aq_ini/H_aq_ini

pH_BG11=7.5
CT_BG11=0.02/106 #Molar
H_|=(10**(-pH_BG11)*1000)*1000
KK=H_1A2+H_I*Ka+Ka*K5
HCO3_I=CT_BG11*Ka*H_I/KK*1000000 #uM

CO2_|=CT_BG11*H_I*2/KK*1000000 #uM

yini<-

¢(CO2_c=C02_c_ini,HCO3_c=HCO3_c_ini,CO2_x=CO2_x_ini,HCO3_x=HCO3_x_ini,CO2_aq=CO2

_aqg_ini,HCO3_ag=HCO3_aqg_ini,H_ag=H_aq_ini,OH_aq=0H_aq_ini,H2CO3_aq=H2CO3_aq_ini,

C0O3_aqg=C03_aq_ini,PresH=PresH_ini)

times <- seq(from = 0, to = 20000, by = 10)

by.t<-(tail(times,1)-times[1])/(length(times)-1)

n_cell=1*10712 # cell per |
V_c=3*107-15#in
V_c_tot = function(n_cell) V_c*n_cell

V_x=V_c/100
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V_x_tot = function(n_cell) V_x*n_cell
V_ag=V_aqO0 #inl

V_g=uG*A*1073 #inl/s
F_1=0*0.1/3600

V_I=function(F_I) F_I*by.t # in I/s or per time step unit

V_c_tot_func<-function(t) V_c*n_cell*(vRubiscoCO2/Vmax_RubiscoC0O2)*(t/(12*3600))

V_x_tot(n_cell)*(HCO3_x_ini+C0O2_x_ini)+V_c_tot(n_cell)*(HCO3 c_ini+CO2_c_ini)+V_aq*(HC
03_aqg_ini+C0O2_aq_ini+H2CO3_aq_ini+CO3_aqg_ini)

#----ode solver----

outPBRCO2<- ode(func = PBRCO2, parms = NULL, y = yini, times = times,method="Isode")

plot(outPBRCO2)

#plot(outPBRCO2[,"time"]/3600,0utPBRCO2[,"vcells"],type="1",xlab="Time (h)",ylab="Cell
Growth")

lines(outPBRCO2][,"time"]/3600,0utPBRCO2][,"vcells"],type="I",xlab="Time (h)",ylab="Cell
Growth",col=j,lty=2*g-1,lwd=2) }}

plot(time,outPBRCO2[,"vcells"])
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