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Resumen

La presente tesis doctoral aborda problemas de estimacion y control de
variables en procesos biotecnoldgicos. Se aportan soluciones novedosas a
dos cuestiones relevantes para el control de estos procesos: i) el disefio de
observadores (sensores virtuales) de variables no medibles a partir de las
mediciones disponibles, y ii) el diseno de lazos de regulacién del crecimiento
en cultivos de microorganismos que utilizan multiples sustratos.

Con el objetivo de disponer de estimaciones de variables importantes del
proceso que no son accesibles en linea, se disenan observadores que utilizan
informacion de la dindmica de las variables medidas. En primer lugar se
proponen observadores por modo deslizante para procesos en los que solo es
medible la concentracién de producto. En este caso se estiman, con dindmica
de error reducida, la tasa de crecimiento y la concentracion de biomasa, dos
variables que son muy importantes para el monitoreo de los cultivos. Luego
se presenta un observador por modo deslizante de segundo orden capaz de
estimar multiples tasas de formacion y consumo de sustancias a partir de
medir la concentracién de estas sustancias. En este caso se obtiene conver-
gencia en tiempo finito. Esto permite considerar las estimaciones obtenidas
para la implementacién de lazos de realimentacion, donde la ventaja es que
no se agrega dinamica adicional del observador.

La segunda parte de la tesis trata problemas de regulacién en el contex-
to de procesos alimentados con multiples sustratos. Se disena un algoritmo
supervisor basado en modo deslizante cuyo objetivo es evitar que un sustra-
to necesario para el crecimiento alcance concentraciones que comprometan
la operacién deseada del proceso. En particular se considera un proceso
aerobico con regulacion de la tasa de crecimiento, donde el oxigeno disuelto
es un sustrato necesario para el crecimiento microbiano y cuya disminucion
puede llevar a respuestas indeseadas, tanto en el lazo de control de ali-
mentacién como en el comportamiento del microorganismo. Finalmente, se
realiza el diseno de leyes de flujo proporcionales a la biomasa para cultivos
semi-continuos alimentados con dos sustratos, donde el objetivo de control
es la regulacion de la tasa de crecimiento total. La incorporacion del error
de regulacién en la tasa de crecimiento permite mejorar el desempeno del
proceso. Se realiza ademas la extension de las leyes de alimentaciéon a mo-
delos que incorporan el efecto de inhibicién competitiva entre los sustratos.
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Estos modelos tienen particular relevancia, entre otras aplicaciones, en los
procesos de biorremediacion de sustancias téxicas.



Abstract

This thesis addresses problems of estimation and control in biotechnolo-
gical processes. Innovative solutions to two important issues for the control
of these processes are provided: i) the design of observers (software sensors)
for estimating non measurable variables from the available measures, and
ii) the design of control loops for microbial growth rate regulation using
multiple substrates.

With the aim of providing estimates of important process variables that
are not available online, observers are designed using the dynamics informa-
tion of the measured variables. First, sliding mode observers are proposed
for processes in which the only measurable variable is the product concen-
tration. In this case, estimates of the microbial growth rate and biomass
concentration are obtained with reduced error dynamics. Next, a second
order sliding mode observer is presented for estimating multiple rates of
substance formation and consumption from measures of these substance
concentrations. In this case, finite-time convergence is achieved. This allows
considering the estimates for the implementation of feedback control loops
where the key advantage is that no additional dynamics of the observer is
added.

The second part of the thesis deals with problems of growth rate regu-
lation in the context of multi-substrate processes. A supervisor algorithm
based on sliding mode is designed in order to avoid that a necessary nu-
trient for growth reach concentrations that may affect the desired operating
condition. In particular a fed-batch aerobic process with growth rate re-
gulation is considered, where dissolved oxygen is a necessary substrate for
microbial growth and its shortage may lead to undesired responses, both in
the control loop and the behavior of the micro-organism. Finally, feeding
laws proportional to biomass are designed for fed-batch processes in which
the control objective is to regulate the overall growth rate. The incorpora-
tion of an estimation of the growth rate improves the process performance.
Also, the extension of the feeding laws to growth models with competitive
inhibition between substrates is presented. These models have particular
relevance, among other applications, in the treatment of toxic compounds.
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Capitulo 1

Introduccion

Los procesos biotecnologicos son de gran importancia en diferentes in-
dustrias. Son procesos de interés en la industria alimenticia por la posibi-
lidad de obtener productos tales como: aminodcidos [1] y &acidos acético,
citrico, fumarico, lactico, entre otros [2, 3, 4]. En la industria farmacéutica
se utilizan en la produccién de dcido clavulanico [5], proteinas recombinan-
tes [6] y diversos precursores requeridos en la produccién de antibidticos y
antivirales [7]. Algunos metabolitos como los carotenoides, las lipasas y la
biomasa de microalgas tienen una gran variedad de aplicaciones industriales
[8, 9, 10]. También se los considera para el tratamiento de desechos orgéni-
cos, la biodegradacion de sustancias peligrosas [11, 12] y la produccién de
combustibles alternativos (hidrégeno, metano, butano, entre otros) [13, 14].
Existe a su vez una variedad de microorganismos capaces de generar bio-
polimeros los cuales, ademés de ser biodegradables, exhiben interesantes
propiedades fisicas [15].

Bésicamente, el crecimiento de biomasa (microorganismos) procede del
consumo de nutrientes (fuente de carbono y energia, nitrégeno, oxigeno, mi-
nerales, etc.) en la medida que las condiciones del medio (pH, temperatura,
etc.) sean adecuadas. Con el objetivo de proveer las mejores condiciones
para el crecimiento microbiano se utilizan dispositivos en los cuales las con-
diciones de cultivo se encuentran controladas. Segun la escala del proceso,
dichos dispositivos pueden ser tubos agitados, biorreactores de pequeno vo-
lumen (del orden de algunos litros de capacidad) hasta sistemas de cultivo
de escala industrial (con volimenes tutiles que van desde decenas a miles
de litros). Asociado al crecimiento de la biomasa, ocurren reacciones que
transforman los reactivos en productos. La mayoria de los productos que
forman los microorganismos lo hacen en respuesta a las condiciones am-
bientales a los que estan sometidos. Debido a esto, los medios de cultivo
se optimizan para mejorar el rendimiento del producto deseado. Ademas
de establecer un valor de referencia para las variables fisicoquimicas y una
composicion para el medio de cultivo, se requieren lazos de control avan-
zados capaces de mantener las condiciones metabdlicas deseadas durante el
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proceso productivo, a fin de optimizar la produccién de metabolitos, evi-
tar la formacién de productos indeseados, minimizar tiempo de produccién,
entre otros objetivos.

1.1. Motivaciones y Objetivos

La capacidad para controlar los procesos biotecnologicos de manera au-
tomdtica tiene un gran interés por cuanto permite reducciéon de costos, in-
cremento de produccion y mejora de la calidad de los metabolitos. Permite
ademas el desarrollo de nuevos productos obtenibles a partir de biorreaccio-
nes mas complicadas que pueden incluir la utilizaciéon de més de un sustrato
principal en forma simultdanea. El control y monitoreo también ayuda a la
reproducibilidad del proceso, es decir, a mantener la calidad uniforme de los
metabolitos producidos en las sucesivas ejecuciones del proceso productivo.
Esto es muy recomendado por las organizaciones que establecen los estanda-
res de calidad para las diferentes industrias. Dentro de esas recomendacio-
nes se destaca la iniciativa PAT (Process Analytical Technology) para la
industria biofarmacéutica, la cual fue lanzada por la Food and Drugs Admi-
nistration (FDA) en 2004 [16]. Esta iniciativa tiene como objetivo alentar a
las companias a que adopten herramientas modernas que permitan mejorar
y controlar los procesos de produccion asegurando la calidad del producto
final. En las herramientas mencionadas en la iniciativa, se encuentran ‘“el
disenio de un sistema de medicién que permita el seguimiento en tiempo
real (o casi en tiempo real) de todos los atributos criticos” y ademas “el
disenio del control del proceso tal que permita realizar ajustes que aseguren
el control de todos los atributos criticos”. De esta manera, los elementos de
monitoreo y control son considerados relevantes para asegurar la calidad de
los metabolitos.

Desde el punto de vista del control, los procesos biotecnolégicos repre-
sentan un desafio complejo e interesante. Por tratarse de procesos que uti-
lizan agentes biolégicos, es muy dificil - sino imposible - representar con
exactitud la gran cantidad de reacciones y procesos quimicos que se produ-
cen en los organismos celulares. Los modelos mas sencillos que se pueden
obtener son modelos macroscopicos obtenidos a partir de balances de ma-
teria y energia. Esos modelos resultan ser no lineales e incluso variantes
en el tiempo. Ademads, estan sujetos a incertidumbre en los parametros,
los cuales dependen de variables fisicoquimicas y del estado metabdlico del
microorganismo. A esto se suma el problema de la poca cantidad de varia-
bles disponibles en linea. En muchos casos, las mediciones mas exactas son
obtenidas a partir de muestras tomadas manualmente por un operador y
analizadas en el laboratorio (mediciones “off-line”) y por tanto no son apli-
cables para la implementacion de algoritmos de control de lazo cerrado. En
este contexto, los procesos biotecnolégicos presentan al menos dos grandes
desafios:
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= Estimacion de variables: se requieren algoritmos robustos capaces de
estimar aquellas variables de interés que no se pueden medir directa-
mente ya sea por el elevado costo de los sensores o por la inexistencia
de los mismos.

= Desarrollo de algoritmos de control: ademas de regular variables fisi-
cas tales como temperatura, pH, presion y aireacion, existe interés
en controlar el estado del microorganismo, maximizar la produccién
de un metabolito, evitar la produccién de metabolitos secundarios
indeseados, entre otros objetivos. Esto ha generado un campo de in-
vestigacion, muy activo en las tltimas décadas, en lo que respecta al
diseno de las leyes de alimentacion. Dichas leyes son los perfiles tem-
porales con los cuales se provee al biorreactor de medio de cultivo con
nutrientes. La ley de alimentaciéon puede ser obtenida a partir de la
optimizacién de funciones de costo (productividad, duracién del pro-
ceso, etc.), o partir de lazos cerrados que regulan variables de interés
tales como la concentracion de sustancias, la velocidad de crecimiento,
entre otras [17].

A partir de los desafios mencionados, los objetivos principales de esta
Tesis son:

= Desarrollar algoritmos para la estimacion en linea de variables funda-
mentales de biorreacciones multivariables a partir de medidas accesi-
bles aun en presencia de incertidumbres y perturbaciones tipicas.

= Desarrollar algoritmos de control de la tasa de crecimiento de biomasa
en biorreacciones multi-sustrato que garanticen la estabilidad del sis-
tema dinamico aun en presencia de incertidumbres y perturbaciones.

1.2. Organizacién de la Tesis

El resto del documento se organiza de la siguiente manera. El Capitulo
2 comienza con una descripcién de conceptos empleados en el modelizado
de procesos biotecnolégicos desde un punto de vista macroscopico ingenie-
ril. Los conceptos alli explicados se utilizan en los capitulos siguientes para
desarrollar los aportes de la Tesis. Luego se describen leyes de alimentacion
para cultivos semi-continuos, con especial atencion a leyes exponenciales
ampliamente utilizadas en la regulacion del crecimiento microbiano. Dado
que la implementacién de esas leyes a lazo cerrado requiere de variables no
medibles, el capitulo culmina con una descripcién del estado del arte en lo
referente a algoritmos de estimacién (observadores) utilizados en bioproce-
sos, donde se pone especial énfasis en la estimacién de tasas de reaccién.

El Capitulo 3 trata el problema de estimacion de variables en procesos
con produccién asociada al crecimiento y a la cantidad de biomasa. En
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particular se desarrollan observadores para la estimacién de dos variables
fundamentales del proceso como son la concentracion de biomasa y la tasa
de crecimiento microbiana a partir de medir la concentracion de producto.
Como ejemplo de aplicacion se presenta el proceso de fotofermentacién con
bacterias productoras de hidrégeno biologico.

Al igual que la tasa de crecimiento microbiana, las tasas de formacién y
consumo de otras sustancias relevantes en el medio de cultivo son de especial
interés y su estimacién ha sido tema de investigacién durante los ultimos
30 anos. En el Capitulo 4 se presenta un observador de multiples tasas de
reaccion a partir de la medicion de variables relacionadas. Las estimaciones
obtenidas son de utilidad tanto para monitoreo del transcurso del cultivo
como para la implementacién de estrategias de control a lazo cerrado. En
ese capitulo se presentan ademas resultados experimentales obtenidos en un
cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

La segunda parte de la Tesis abarca aplicaciones de control en procesos
multi-sustrato. En los procesos de formacién de biomasa por crecimiento
aerébico, la tasa de crecimiento depende no sélo del sustrato principal - su
fuente de carbono y en muchos casos de energia - sino también del oxigeno,
el cual es requerido para poder metabolizar la fuente de carbono. Cuando
el oxigeno no se encuentra en exceso puede tener lugar un fenémeno de
limitacion por oxigeno, el cual trae diferentes problemas asociados. En el
Capitulo 5, se desarrolla un algoritmo por modo deslizante que modifica el
perfil de alimentacion con el objetivo de evitar que, debido al alto consumo
de oxigeno, la concentraciéon de oxigeno disuelto caiga por debajo de un
determinado valor. La propuesta se enmarca dentro del consumo multi-
sustrato, ya que la fuente de carbono y el oxigeno son dos sustratos esenciales
para el crecimiento.

En el Capitulo 6 se estudia la regulaciéon de la tasa de crecimiento en
presencia de dos sustratos que cumplen la misma funcién (en particular dos
fuentes de carbono). Se presenta una ley de alimentacién no lineal para pro-
cesos con cinética de crecimiento aditiva, donde las estimaciones requeridas
pueden obtenerse con el observador propuesto en el Capitulo 4. Ademas, la
ley propuesta se basa sélo en la medicion en linea de la concentracién de
biomasa. En particular se extienden resultados previos aplicados a cultivos
monosustrato para acelerar la convergencia al punto de operacion. También
se evaliia la posiblidad de utilizar flujos proporcionales a la cantidad de
biomasa en procesos donde existe inhibicién de un sustrato en el camino
metabdlico del otro sustrato.

Finalmente, en el Capitulo 7 se detallan las conclusiones obtenidas y se
describen posibles trabajos futuros.
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1.3. Principales aportes

Los principales aportes realizados en esta Tesis se resumen en los si-
guientes puntos:

= Se propusieron observadores por modo deslizante para la estimacién de
la concentracién de microorganismo y la tasa de crecimiento en un cul-
tivo por lote a partir de la medicion de la concentracién de producto.
La estrategia es aplicable en sistemas donde la dindmica de formacién
de producto siga un modelo de la forma propuesta por Luedeking-
Piret. La aplicacién presentada es la estimacion de concentracion de
bacteria y su tasa de crecimiento en un proceso de produccion de
hidrégeno por fotofermentacion.

= Se propuso un observador por modo deslizante de segundo orden para
la estimacion de multiples tasas de crecimiento, consumo de sustancias
y formacién de producto a partir de la medicion en linea de variables
relacionadas del proceso. Las estimaciones logradas presentan conver-
gencia en tiempo finito y sélo requieren cotas en las tasas de cambio
maximas de las variables a estimar. También se realiz6 la validacién
experimental del observador propuesto con datos obtenidos en una
fermentacion, en modo de cultivo continuo, del microorganismo S.
cerevisiae.

= Se realizé un aporte a las estructuras de control descentralizadas que
se utilizan en los cultivos semi-continuos aerébicos. En particular se
desarroll6 un lazo auxiliar por modo deslizante que modifica el valor
de referencia del lazo principal de alimentacién de sustrato con el fin
de evitar que el otro sustrato esencial (oxigeno) caiga por debajo de un
valor preestablecido por el usuario. Este valor puede ser, por ejemplo,
la concentracién de oxigeno disuelto critica del cultivo. Esta propuesta
es aplicable a esquemas de alimentacién tanto en lazo abierto como
en lazo cerrado y no requiere la medicion de variables adicionales del
proceso.

= Se desarrollé una ley de control para cultivos semi-continuos alimen-
tados con dos sustratos con el objetivo de regular las tasas de creci-
miento individuales. Se propusieron estrategias que se basan en la sola
medicion de la concentracién de biomasa, incluyendo un término de
correcion no lineal para mejorar la convergencia y reducir los errores
ante variaciones en los parametros.

Los aportes mencionados dieron lugar a una serie de publicaciones en
revistas cientificas y congresos nacionales e internacionales:
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s Publicaciones en Revistas:

S. Nunez, F. Garelli, and H. De Battista, “Sliding mode observer for
biomass estimation in a biohydrogen production process,” Internatio-
nal Journal of Hydrogen Energy, vol. 37, no. 13, pp. 10089 — 10094,
2012

S. Nunez, H. De Battista, F. Garelli, A. Vignoni, and J. Picé, “Second-
order sliding mode observer for multiple kinetic rates estimation in

bioprocesses,” Control Engineering Practice, vol. 21, no. 9, pp. 1259
— 1265, 2013

S. Nunez, F. Garelli, and H. De Battista, “Decentralized control with
minimum dissolved oxygen guaranties in aerobic fed-batch cultiva-

tions,” Industrial & Engineering Chemistry Research, vol. 52, no. 50,
pp. 18014-18021, 2013

S. Nunez, F. Garelli, and H. De Battista, “Second-order sliding mo-
de observer for biomass concentration and growth rate estimation in

batch photo-bioreactors,” International Journal of Hydrogen Energy,
vol. 39, no. 16, pp. 8772 — 8779, 2014

S. Nuniez, H. De Battista, F. Garelli, and J. Pico, “Sufficient conditions
for state observability in multi-substrate bioprocesses with additive

growth dynamics,” Latin America Transactions, IEEE, vol. 12, no. 5,
pp- 928 — 934, 2014

= Publicaciones en Congresos:

S. Nunez, H. De Battista, and F. Garelli, “Control y acondicionamien-
to de la tasa de crecimiento especifico en bioprocesos aerdbicos,” in
Anales de la XIV Reunion de Trabajo en Procesamiento de la Infor-
macién y Control (RPIC 2011), 2011

S. Nunez, H. De Battista, A. Vignoni, and F. Garelli, “Observador de
segundo orden para velocidades especificas en bioprocesos,” in Anales
del 25° Congreso Argentino de Control Automdtico (AADECA 2012),
2012

A. Vignoni, S. Nunez, H. De Battista, J. Picé, E. Pic6-Marco, and
F. Garelli, “Specific kinetic rates regulation in multi-substrate fer-
mentation processes,” in Proceedings of the 12th IFAC Symposium on
Computer Applications in Biotechnology, pp. 42 — 47, 2013



1.3. PRINCIPALES APORTES 7

S. Nunez, H. De Battista, F. Garelli, and J. Pico, “Sufficient conditions
for state observability in multi-substrate bioprocesses with additive

growth dynamics,” in Anales del Congreso Bienal de IEEE Argentina
(ARGENCON 2014), 2014

S. Nuniez, F. Garelli, H. De Battista, and J. Picé, “Diseno de control
no lineal para regulaciéon de tasa de crecimiento en cultivos multi-
sustrato,” in Actas de las XXXV Jornadas de Automdtica, Espana,
2014

Ademas, al momento de la presentacién de esta Tesis, se tienen los si-
guientes trabajos en preparacion:

S. Nunez, F. Garelli, H. De Battista “Product-based sliding mode
observers for biomass growth rate estimation in fed-batch processes”.

S. Nunez, H. De Battista, F. Garelli, “Growth rate regulation in multi-
substrate fed-batch processes with substrate inhibition”.
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Capitulo 2

Estado del arte

En este capitulo se describen aspectos relacionados con el modelizado de
los procesos biotecnoldgicos, la importancia de la regulacion de variables, las
leyes de alimentacién disponibles y observadores que se han propuesto para
resolver la falta de mediciones requeridas por los algoritmos de control. Mas
detalladamente, la primera seccion se dedica a describir conceptos basicos
para modelizado de un proceso biotecnolégico desde el punto de vista de la
ingenieria de control. El objetivo general de esta primera parte es introducir
aquellos conceptos, expresiones matematicas, modelos y modos de operacion
de biorreactores que se consideran en los capitulos siguientes. La segunda
seccién hace foco en la importancia de la regulacién de variables criticas
del proceso, en especial aquellas relacionadas con el estado metabdlico del
microorganismo. A continuacion, en la tercera seccién se describen leyes de
alimentacion tipicas y se estudian aquellas que permiten alcanzar la regu-
lacién de las variables de interés, en particular del crecimiento exponencial.
Finalmente, dado que muchas de las variables requeridas no pueden medirse
en linea, se describen observadores (también llamados sensores de softwa-
re) disenados para estimar aquellas variables requeridas para monitoreo y
control.

2.1. Modelizado de bioprocesos

Tipos de modelos Los modelos utilizados para describir los procesos bio-
tecnoldgicos pueden clasificarse en cuatro grupos segtn el nivel de detalle y
complejidad [28]. La descripcién més sencilla estd dada por los modelos no
estructurados y no segregados donde la biomasa se representa con una sola
variable (usualmente, la concentracién total) y no se considera segregacion
en la poblacion de células (es decir se supone células ‘promedio’). En estos
modelos, las reacciones dependen solamente de condiciones macroscopicas
en la fase liquida del biorreactor. Por otro lado, un modelo segregado consi-
dera a la poblacién de células como una coleccion de conjuntos de células,
donde cada conjunto tiene a su vez diferentes propiedades (por ejemplo: di-

9
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Complejidad (a nivel celular)

>

No estructurado, no segregado Estructurado, no segregado

No estructurado, segregado Estructurado, segregado

Complejidad (a nivel poblacién)

\/

Figura 2.1: Diferentes tipos de complejidad en modelos de bioprocesos.

ferente edad y/o productividad). En los modelos estructurados se considera
mas de una variable para representar a la biomasa. Por ejemplo se puede
considerar diferentes compartimientos con el objetivo de modelizar las con-
centraciones de metabolitos internos de interés. La Figura 2.1 representa la
ubicacién de las cuatro combinaciones de modelos posibles, en funcién de
la complejidad matematica y el nivel de detalle del proceso.

En esta Tesis se consideran modelos del primer tipo (no estructurados,
no segregados). Si bien son los modelos mas sencillos, en muchas ocasiones
representan una buena aproximaciéon del cultivo para el diseno de estrategias
de monitoreo y control.

Requerimientos esenciales de los microorganismos Para el creci-
miento, mantenimiento y demas actividades celulares los microorganismos
toman del medio de cultivo diferentes sustancias. Los nutrientes requeridos
por las células se pueden categorizar en macronutrientes, los cuales son re-
queridos en el orden de los gramos, y micronutrientes los cuales se requieren
en cantidades mucho menores. Los ocho macronutrientes principales son:
carbono, nitrégeno, hidrégeno, oxigeno, azufre, fésforo, potasio y magnesio.
Dentro de los micronutrientes pueden mencionarse algunos minerales re-
queridos en pequena cantidad, por ejemplo calcio, cinc, hierro, manganeso,
entre otros. En algunos casos, se requiere también de algunos compuestos
organicos que no pueden ser sintetizados a partir de la fuente de carbono.
Estos compuestos, denominados factores de crecimiento, deben ser suminis-
trados como nutrientes e incluyen sustancias como aminodacidos, vitaminas,
y demas factores que estimulan la sintesis del metabolito de interés.

El crecimiento de la biomasa a partir de un conjunto de nutrientes di-
sueltos en el medio liquido es el resultado de una gran cantidad de reacciones
quimicas que ocurren dentro de la células. Como se mencioné previamente,
los modelos no estructurados no ofrecen detalle alguno de lo que ocurre in-
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biomasa

FCE
\

FN ——— | BIOPROCESO | ———— H20

otros — > — > productos

calor

Figura 2.2: Modelo macroscopico de caja negra con el que se representa el
crecimiento celular.

ternamente en las células sino que representan los fendémenos observados a
nivel macroscopico.

2.1.1. Modelo de caja negra y balances elementales

En la representacion no estructurada se considera el balance macroscopi-
co de las sustancias involucradas en el crecimiento microbiano. Un diagrama
conceptual del enfoque aplicado se presenta en la Figura 2.2. Basicamente,
el crecimiento celular se modeliza como una unica reacciéon. En forma ge-
neral, la formacién de biomasa a partir de una fuente de carbono y energia
(FCE), una fuente de nitrégeno (FN) y oxigeno O, puede representarse de
la forma

FCE+aFN+b0; — Y, /,Biomasa+Y,s Prod.+Yco,/s COz+w HyO+q Calor
(2.1)
En esta expresion todos los coeficientes estan referidos a lo que se deno-
mina 1 carbono-mol (C-mol) de FCE.! De esta manera, Y, /, representa los
C-moles de biomasa formados por cada C-mol de FCE consumido, Y,/ e
Yco2/s 1os C-moles de producto y C'O, formados por cada C-mol de FCE,
respectivamente. Ademas, a y b son los moles de FN y oxigeno consumi-
dos por cada C-mol de FCE, respectivamente. Nétese que también se forma
cierta cantidad de agua y ademads se genera calor. Luego, puede realizarse
un balance de cada compuesto involucrado. En particular, el balance de
carbono resulta en
Yaje + Yoous + Yo = 1, (2.2)

donde Y}/ tiene unidades de C-mol compuesto 1 / C-mol compuesto 2. Este
balance describe la distribucion del carbono en los diferentes compuestos
del lado derecho de la expresion (2.1) e impone restricciones a los posibles
valores que pueden tomar los rendimientos involucrados. Los coeficientes
Y1/2 se denominan rendimientos y son importantes pues miden la eficiencia

1Un carbono-mol de una sustancia es la cantidad de esa sustancia que contiene un 1
mol (12 gr.) de carbono
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del proceso de produccién. Por ejemplo, si el objetivo del proceso productivo
es maximizar la biomasa, entonces los objetivos seran maximizar Y,/ y
minimizar Y, /.. El balance de otros compuestos puede realizarse de forma
andloga. Ademas del carbono, los compuestos més importantes para los
cuales se realiza el balance son el hidrégeno, oxigeno y nitrogeno por tratarse
de los constituyentes mayoritarios de la biomasa [28]. Los rendimientos Y;
definidos en esta seccién pueden expresarse en gramos (es decir gr. sustancia
1 / gr. sustancia 2) utilizando la relacién

o
yij2 = Yip—, (2.3)
02

donde o7 y o9 son los factores de conversion de C-mol a gramos de las
sustancias 1 y 2, respectivamente.

El anédlisis del balance de energia correspondiente se puede simplificar
introduciendo el concepto de grado de reduccion de un compuesto [29]. Como
su nombre indica, el grado de reduccién de un compuesto () es una medida
de cudn reducido se encuentra el compuesto. Su valor numérico coincide con
la cantidad de electrones transferidos desde el compuesto al oxigeno cuando
se oxida 1 C-mol de la sustancia. Es decir que es una medida de la cantidad
de electrones disponibles por cada C-mol de sustancia. Dado que el valor
de v surge de un balance, el resultado depende del nivel de referencia al
que se oxida el compuesto. Como nivel de referencia se entiende a cuales
compuestos les corresponde v = 0. Usualmente, se considera como niveles
de referencia a C'Oy, HoO y un compuesto nitrogenado, por ejemplo NHj.
Con estos niveles de referencia, cada molécula de O, recibe cuatro electrones
(dos por cada atomo). Luego, en la oxidacién de un compuesto genérico de
la forma CH,O,N,. donde se tiene la siguiente reaccion

CH,OyN. +nOy — gCOy + wH>0 + kNH3, (2.4)

el grado de reduccion del compuesto es la cantidad v = 4n. A partir del
balance elemental de C'; H, O y N aplicado a la expresion anterior se obtiene
que n = 1+ (a — 3c)/4 — b/2. De esta manera el grado de reduccién del
compuesto resulta

v=4n=4+a—2b— 3c. (2.5)

La importancia de esta expresion radica en que permite calcular v a partir
de los coeficientes a, b, ¢ que definen al compuesto sin realizar el balance de
cada elemento en (2.4).

Ahora, retomando la expresién (2.1), la cantidad de electrones a ambos
lados de la reaccion debe ser la misma. Esto se traduce en que debe cumplirse

Ys — 4b = Yx/sﬁ)/x + Y;)/sﬁ)/pa (26>

donde 75, 72 ¥ 7p son los grados de reducciéon correspondientes a la FCE,
biomasa y producto, respectivamente. Estos valores se obtienen a partir de
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la férmula quimica correspondiente de cada sustancia expresada en C-mol y
haciendo uso de (2.5) [29]. Nétese que en la expresion anterior no aparecen
aquellos compuestos para los cuales se consideré que su valor de v es cero
(en este caso FN, HyO y COy). La expresion (2.6) puede reordenarse de la
forma
Y;c/s'ya: 4 Y;c/pfyp + 4_b
Vs Vs Vs
donde cada sumando representa una medida de céomo se distribuyen los
electrones disponibles de la FCE.

Las expresiones (2.2) y (2.7) resumen dos balances elementales que debe
cumplir la reaccién (2.1). Pueden aplicarse por ejemplo para cuantificar la
méaxima cantidad de biomasa obtenible a partir de un determinado sustrato
o para verificar la consistencia de un conjunto de observaciones experimen-
tales. Cabe destacar que la expresién (2.1) describe el crecimiento del mi-
croorganismo a partir de nutrientes y oxigeno. En caso de que el crecimiento
microbiano sea anaerdbico pueden desarrollarse expresiones similares.

=1, (2.7)

2.1.2. Cinética del crecimiento microbiano

Desde el punto de vista cinético, puede considerarse una expresion analo-
gaa (2.1)

rsFCE+7r,FN 410205 — 1,Biomasa+r, Prod. +rco2 COy +1,, Hy0+ Calor

(2.8)

donde 7; es la tasa volumétrica de formacién o consumo de la sustancia j.

Nuevamente, debido a que debe cumplirse el balance de carbono, se tiene
que

Ts =Ty + ooz + Tp. (2.9)

En el anélisis de los bioprocesos suele emplearse la definicién de tasas de
consumo y formacion de compuestos por unidad de biomasa, la cual se
describe a continuacién.

Definicién 2.1 (Tasas especificas de reaccién) La tasa especifica de for-
macion o consumo de la sustancia j se define como

g = L. (2.10)

— =, =l tasa especifica de crecimiento,
x
T .
— = (s tasa especifica de consumo de sustrato,
x
To ;
2 =qo tasa especifica de consumo de O,
2 Y
x
7/. /. (e
L =g, tasa especifica de formacion de producto.
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- Hwe __________________
=
i _— —
|
|
|
k. sustrato (g/L)

Figura 2.3: Modelo de Monod (ec. (2.11)).

La tasa especifica de crecimiento p es uno de los pardmetros méas impor-
tantes del proceso. Desde el punto de vista macroscopico, se han propuesto
diferentes relaciones empiricas para describir la relacion entre p y diferentes
factores del medio de cultivo como son la concentraciéon de nutrientes, pH,
temperatura, etc. El estudio de la dependencia de p con el sustrato que
actia como fuente de carbono revela importantes aspectos del bioproceso.

Modelo de Monod Uno de los modelos mas importantes para describir
la relacién entre la tasa de crecimiento y el sustrato es el modelo de Monod

(30]:

_ 2.11
s+ ks ( )

N(S) = WUmaz
En este modelo 4, es la tasa de crecimiento maxima y ks es la denomi-
nada constante de saturacién (o constante de afinidad). Como funcién del
sustrato, la expresion (2.11) es una funcién mondtonamente creciente, la
cual tiende a fi,, cuando s tiende a infinito (Figura 2.3). De hecho, cuando
s » kg el valor de la tasa de crecimiento se hace independiente de la con-
centracién de sustrato. En este caso se dice que el sustrato se encuentra en
exceso. Por el contrario, cuando s se encuentra en concentraciones bajas,
por ejemplo en valores cercanos a kg, la tasa de crecimiento cambia con sy
se dice que el sustrato es limitante del crecimiento. Esta limitacion cinética
es la idea béasica para la regulacion de p utilizando como acciéon de control
el flujo de alimentacién del sustrato [31]. Si bien el modelo de Monod es
muy sencillo, es capaz de describir relativamente bien los resultados experi-
mentales obtenidos con muchos microorganismos. De ahi que sea un modelo
muy popular para representar la dependencia de p con el sustrato principal.

Modelos con Inhibicion De acuerdo al modelo de Monod, cuando el
sustrato se encuentra en exceso la tasa de crecimiento satura en el valor fi,,4,.
En algunos microorganismos, una concentraciéon elevada de sustrato puede
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x sustrato (g/L)

Figura 2.4: Modelo de Haldane (ec. (2.12)).

tener un efecto inhibitorio en la tasa de crecimiento. Muchos de los modelos
que describen este efecto se basan en expresiones obtenidas originalmente
para la cinética de inhibiciéon de enzimas. Un modelo muy utilizado para
representar la inhibicién de p con s es el denominado modelo de Haldane

S

———, 2.12
Ms2/ki+s+ks ( )

pu(s) =
donde k; se denomina constante de inhibicion y p, = fimee (1 + 24/ks/k;).
En este modelo la tasa de crecimiento presenta un maximo en s* = \/kgk;
y a partir de s* la funcién (2.12) decrece (Figura 2.4). Otras sustancias
pueden producir efecto inhibitorio, por ejemplo para el caso de inhibicién
por producto se han propuesto extensiones al modelo (2.11) de la forma

f(p), (2.13)

S

,u() = Nmaxm

donde f(p) es una funcién decreciente de la concentraciéon de producto [32].

Otros modelos de 1 Si bien los modelos de Monod y Haldane han sido
muy difundidos, existen cultivos bioldgicos en los cuales estos modelos no se
ajustan satisfactoriamente a los valores experimentales. Otras expresiones
empiricas que se han propuesto para describir la dependencia de p con el
sustrato son las siguientes:

s
maz— S1 8 < 2k
Blackman: p(s) = Hmasol : (2.14)
Mmaz sis =2k
Tessier: p1(s) = pmas(l — %), (2.15)
Sn
Moser: =l 2.16
08T 5) = o (2.16)
Contois: 4(+) = fmaz i (2.17)

s+ kx’
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El modelo de Blackman puede proveer un mejor ajuste de p a bajas concen-
traciones de s pero es un modelo con un cambio de pendiente discontinuo.
El modelo de Moser puede verse como una generalizacion de la expresion de
Monod. El modelo de Contois predice reduccién de la tasa de crecimiento
cuando se incrementa la concentracion de biomasa. Este tltimo modelo es
muy utilizado para representar la dindmica del crecimiento en procesos de
tratamiento de residuos [33].

Efecto de las condiciones de operacion sobre p. La fuente de car-
bono no es la tnica variable que causa efectos sobre la tasa de crecimiento.
Las condiciones de operacién del biorreactor (por ejemplo temperatura y
pH) ejercen efectos que pueden ser muy diferentes entre un proceso y otro.
Por consiguiente, los fendmenos involucrados suelen ser complejos de mode-
lizar. Se ha observado que el efecto de la temperatura sobre fi,,,, es similar
al efecto que produce la temperatura en la actividad de una enzima: la
actividad se incrementa con la temperatura hasta un cierto valor y luego,
para valores de temperatura superiores, la actividad decrece [28]. A partir
de esta observacion es razonable suponer que exista una temperatura opti-
ma de cultivo para cada microorganismo. El efecto del pH en la actividad
celular se debe a la sensibilidad de las enzimas individuales, las cuales son
afectadas por el cambio de pH. Ademads, los microorganismos tienen la ca-
pacidad de mantener el pH interno relativamente constante ante cambios
del pH externo. Sin embargo, esto ocurre a expensas de un incremento de
la energia utilizada para mantenimiento. De esta manera, es esperable que
si el pH no esta en su valor éptimo haya una reduccién sustancial de la tasa
de crecimiento. En forma general, los efectos de la temperatura, el pH y
otros factores pueden ser incluidos en el modelo de p agregando términos
multiplicativos [34]

() = tmarf1(5) f2(T) fs(PH) f4(O2) - .. (2.18)

donde cada una de las funciones f;(-) € [0, 1] modeliza el efecto de un nu-
triente o parametro particular. Cuando se asume que la tasa de crecimiento
es funcién de un 1unico sustrato, se considera que las condiciones de opera-
cién (ej: temperatura y pH) se encuentran reguladas por lazos de control
independientes.

2.1.3. Balance de masas en la fase liquida

La Figura 2.5 presenta un esquema simplificado de un biorreactor de
tanque agitado donde Fj, v F,,; representan a la entrada y salida de flujos,
respectivamente. En forma general, una cantidad de sustancia C' diluida en
una fase liquida (de volumen v) se encuentra con una concentracion ¢ = C'/v.
La tasa de cambio de la cantidad total de la sustancia estd gobernada por
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Salida gases

Aireacion L

Figura 2.5: Esquema simplificado de un biorreactor de tanque agitado.

el balance de masas correspondiente
C = (cv) = Fcin — FoutCour = 7.0 £ intercambio. (2.19)

En la expresiéon anterior, Fj,c;, (respectivamente F,,;co.¢) es la cantidad
de sustancia que ingresa (sale) con concentracién ¢, (Cou) por unidad de
tiempo, r.v es la tasa de produccién o consumo de la sustancia debido a
la actividad bioldgica y el dltimo término se refiere al intercambio con otra
fase (en este caso la fase gaseosa del biorreactor). El modelizado del proceso
utilizando ecuaciones diferenciales independientes de las coordenadas espa-
ciales requiere de algunas hipdtesis, las cuales se describen a continuacion.

Suposicion 2.1 Las condiciones de operacion del biorreactor son tales que
el mezclado es perfecto.

La suposicion 2.1 asume que no existen gradientes de concentracion en todo
el volumen del biorreactor y entonces las concentraciones de las sustancias
de interés son uniformes. En el balance de masa (2.19), esto implica que
Cout = ¢. De esta manera, el balance de la cantidad de biomasa (X) y
sustrato (.5) resulta en:

(x.v) = —F,ux + pav, (2.20)

(50) = FynSin — Fours — ’y“’;" (2.21)

donde se utiliz6 la igualdad r, = px y el hecho de que no ingresa biomasa
al biorreactor. En las expresiones anteriores, z y s denotan la concentracion
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de biomasa y sustrato respectivamente. Nétese en la expresion (2.21) que el
consumo de sustrato se representa asociado al crecimiento, es decir

ks
Yz/s .

Ty = (2.22)
Puede suceder que exista un consumo paralelo de sustrato para manteni-
miento (esto significa energia requerida para funciones celulares no asocia-
das a la produccién de nuevas células). En caso de que ese consumo no
sea despreciable frente al consumo de sustrato para crecimiento, se puede
reemplazar la expresién de r, anterior por la propuesta de Pirt [35]

ry = ( a +ms> z, (2.23)
ya}/s

donde m, se denomina coeficiente de mantenimiento y el parametro y’, /s €5

el rendimiento que se obtendria en caso de my; = 0 (rendimiento tedrico).
Cabe destacar que en los casos en que mg > 0, el rendimiento neto y,/; no
es constante sino que es dependiente de p (comparar con ec. (2.22)).

Suposicién 2.2 Las densidades del cultivo y del volumen que ingresa/egresa
son iguales y constantes.

La suposicion 2.2 permite relacionar el cambio de volumen del cultivo con
los caudales de entrada y salida a través de la expresion

b= Fip — Fou. (2.24)

Cabe destacar que las hipétesis consideradas tienen validez en biorreactores
agitados de volumen pequeno a mediano y en cultivos donde las concentra-
ciones de las sustancias involucradas no sean muy elevadas.

En los cultivos aerdbicos, el oxigeno requerido por las células se trans-
fiere desde la fase gaseosa usualmente por aireacion y agitacion. La tasa de
transferencia volumétrica de oxigeno desde la fase gaseosa (burbujas) hacia
el seno de la fase liquida puede representarse por

OTR = Kra(cho — ¢po), (2.25)

donde cpo y cj son las concentraciones de oxigeno disuelto en la fase
liquida y de saturacion, respectivamente, y K a es la tasa de transferencia de
masa volumétrica. Cabe destacar que la solubilidad del oxigeno en el medio
de cultivo es muy baja, del orden de 8 mg/L, y que ademds cambia con la
concentracion de sales y con la temperatura [36]. El consumo de oxigeno
que realiza la biomasa (también denominado en inglés ozygen uptake rate
(OUR)) se describe por

ro, = ( a +m0) z. (2.26)

Yz/o
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Esta expresion es andloga a la de consumo de sustrato (2.23), donde y,/, es la
cantidad de biomasa producida por unidad de oxigeno consumido cuando
el mantenimiento es nulo. Luego, el balance (2.19) para oxigeno disuelto
resulta en .

(cpov) = —Fyucpo — 0,0 + OTRw, (2.27)

donde se consider6 el hecho de que no ingresa oxigeno por las entradas de
flujos sino desde la fase gaseosa.

A partir del balance de masas de las principales sustancias puede verse
que la dinamica depende de las entradas de flujo. En funcién de los caudales
aplicados al biorreactor se tienen tres modos basicos de operacion, los cuales
se describen en la proxima seccion.

2.1.4. Sistemas de cultivo
Cultivo por lotes

En los denominados cultivos por lotes (del inglés batch) no se aplican
entradas, es decir que Fj,, = F,,; = 0. En consecuencia se tiene un sistema
con volumen constante (v = vy). A partir del balance de masas (2.20)-(2.21),
la dindamica de las concentraciones de biomasa y sustrato resulta

T = px, (2.28a)
F— (2.28b)
Yz/s

En estos procesos, las concentraciones iniciales de biomasa y nutrientes,
junto con los parametros fisicoquimicos de operacién, definen el curso del
cultivo. En un experimento por lotes existen hasta cinco fases claramen-
te identificables (ver Figura 2.6): (1) fase de latencia (o retardo), (2) fase
exponencial, (3) fase de desaceleracion, (4) fase estacionaria y (5) fase de
decrecimiento (o de muerte). La fase de latencia ocurre debido a la adapta-
ciéon del microorganismo a las nuevas condiciones ambientales a las que se
encuentra sometido. Esto incluye la sintesis de las enzimas necesarias para
la actividad metabdlica que deben realizar en el nuevo entorno. La duracion
de esta etapa, que depende del microorganismo y de las condiciones del
biorreactor, puede acortarse si la biomasa es transferida desde un medio de
cultivo similar. Una vez adaptado a las nuevas condiciones, el microorganis-
mo comienza a crecer. En la etapa de crecimiento exponencial el sustrato
principal se encuentra en exceso. Si la tasa de crecimiento es de la forma
(2.11) y los factores ambientales son adecuados, entonces se alcanza la velo-
cidad maxima de crecimiento fi,,.;. Luego, al reducirse las concentraciones
de los sustratos, la tasa de crecimiento disminuye hasta que, eventualmente,
la etapa de crecimiento culmina. Usualmente, el medio de cultivo se prepa-
ra de manera tal de que el sustrato limitante sea la fuente de carbono. No
obstante, el crecimiento también puede detenerse debido a inhibiciéon gene-
rada por sustancias acumuladas durante la fase de crecimiento exponencial.
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Figura 2.6: Curva tipica de un cultivo por lotes (valores utilizados: x(0) =
0,1 g/L, 5(0) = 10 g/L, ez = 0,8 b, yrys = 0,8 g/g).

En la fase estacionaria la tasa de crecimiento neta es nula. Finalmente, la
concentracion de biomasa puede reducirse debido a muerte de las células o
a metabolismo enddgeno (esto ultimo se refiere a reacciones en las células
que consumen sustancia de las células mismas). En la Figura 2.6 se ilustra
un ejemplo donde una concentracién inicial de sustrato (s(0) = 10 g/L)
fue consumida completamente para dar un incremento de biomasa igual a
Az = yz/ss(o) =38 g/L

Es conveniente destacar en este punto que los modelos de p descriptos
en las expresiones (2.11)-(2.17) no modelizan la fase de latencia. Esta fase
se observa cuando las condiciones ambientales cambian lo suficiente como
para que el microorganismo requiera adaptar su metabolismo. En caso de
requerirse modelizar este efecto puede considerarse el modelo de Baranyi
and Roberts [37], el cual incorpora una funcién de ajuste para representar
el ajuste gradual de las células a las nuevas condiciones ambientales.

Sin dudas, la principal ventaja de los cultivos por lotes es su simplicidad
y facilidad de operacién. Otra caracteristica es que permiten determinar
parametros COmo fimq, € Yz/s con relativa facilidad. Por otro lado, durante
la fase exponencial el microorganismo crece con sustrato en exceso y por
consiguiente la tasa de crecimiento no puede ser regulada con ese nutrien-
te. Ademéas puede aparecer inhibiciéon debido a la acumulacién de algin
subproducto del crecimiento. También puede suceder que, debido a la alta
demanda de oxigeno, se genere limitacion al alcanzarse la tasa maxima de
transferencia de oxigeno del biorreactor. Finalmente, ciertos productos de
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interés no se generan durante la fase de crecimiento exponencial sino que lo
hacen hacia el final del cultivo, es decir cuando las concentraciones de los
sustratos son menores y por consiguiente la tasa de crecimiento es menor a
Imaz- Muchos de los problemas del cultivo por lotes se pueden resolver con
el denominado cultivo semi-continuo (en inglés fed-batch).

Cultivo semi-continuo

En este modo de operacién del biorreactor se tiene F;, > 0, F,,; = 0. Es
decir que se introduce progresivamente medio de cultivo fresco al biorreactor
pero no se extrae nada hasta que el proceso haya finalizado. En este caso,
la dindmica de las principales variables resulta en

: Fin
T = pr — —u, (2.29a)
v
Fin
s= - (S — s, (2.29b)
Yz/s v
o= F, (2.29¢)

donde el cociente Fj,/v se denomina dilucién (D). A menudo se considera a
D como la entrada de control del proceso. El significado fisico de esta varia-
ble es que su valor numérico es igual al niimero de volimenes de biorreactor
que ingresan al mismo por unidad de tiempo. Nétese que se considera un
flujo de entrada que no contiene biomasa y por esta razén solo aparece en
la dindmica de x un término negativo asociado a la dilucién.

La principal ventaja del modo de operacién semi-continuo es que permi-
te evitar la sobrealimentacién de sustrato y de esta manera evitar también
la inhibicion de la tasa de crecimiento. Ademaés, con una ley de alimentacion
adecuada, es posible regular p en valores menores a fi,,4,. Esto permite al-
canzar objetivos tales como obtener condiciones 6ptimas para la generacion
de un determinado producto, evitar los problemas asociados a la limitacion
por oxigeno, mejorar la reproducibilidad del proceso, maximizar el creci-
miento celular, obtener altas concentraciones de biomasa evitando el efecto
téxico de nutrientes, entre otros. Por estas razones, este modo de cultivo es
a menudo preferido por sobre los otros modos de operacién [38].

Debido a la importancia de este tipo de proceso, en la secciéon 2.3 se
describen diferentes estrategias de alimentacion aplicadas para satisfacer
diferentes objetivos. En particular se presta especial atencion a leyes expo-
nenciales de la forma

F,(t) = F,e, (2.30)

las cuales son utilizadas para regular la tasa de crecimiento en un valor
predefinido. Algunas de estas estrategias utilizan realimentacién de variables
como la biomasa y el volumen. Leyes de alimentacién tanto de lazo abierto
como de lazo cerrado serdn consideradas en el Capitulo 5, donde se presenta
un algoritmo que actia como lazo auxiliar de la alimentacién para resolver
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problemas asociados con la limitacién por oxigeno disuelto. También se
consideran leyes que realimentan la cantidad de biomasa en el Capitulo 6,
donde se disena una ley de alimentacion para un cultivo alimentado con dos
sustratos.

Cultivo continuo

En este modo de operacion se tiene tanto flujo de entrada como de salida.
En los casos en los que se opera a volumen constante se tiene Fj,, = Fj,; > 0.
Luego, el balance correspondiente para las concentraciones de biomasa y
sustrato resulta:

Fi,
T =(u——)z, (2.31a)
v
Fip
s= M (s, — s, (2.31b)
Yz/s v

Estas expresiones corresponden a procesos sin recirculaciéon de biomasa.
Cuando parte de la biomasa que fluye fuera del biorreactor es reciclada,
utilizando por ejemplo un tanque sedimentador, debe incorporarse una va-
riable que describa la dinamica de la biomasa que reingresa al biorreactor
como también términos de dilucién adicionales en cada variable de esta-
do [34]. Una caracteristica importante del modo de operacién continuo es
la posibilidad de alcanzar concentraciones de estado estacionario (Z,35). A
partir de las expresiones (2.31), las concentraciones (Z,3) obedecen a las
expresiones:

u(s) = D, (2.32a)
T = Yu/s(Sin —3). (2.32b)

Luego, utilizando la expresion de p(s) pueden obtenerse los valores de estado
estacionario como funcién de D. Por ejemplo, en caso de que la tasa de
crecimiento responda a la expresion de Monod (ec. (2.11)) la solucién de la

expresion (2.32a) resulta
Dk,
S5=—". 2.33
° Mmaz — D ( )
El coeficiente de mantenimiento my, descripto en la expresién (2.23), genera,

una reduccién de = de acuerdo a

(2.34)

La Figura 2.7 presenta un ejemplo de los valores de estado estacionario de
biomasa y sustrato (expresiones (2.32b)-(2.34)) obtenidos como funcién de
D para una cinética tipo Monod. De acuerdo al modelo de Monod, si se
intenta operar con diluciones cercanas a i, la concentracion de sustrato
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Figura 2.7: Ejemplo de concentraciones de estado estacionario en un cultivo

continuo como funcién de la dilucién para el caso de cinética Monod (valores

utilizados: plmee = 1 h71 k, = 0,5 g/L, Yos = 0.8 g/8 Sin = 20 g/L,

ms = 0,05 g/g/h).

requerida crece en forma no acotada (ver (2.33)). En la préactica se tiene
una cota superior dada por la concentraciéon de sustrato en la entrada, es
decir 5 < S;,,. Intentar operar a diluciones mayores a un valor de diluciéon
critico produce el lavado del biorreactor, es decir x(t) — 0, dado que egresa
mayor cantidad de biomasa que la que crece por unidad de tiempo.

El modo de operacién continuo es muy utilizado para estudios fisioldgicos
yva que en estado estacionario es posible regular la tasa de crecimiento con la
dilucion. De esta manera pueden realizarse diferentes pruebas manteniendo
el resto de los parametros bajo estricto control. Por otro lado, dado que
se trata de un sistema abierto existe mayor riesgo de contaminacion del
cultivo. Ademsds, la etapa previa de estabilizacion del biorreactor puede ser
dificultosa e insumir una cantidad valiosa de tiempo y recursos [39].

2.1.5. Formacién de producto

La formacién de producto es una caracteristica de los cultivos con mi-
croorganismos. Si el objetivo es maximizar la produccién de biomasa, este
fenémeno resulta claramente indeseado, no sélo por la reduccion de la pro-
ductividad del cultivo sino porque ademas existen productos que, a partir de
cierto valor de concentracion, pueden resultar inhibitorios del crecimiento.
Por otro lado, si el objetivo es obtener una enzima, una proteina recom-
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binante o incluso el bio-tratamiento de residuos, entonces la generacion de
productos es una cuestion primordial para el desarrollo rentable del biopro-
ceso y en estos casos un claro objetivo de control es la maximizacién del
bioproducto generado. Dado que los productos pueden ser acumulados den-
tro de las células o secretados, las estrategias para maximizar la produccién
del bioproceso dependeran del tipo de producto.

Desde un punto de vista dinamico, la formacién de los productos puede
clasificarse de la siguiente manera:

» Productos asociados al crecimiento. En este caso se tiene r, = jx/1/,/p,
donde y,/, es el rendimiento correspondiente. Un ejemplo de este tipo
es la fermentacién anaerdbica de aztcares (por ejemplo con formacién
de etanol) usando S. cerevisiae. Dado que la formacion del producto
depende de p, es de interés alimentar el biorreactor de tal manera que
la tasa de crecimiento especifica se mantenga constante. Tal es el caso
de la produccién del antigeno de superficie de la hepatitis B utilizando
S. cerevisiae [40].

» Productos no asociados al crecimiento. En este caso r, = k,z. Como el
nombre lo indica, la formacién de producto no se relaciona con la tasa
de crecimiento sino con la concentracion de biomasa. En estos casos,
maximizar el producto es equivalente a maximizar la concentraciéon
final de biomasa. El cultivo semi-continuo brinda la posibilidad de ex-
tender la fase estacionaria y aumentar asi la produccion de productos.
Como ejemplo de este caso se tiene la produccion de algunos anti-
cuerpos con cultivos de hibridomas [41] y la fermentacién de diversos
antibidticos [42, 43].

= Modelo mixto. En algunos casos la formacién de productos se relaciona
no so6lo con el crecimiento sino también con la cantidad de biomasa.
Este es el caso del modelo de Luedeking y Piret, el cual se describe a
continuacion.

Modelo de Luedeking y Piret Este modelo establece que la tasa de
formacion de un producto p esta relacionada con la tasa de crecimiento y
con la concentracion del microorganismo. De esta manera, en un cultivo por
lote se tiene

p = at + Pz, (2.35)

donde & = px. De este modo resulta r, = (ap + [)z. Los pardametros
empiricos o y [ se denominan coeficiente de formacion de producto asociado
y no asociado al crecimiento, respectivamente. Su determinacion se realiza
a partir de valores experimentales realizando un grafico de p/x vs u [44].
Originalmente, la expresion (2.35) fue desarrollada para describir la for-
macion de acido lactico en un cultivo de Lactobacillus debruickii. Actual-
mente, este modelo ha sido modificado para describir la formacion de otras
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sustancias incluyendo 4cido glucdnico, succinico, lipasas, etc. [45, 46, 47].
También se han propuesto versiones modificadas para describir la forma-
cion de hidrégeno a partir de distintos tipos de microorganismos tales como
los cultivos mixtos anaerdbicos y las bacterias fotosintéticas [48, 49]. En el
Capitulo 3 se aprovecha la estructura de la expresion (2.35) y se presentan
observadores que estiman la concentracion de biomasa y la tasa de creci-
miento. Como aplicacion de los observadores, se presenta la estimacion de
las variables mencionadas en un cultivo por lote de una bacteria fotosintética
productora de hidrégeno.

2.1.6. Procesos multi-sustrato

Existen biorreaciones de creciente interés industrial en las que el micro-
organismo crece consumiendo mas de un sustrato en forma simultanea. En
estos casos pueden distinguirse (al menos) dos sustratos los cuales pueden
limitar el crecimiento simultdneamente. A este tipo de procesos se los llama
en general cultivos multi-sustrato. Una forma de introducir la influencia de
més de un sustrato en el modelo no estructurado (2.41) es a través de la
tasa de crecimiento p. De esta manera, y en funcion de cémo sean consu-
midos los sustratos, pueden distinguirse diferentes expresiones para p. En
particular, en el caso de dos sustratos limitantes del crecimiento, pueden
distinguirse los siguientes modelos cinéticos [50]:

Modelo aditivo

M= fl1 + fho. (2.36)
= Modelo multiplicativo
= pur(s1)pa(s2). (2.37)
= Modelo no interactivo
L= i1 OT l3. (2.38)
= Modelo combinado
o= pa(s1) + pa(s1, s2). (2.39)

En el modelo aditivo se asume que el crecimiento microbiano provie-
ne del consumo de dos sustratos los cuales son utilizados en dos caminos
metabdlicos paralelos. En este caso, ambos sustratos pueden considerarse
homodlogos en el sentido de que proveen una funcién similar para el cre-
cimiento celular (por ejemplo: dos fuentes de carbono y energia) [51]. Los
términos p; de la expresion (2.36) pueden ser funcién del s; correspondiente
o bien presentar términos cruzados para considerar el efecto de un sustrato
en el camino metabdlico del otro [52]. En el modelo multiplicativo, se asu-
me que el crecimiento celular puede darse sélo en presencia de dos sustratos
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Tabla 2.1: Cultivos multi-sustrato modelizados con diferentes modelos de .

Microorganismo Modelo Sustratos Ref.
P. pastoris (2.36) glicerol, metanol [53]
P. putida CSV86 (2.36)  glucosa, alcohol bencilico [54]
H. polymorpha DL-1  (2.36) glicerol, metanol [55]
Bacterias prod. de Hy — (2.36) glucosa, peptona [56]
P. aeruginosa (2.37) glucosa, oxigeno [57]

(2.37) nitrégeno, oxigeno [58]
P. putida (2.37) fenol, oxigeno [59]
C. necator DSM 545 (2.37) glucosa, nitrégeno [60]
Cyanothece 51142 (2.37) glicerol, nitrato [61]
S. cerevisiae (2.38) glucosa, oxigeno [62]
C. taiwanensis R186  (2.39) fenol, glicerol [63]
C. lusitaniae (2.39)  glucosa, celobiosa, xilosa [64]
B. Pertussis (2.39) glutamato, lactato [65]

esenciales, es decir nutrientes que no cumplen la misma funcién fisiologica
(sustratos heterdlogos, también llamados nutrientes complementarios). Al-
gunos ejemplos de este tipo de sustratos son glucosa (o cualquier otra fuente
de carbono) y una fuente de nitrégeno o bien una fuente de carbono y una
de oxigeno, etc. En el modelo no interactivo, la tasa de crecimiento es limi-
tada por uno de los sustratos mientras el otro no tiene efecto en la tasa neta
de crecimiento. Un caso particular del crecimiento no interactivo es el creci-
miento diduxico, que ocurre cuando el microorganismo consume uno de los
sustratos y luego de agotada la fuente primaria de carbono y energia utiliza
el segundo sustrato (en general entre las dos etapas de crecimiento aparece
una fase de latencia). El modelo (2.39) puede verse como una combinacién
de los modelos aditivo y multiplicativo. Se han reportado situaciones en las
cuales la presencia de un segundo sustrato incrementa el valor de p con la
condicién de que la actividad de un segundo camino metabdlico estd sujeto
a la presencia de los dos nutrientes. Esto se puede modelizar asumiendo que
uno de los sustratos es consumido en dos caminos metabdlicos mientras que
el segundo sustrato es esencial para la segunda ruta metabélica.

La Tabla 2.1 presenta ejemplos de procesos biotecnolégicos multi-sustrato
con diferente comportamiento respecto de la tasa de crecimiento. Como
puede verse, se han reportado modelos con diversos sustratos combinando
fuentes de carbono, nitrégeno y oxigeno. En algunos casos se considera estos
procesos para biorremediacion de sustancias téxicas como fenol y tolueno.

Nuevamente, a partir del balance de masas, puede encontrarse el modelo
de estados que describe la dinamica de la biomasa y los dos sustratos en
cuestion. En particular, para el caso de dos sustratos alimentados mediante
dos entradas individuales (por ejemplo dos fuentes de carbono) en modo
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semi-continuo se tiene

T = pxr — zF1 - ng, (2.40a)
v v
S§1 = —01x + MP} — ﬂ1*—12, (240b)
v v
by = —ogr— 2y 4 Dm0 (2.40¢)
(%
v=F+ F, (2.40d)

donde p corresponde a una de las expresiones descriptas en (2.36)-(2.39) y
F; es el flujo de entrada del sustrato . Notese que la expresiéon de la tasa
de consumo del sustrato (o0;) dependera de cémo se consuma ese nutriente,
es decir del modelo de p.

En esta Tesis se tratan algunos problemas relevantes que pueden en-
cuadrarse dentro de los cultivos multi-sustrato. En el Capitulo 5 se aborda
el problema que resulta en los cultivos aerébicos cuando uno de los sustra-
tos esenciales para el crecimiento (oxigeno) alcanza valores extremadamente
bajos. De acuerdo a la clasificacién anterior, el caso en estudio correspon-
de a dos sustratos esenciales con cinética descripta por la ec. (2.37). En el
Capitulo 6 se describen leyes de alimentacién de dos sustratos homoélogos
para el caso de cinética aditiva (ec. (2.36)).

2.1.7. Modelo de estados generalizado

En forma general, a partir del balance de n componentes, se obtiene el
siguiente modelo de estados [34]

& =Kr(€.t)— D)ER) + F(t) — Q(€), (2.41)

donde £(t) € R’ es el vector de estados, K es una matriz de coeficien-
tes de dimensién (n x m) y r(-) € R™ el vector de las tasas volumétricas
(rg, s, Tp, ... ). El vector F'(t) € R contiene el aporte de las j entradas
para cada estado, D(t) € R, la tasa de dilucién total y Q(€) € R” la ta-
sa de intercambio con la fase gaseosa. Este modelo, que describe en forma
compacta la evolucion de n sustancias en un proceso de m reacciones, suele
tomarse como modelo para el diseno de observadores y algoritmos de con-
trol [66, 67]. La expresién (2.41) serd considerada en el Capitulo 4 para el
desarrollo de un observador de [ tasas de reaccion a partir de la medicion
de [ componentes del vector &(t).

2.2. Importancia de la regulaciéon del creci-
miento

Un objetivo de especial interés en el desarrollo de los procesos biotec-
nolégicos es lograr que el microorganismo alcance la condicién metabdlica
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deseada [68]. Entre los pardmetros involucrados en la definicién del estado
metabdlico, la tasa de crecimiento juega un papel muy importante. De he-
cho, se ha reportado que diversos atributos fisiologicos de las células varian
como una funcién de la tasa especifica de crecimiento. Por ejemplo, el con-
tenido de lipidos o la fracciéon de carbohidratos almacenados en las células
de S. cerevisiae pueden vincularse con el valor de . También se ha relacio-
nado la tasa de crecimiento con la capacidad de las células para sintetizar
proteinas, propiedad muy importante en la produccion de proteinas recom-
binantes. Usualmente el rendimiento de produccion de proteinas aumenta
al decrecer el valor de p [69]. Ademds, ciertos problemas industriales como
la regulacion de la cantidad de lipopolisacarido en vacunas y la optimiza-
cion de la tasa especifica de produccién de proteinas recombinantes con
Pichia pastoris han sido relacionados con el problema de regulacion de p
[70, 71]. De esta manera, la tasa de crecimiento tiene relacién directa no sélo
con el crecimiento y el rendimiento del proceso sino también con la sintesis
de metabolitos, al tiempo que aparece involucrada en muchas reacciones
intracelulares. Desde el punto de vista extracelular y al nivel de procesos
productivos, la tasa de crecimiento tiene relevancia en [69]:

I. La maximizaciéon de la productividad: en procesos de produccion de
proteinas asociadas al crecimiento, o en cualquier situacién donde la
biomasa es el producto final, es de esperar que la operacién més eficiente
sea la de crecimiento exponencial a una tasa 6ptima.

11. La regulacion del estado metabdlico: tal como se describié previamente,
varios atributos fisiologicos de las células varian como una funcién de
la tasa de crecimiento.

111. La formacion y calidad del producto: la capacidad de mantener las célu-
las en un estado metabdlico particular relacionado con p, promoviendo
un metabolismo particular para la producciéon de metabolitos secunda-
rios, es de particular importancia para diferentes industrias. Ademas,
se ha reportado que la regulacion de p es relevante para garantizar la
reproducibilidad del proceso [72].

De los modos de operacién tipicos, los cultivos semi-continuos son a
menudo seleccionados para la produccion de metabolitos. En la proxima
seccion se describen estrategias de alimentacion, incluyendo aquellas que
permiten regular la tasa de crecimiento a un valor constante, es decir es-
trategias adecuadas para alcanzar el crecimiento exponencial a una tasa
deseada.
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2.3. Estrategias de alimentaciéon para culti-
vos semi-continuos

2.3.1. Descripcion de las estrategias

Con el objetivo de alimentar a la biomasa con los nutrientes necesa-
rios, debe definirse el perfil temporal para el flujo de alimentacién. Se han
propuesto diferentes esquemas en funcién de las variables disponibles para
realimentacion y del objetivo de control planteado. Una posible clasifica-
cion de las leyes de alimentacién para cultivos semi-continuos comprende

(adaptado de [17]):

= Estrategias de alimentacion precalculadas: incluye leyes de alimenta-
cion constantes, lineales o exponenciales calculadas a partir del modelo
del proceso. Cuando la alimentacién es constante se tiene como des-
ventaja que la tasa de crecimiento decrece de manera continua. Una
ley lineal permite reducir este efecto pero es la ley de alimentacién
exponencial la que permite regular la tasa de crecimiento en un va-
lor constante p = p,, siendo éste el objetivo de control en algunas
aplicaciones.

= Leyes de alimentacion basadas en regular una variable fisicoquimica:
comprende estrategias que vinculan la alimentacién de nutrientes con
la medicién de pH (técnica pH-stat) u oxigeno disuelto (técnica DO-
stat). En muchas de estas estrategias se aprovechan los cambios rapi-
dos de la variable medida que ocurren al agotarse el sustrato principal.
De esta manera, cuando el pH (o DO) se incrementa por encima del
valor de referencia un controlador tipo ON/OFF actiia sobre la bomba
de alimentacién correspondiente [73, 74].

= Estrategias de alimentacion basadas en monitoreo del sustrato o ta-
sa de consumo del mismo: comprende leyes implementadas midiendo
la concentraciéon de nutriente o calculando en linea el consumo de
nutrientes. Uno de los primeros aportes en esta linea fue el de Kons-
tantinov et al. [75], donde se estimé el consumo de glucosa a partir
de la medicién de gases. La técnica denominada DO-stat balanceado
agrega ademas un lazo de control para regular el oxigeno disuelto.
En [76] se utilizé un analizador de glucosa en linea para regular la
concentracion de glucosa y mejorar la produccion de una proteina.

= Leyes de alimentacion con términos feedforward-feedback: comprende
estrategias que combinan una parte precalculada, es decir un término
obtenido del balance de masas y de los parametros del modelo, y otra
de correccion a partir de una variable medida o una estimacién del
parametro a regular. Para el caso de regulacion de tasa de crecimiento
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Figura 2.8: A) esquema basado en realimentacién de variables fisicoquimi-
cas. B) esquema basado en realimentacién de variables estimadas [17].

se han propuesto algoritmos que realimentan una estimacion de p
[77, 78].

= Leyes de alimentacién basadas en el valor actual de biomasa: en caso
de disponer de medicién de biomasa puede implementarse una familia
de controladores que utilizan este valor para determinar el flujo de ali-
mentacién. Cuando el objetivo es regular la tasa de crecimiento, puede
aplicarse alimentacion proporcional a la cantidad medida de biomasa
[79]. Otra posibilidad es realimentar una estimacién obtenida median-
te un algoritmo adecuado. En este tltimo caso, si existe dinamica adi-
cional introducida por el observador, puede incrementar fuertemente
la complejidad del andlisis de estabilidad. Una posible solucién a este
problema es la combinacién de leyes de alimentacién proporcionales a
la biomasa con observadores de convergencia en tiempo finito.

= Aplicacién de logica difusa: una ventaja de este enfoque es que per-
mite incorporar un conjunto de reglas definidas en funcion de la ex-
periencia obtenida en la operacién del proceso. Por ejemplo, en [80]
se utilizo para regular la produccion de penicilina manipulando el flu-
jo de alimentacién. También se han disenado leyes basadas en légica
difusa para otros procesos y para diagndstico de fallas [17].

Con excepcion de las leyes de alimentacion precalculadas, las estrategias
descriptas en la clasificacion anterior emplean algun tipo de realimentacion.
Luego, pueden ser clasificadas en aquellas que realimentan variables medi-
das y aquellas que requieren observadores (Figura 2.8). En cualquier caso,
el objetivo es alimentar de forma adecuada al biorreactor y evitar asi la
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subalimentacién y la sobrealimentacion de nutrientes. Es importante desta-
car que si el cultivo es subalimentado se reduce el crecimiento, afectando la
productividad, mientras que la sobrealimentacién de nutrientes puede llevar
a efectos inhibitorios y a la formacién de subproductos indeseados. Como se
explicé en la seccion 2.1.2, el control del crecimiento microbiano mediante
el flujo de alimentacion se realiza a través de un sustrato en concentracion
limitante. Si bien en muchos casos se utiliza como sustrato limitante a la
fuente de carbono y energia, se han reportado estudios donde se utiliza como
limitante a la fuente de nitrégeno u otro compuesto (por ejemplo fosfato) ya
sea para estudios fisiologicos o porque se obtienen mejoras en la produccion
especifica de un metabolito [81].

2.3.2. Leyes exponenciales para regulacion del creci-
miento

La ley de alimentacién con perfil exponencial es apropiada para regular
el crecimiento a tasa constante. Esto se debe a que se necesita alimenta-
cién proporcional a la cantidad de biomasa la cual, con tasa de crecimiento
constante, evoluciona en forma exponencial. En esta seccién se describe con
mayor detalle este tipo de flujos de alimentacion, desde la ley precalculada
de lazo abierto a aquellas que consideran realimentar la biomasa e incluso
inyectar el error en la tasa de crecimiento.

Alimentacion exponencial de lazo abierto

Esta estrategia de alimentacién no utiliza ninguna variable medida para
la manipulacién del flujo de alimentacion de nutrientes. En lugar de ello,
el controlador manipula la entrada solo por referencia a las ecuaciones del
modelo, es decir se trata de una ley de alimentacién precalculada. El flujo
requerido se calcula a partir de las expresiones (2.20) y (2.29b)

(ZL‘.U) = pav, (2.42)

Fin
§=— ( £y ms) x+ (Sip — ) —, (2.43)
Yz/s v

considerando que Fy,; = 0. Luego, regular la tasa de crecimiento en pu(t) =
- implica

a. crecimiento exponencial de la biomasa, esto es X (t) = zv = zgvpetr’.

o o
b. nulidad de la derivada temporal, es decir 1 = R 0, con lo cual

0s Ot

se requiere s = (0. En particular, la concentraciéon de sustrato limitante
debe alcanzar el valor s(t) = s, tal que p(s,) = -
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De esta manera, resolviendo (2.42) con p = p, y reemplazando $ = 0 en
(2.43) se obtiene

L omy
Fezp (t) = %xovoe“rt. (244)

En esta expresién se asume un crecimiento celular exponencial. Si el cre-
cimiento real resulta menor al valor asumido por el perfil predeterminado
puede ocurrir el fenémeno de sobrealimentacién de nutrientes. Por otro lado,
la expresién (2.44) es muy simple y por consiguiente extensamente aplicada,
incluso en cultivos de alta densidad celular [82, 83].

Alimentacion exponencial con correcién PI

La estrategia exponencial precalculada (2.44) no considera diversas fuen-
tes de incertidumbre que pueden causar que la regulacion no sea lo suficien-
temente precisa. Se han realizado aportes en los que se consideran términos
adicionales con efecto proporcional e integral. En [77], el término correctivo
se agrega en forma aditiva a la expresion (2.44), es decir que el flujo total
aplicado es

F(t) = Fou () + . (e + Ti J e> | (2.45)

donde e es el error de regulacion de p. Una desventaja de esta estrate-
gia es que, debido a la evolucion exponencial de la parte precalculada, los
parametros del término de realimentacion deben ser reajustados cada cier-
ta cantidad de tiempo. Una variante en la que el término de correccion es
aplicado en el argumento de la parte exponencial

F(t) = F,exp ((ur + kpe + k; Je)t) , (2.46)

se presenta en [78]. Como ya se menciond, a estas expresiones se las llama
leyes de alimentacion feedforward-feedback por la combinacién de un término
precalculado con uno realimentado.

Alimentacion proporcional a la biomasa

Otro tipo de leyes de alimentacién son aquellas que proveen medio de
cultivo en forma proporcional a la cantidad de biomasa actual. Esto tiene la
ventaja de requerir una acciéon de control menor cuando el crecimiento de la
biomasa no sigue el perfil deseado, ya que no hay un término precalculado
con variacion exponencial fija, y asi es factible evitar la sobrealimentacién
de sustrato. En caso de disponer de medicién de biomasa y volumen, pueden
aplicarse expresiones de la forma

F(t) = v, (2.47)
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donde X es un coeficiente de proporcionalidad que puede ser constante, va-
riante en el tiempo e incluso contener un término correctivo para aumentar
la robustez respecto de los parametros del modelo. Esta ley de alimenta-
cién aparece por primera vez en [84] en el crecimiento exponencial de F.
coli utilizando mediciones de volumen y de turbiedad en linea. En [79] se
demostré la estabilidad del proceso semi-continuo alimentado con el flujo
(2.47) utilizando conceptos de estabilidad parcial [85] y también se extendie-
ron los resultados a casos donde existe formacién de producto no asociada
al crecimiento. Nuevamente, para obtener s = 0 con u = u, la ganancia que
corresponde en la expresion (2.47) es

y”—; + my
P T 2.48
f— (2.48)

Para tasas de crecimiento mondtonas, esta ley de alimentacién provee con-
vergencia desde cualquier condicién inicial de sustrato. En caso de cinéticas
tipo Haldane, puede ocurrir convergencia a valores de sustrato indeseados.
Una posible soluciéon a este problema consiste en acotar el valor de flujo
méaximo, de manera que el inico punto de equilibrio alcanzable sea el desea-
do. Si bien la estrategia (2.47)-(2.48) provee una alimentacion proporcional
a la biomasa, es una ley de lazo abierto respecto a u. Luego, pueden incorpo-
rarse términos de realimentacion con el objetivo de mejorar la performance
(velocidad de convergencia, robustez ante los pardametros, etc.). Una ley de
alimentacién basada en (2.47), con realimentacién en A fue propuesta en
[36]

AC) = fFA(1 + ke), ™), (2.49)

donde f(-,-) es una funcién utilizada para acotar el valor de A, k es una ga-
nancia de proporcionalidad y A* la cota requerida. Esta estrategia permite
tratar cinéticas no monotonas como el modelo de Haldane, evitando la evo-
lucién de la concentracion de sustrato a la zona indeseada. Posteriormente,
se desarrollaron algoritmos con acciones proporcional e integral explotando
conceptos de invariancia, los cuales son capaces de eliminar errores de es-
tado estacionario en la regulaciéon de p ante errores en los parametros de
(2.48) [87].

En el Capitulo 5, se considera un problema que involucra las leyes de ali-
mentacion (2.44) y (2.47) cuando la regulacién se aplica a cultivos aerébicos.
También se realizan propuestas en el diseno de estrategias de alimentacion
para cultivos multi-sustrato, en particular se trata el problema de alimentar
dos fuentes de carbono. En [88] se presenta una extensién de la expre-
sién (2.47)-(2.48) para procesos multi-sustrato con cinética aditiva (seccién
2.1.6). En el Capitulo 6, ese resultado se extiende en dos direcciones: i)
agregando un término de realimentacion proporcional no-lineal y de esta
forma mejorando la convergencia y robustez y ii) considerando el caso en
el que la cinética es aditiva pero que ademaés existe un efecto de inhibicion
competitiva entre los sustratos.
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Si bien las leyes de alimentaciéon exponenciales con un término de co-
rrecién proveen un mejor desempeno en cuanto al objetivo de regulacion,
su implementacién requiere conocer la tasa de crecimiento, la cual es una
variable no medible que debe ser estimada a partir de las mediciones dis-
ponibles. La siguiente seccion describe brevemente el estado del arte en la
estimacion de tasas de formacién y consumo de sustancias, entre ellas la
tasa de crecimiento. Se presta especial atenciéon a los algoritmos por modo
deslizante por ser una técnica atractiva para el diseno de algoritmos con
interesantes propiedades de robustez.

2.4. QObservacion y Estimacién de variables

La estimacién en linea de variables es una cuestion relevante para el con-
trol y monitoreo de procesos biotecnoldgicos. Basicamente, las variables de
interés son de dos tipos: concentraciones de sustancias (biomasa, sustratos,
metabolitos, etc.) o tasas de reaccién (formacién o consumo de sustancias)
[89]. En funcién de las salidas disponibles se pueden diseniar observadores
capaces de obtener una estimacion de aquellas variables no medibles, donde
la robustez a incertidumbres tipicas en el modelo del proceso es una carac-
teristica deseada. En particular, las tasas de reaccién, ya sean de formacion
o consumo de las diferentes sustancias (gs, ¢y, etc.), brindan informacién
valiosa acerca de lo que esta sucediendo en el medio de cultivo. El conoci-
miento de todas estas senales tiene dos aplicaciones relevantes. En primer
lugar, las velocidades de reaccién pueden ser utilizadas en lazos cerrados de
control para mejorar la productividad y reproducibilidad del proceso. En
segundo lugar, la disponibilidad de informacién en linea es muy ttil para el
control de calidad, seguimiento del proceso y deteccién de problemas [90].
De todas ellas, la tasa de crecimiento microbiana es de las mas importantes
ya que, como se describié en la seccion 2.2, no sélo se relaciona con el creci-
miento de la biomasa y el consumo de los sustratos sino que también tiene
influencia en la formacién de productos y en la calidad de los metabolitos
producidos.

Desafortunadamente, las tasas (especificas) de reaccién no estan dispo-
nibles facilmente, ya que son funciones no lineales sujetas a incertidumbre
y que dependen no sélo de los estados (concentraciones de sustancias) sino
también de las condiciones de operacién (temperatura, pH, etc.) En este
contexto, el uso de observadores (también llamados sensores de software
cuando se integran junto con los sensores de hardware [91]) para obtener
una estimacion en linea de las tasas especificas evita el problema de la iden-
tificacion del modelo, al tiempo que agrega mayor cantidad de informacién
para los esquemas de control de lazo cerrado y para realizar estudios de los
cultivos [66].

Debido a la importancia de la tasa de crecimiento como variable indica-
dora de la actividad microbiana, su estimacion ha sido investigada extensi-
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vamente. Uno de los primeros aportes fue la propuesta de Bastin [92], donde
se presentaron observadores que no dependen del modelo analitico de p y
son de esta manera robustos respecto a una fuente de incertidumbre tipica
del modelo. Se tiene asi una familia de observadores asintdticos con cierta
robustez que pueden ser aplicados para estimar otras tasas de reaccién [34].
Para la estimacion se requiere la medicién de al menos tantas variables de
estado como el nimero de tasas de reaccién y por lo general la velocidad de
convergencia del observador no se puede asignar (esto tltimo resulta depen-
diente de la tasa de dilucién). Por ejemplo, en [93] se present6 la estimacién
de multiples tasas de reaccién aplicada a un proceso de produccion de le-
vadura de panaderia, donde se estima la tasa de crecimiento en cada una
de las vias metabdlicas utilizando un observador asintético de la concentra-
cién de biomasa. Los algoritmos basados en el filtro de Kalman extendido
[94] pueden considerar cierta incertidumbre en los pardmetros del modelo
y cierto nivel de ruido en la medicién. Sin embargo, su aplicacion depende
fuertemente de la version linealizada del modelo. Otra familia de observa-
dores, los denominados de alta ganancia [95, 66, 96], pueden ser aplicados
en las estimacion de multiples tasas. Un problema de estos observadores, y
de otros algoritmos continuos, es que no pueden determinar si no hay error
en la estimacién. Si bien ese efecto puede reducirse aumentando las ganan-
cias, se aumenta también la sensibilidad al ruido de mediciéon. Dentro de
los observadores que incluyen términos discontinuos se destacan los basados
en modo deslizante [97, 98, 99, 100, 101], los cuales seran descriptos en la
proxima seccion. Otro enfoque de estimacién de tasa de crecimiento, que
no se basa en el modelo del proceso pero requiere conjuntos de datos de
entrenamiento, se basa en redes neuronales artificiales [102].

2.4.1. Observadores por modo deslizante

Entre los diferentes enfoques para el diseno de observadores, tanto de
concentraciones como de tasas de reaccién, los algoritmos basados en modo
deslizante (MD) presentan caracteristicas distintivas. En estos algoritmos
se utiliza una accion discontinua para lograr que las trayectorias del estado
alcancen la denominada superficie deslizante y se “deslicen” sobre ella a
partir de un determinado instante de tiempo. Esa superficie se define como
funcién de las variables y parametros accesibles, de manera que el error de
estimacion converge a cero con una dinamica deseada llamada dindmica de
deslizamiento. En los algoritmos de MD de primer orden, la primera deriva-
da temporal de la funciéon de deslizamiento es discontinua, lo que conduce
al fenémeno de chattering en alguna de las estimaciones. Este efecto puede
degradar el rendimiento del observador [103]. En los algoritmos de MD de
segundo orden, la senal discontinua aparece en la segunda derivada con res-
pecto al tiempo de la funcién de deslizamiento, brindando asi estimaciones
mas suaves mientras que preservan las propiedades de convergencia.



36 CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE

En forma general se construye una funcién de los estados S(x) y la
superficie deslizante se define como

S(z) =0, (2.50)

donde x € R" es el estado del sistema. Para el diseno de observadores,
S(x) suele definirse como combinacién lineal de los estados, es decir que
las superficies de conmutacién suelen ser hiper-planos dentro del espacio de
estados.

El objetivo de aplicar la acciéon discontinua es alcanzar en tiempo fini-
to la superficie definida en (2.50) y mantener las trayectorias del sistema
evolucionando sobre la misma. Luego, en funcién de como se relacionen las
variables a estimar con la evolucién del sistema restringido a (2.50) podran
obtenerse estimaciones de las variables de interés con diferentes caracteristi-
cas. En todos los casos se obtienen observadores con dindamica reducida, lo
cual es una caracteristica deseada. En general, la dindamica del error de
estimacion puede exhibir diferentes tipos de convergencia, por ejemplo con-
vergencia asintética, o de tiempo finito. En el dltimo caso, el observador
no agrega dindmica y las estimaciones son exactas (al margen del ruido de
medicién). Esto presenta una gran ventaja sobre otras estrategias como los
observadores de alta ganancia, los cuales no pueden estimar en forma exacta
las tasas de reaccion.

A continuacién se describen algoritmos de primer y segundo orden con
el objetivo de ilustrar la aplicacion de estos observadores a la estimacion de
variables. Para esto se considera el siguiente problema: dada una senal x(t),
estimar su derivada

() = r(t). (2.51)

Este problema se resume en la construcciéon de un algoritmo capaz de esti-
mar la derivada temporal de la senal z(t), es decir un algoritmo derivador.
Para este problema, una hipdtesis razonable es requerir que la senal r(t)
o sus derivadas temporales sean acotadas. Este tipo de hipotesis no impo-
ne una fuerte restriccion para el desarrollo de observadores aplicados en
procesos biotecnoldgicos ya que, teniendo en cuenta restricciones fisicas, las
variables de interés pueden ser acotadas. En general, sea Z(t) la variable del
observador que estima a x(t), el error de estimacién puede definirse como

>

F(1) £ 2(t) — 3(2). (2.52)

Luego, para el diseno de los derivadores puede definirse la funcién de con-

mutacién S(x) = 7.

Derivadores de primer y segundo orden

Suponiéndose que la senal r(t) es acotada y que se conoce una cota T tal
que |r(t)] < 7, un algoritmo derivador por MD de primer orden estd des-
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cripto por las expresiones

2(t)
r(t) =

donde los pardmetros a,b se eligen tal que a > 7y b > 0 [103]. Nétese
que el algoritmo (2.53) consiste de una copia del sistema (ec. (2.51)) y que
7 posee un término de correccién discontinuo dado por la funcién signo
sign(-). El objetivo de la discontinuidad es aportar el signo correcto a la
derivada de . Este algoritmo converge en tiempo finito, es decir que existe
un Tspr < oo tal que, a partir de una condicién inicial Z(0) # x(0), se alcanza
Z(t) =0 en t = Tsy. Luego si la accién de control aplicada es adecuada, el
sistema evoluciona sobre esa superficie para todo tiempo futuro. Una cota
conservativa para el tiempo de convergencia del algoritmo (2.53) esta dada

por
1 b7
Tsnr < - log (1 + |‘T(O_>|). (2.54)
b a—T

Entre las ventajas de este algoritmo puede destacarse que

r(t), (2.53a)
a sign(T) + bz, (2.53b)

a) la convergencia de ' ocurre en tiempo finito con lo que se obtiene dife-
renciacién exacta de la senal x(t).

b) se tiene robustez respecto de r(t), ya que sélo se requiere conocer una
cota superior.

Por otro lado, la estimacion obtenida es una funcion discontinua. De hecho,
la senial 7(¢) puede interpretarse como la suma de dos senales: una senal
continua de baja frecuencia que equivale a r(t) y otra de conmutacién a
alta frecuencia (idealmente frecuencia infinita). Una forma de obtener una
estimaciéon continua (pero no exacta) consiste en aplicar un filtro a 7(t).
Luego, la senal filtrada es una estimacién continua de r(t).

Una mejora respecto del algoritmo anterior se logra con algoritmos de
modo deslizante de segundo orden. Nuevamente se considera la expresion
(2.51) y el problema de estimar r(t) a partir de la medicién de z(t). El
siguiente algoritmo, presentado por A. Levant en [104], permite resolver
el problema para senales que satisfagan |7(t)| < L, con L una constante
conocida:

Z(t) = 7 + ay| ¥ 2 sign (), (2.55a)
7(t) = as sign(%). (2.55b)

Este algoritmo converge a xt—2 = r—7 = 0 en tiempo finito para pardmetros
adecuados ay, ay. Inicialmente, la demostracion de convergencia se realizaba
analizando las trayectorias obtenidas para el peor caso en el plano (7, 7).
En los tltimos anos se lograron demostraciones de convergencia utilizando
funciones de Lyapunov [99, 105, 106], lo cual le dié més versatilidad y la
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Figura 2.9: Resultados obtenidos con el algoritmo (2.53): senales a estimar
(linea negra), senales del observador (linea roja). En el grafico superior
derecho se observa la senal discontinua (2.53b) y debajo la senal filtrada.

posibilidad de realizar extensiones para rechazar diferentes tipos de pertur-
baciones. En el Capitulo 3 se utilizardan estos métodos para seleccionar las
ganancias de un observador basado en la medicién de producto. Las princi-
pales ventajas del algoritmo de segundo orden incluyen estimaciéon continua
de la senal de interés y robustez, dado que sélo se requiere conocer la cota
superior de la segunda derivada de la senal a diferenciar. Ademas, la esti-
macién obtenida de r(t) es la mejor que se puede obtener ante niveles de
ruido acotados y bajo discretizacion del algoritmo cuando solo se dispone
de L [104].

Ejemplo numérico Las Figuras 2.9 y 2.10 presentan los resultados ob-
tenidos al aplicar los observadores (2.53) y (2.55) para estimar la derivada
de la senal z(t) = sin(¢). Dado que el objetivo de este ejemplo es ilustrar
el concepto de ambos observadores, los parametros de los algoritmos se se-
leccionaron de manera de tener tiempos de convergencia similares. En la
parte izquierda de las figuras puede apreciarse la distancia a la superficie
de modo deslizante = 0 y la comparacion entre la senal de entrada y la
variable correspondiente en el derivador. Puede apreciarse que se alcanza
convergencia en Ts); ~ 0,4 seg. En la parte derecha de la Figura 2.9 se ob-
serva la senal discontinua generada por el algoritmo de primer orden, y una
aproximacién continua de r(t) obtenida mediante filtrado. Por otro lado, el
observador de segundo provee una estimacién continua, tal como se aprecia
en la parte derecha de la Figura 2.10.

Estos derivadores son la idea basica sobre la cual se basan los observa-
dores desarrollados para diversas aplicaciones, entre las que se encuentra la
estimacion de tasas de reaccién en procesos biotecnologicos.
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Figura 2.10: Resultados obtenidos con el algoritmo (2.55): senales a estimar
(linea negra), senales del observador (linea roja). A la derecha se observa la
senal continua definida en (2.55b).

2.4.2. Observadores por modo deslizante aplicados en
bioprocesos

En el problema de interés, las senales desconocidas aparecen en la deri-
vada temporal de los estados. En [97] se presentaron observadores por modo
deslizante de primer orden para estimar la tasa de crecimiento especifica y
la concentracion de sustrato, a partir de la medicién de la biomasa. Si bien
la estimacion exacta de p era una senal discontinua de alta frecuencia, esta
senal fue 1til para construir un observador de sustrato. Las estimaciones
resultantes fueron robustas bajo incertidumbres tipicas del modelo con una
dindmica de convergencia de primer orden. En [98], se utilizaron mediciones
de sustrato para estimar la tasa de consumo del mismo. La dindmica del
error resulté exponencialmente estable, mientras que ciertas incertidumbres
del modelo y perturbaciones son rechazadas. En [107], se utilizé un algorit-
mo de primer orden para estimar biomasa a partir de la medicion de sustrato
en un proceso de tratamiento de residuos. También se han presentado im-
plementaciones de observadores por MD en tiempo discreto [108]. Dentro de
los algoritmos de segundo orden, en [100] se presenté una estimacién de p
con convergencia en tiempo finito a partir de la medicién de biomasa. Més
precisamente, la propuesta es una versiéon modificada del algoritmo (2.55),
donde se incorpora la funcién multiplicativa dada por la concentracion de
biomasa en la estructura del observador. Luego, en [109], se desarrollaron
nuevos algoritmos de segundo orden, con una demostracién de estabilidad
diferente, los cuales fueron aplicados en cultivos por lotes, semi-continuo y
continuo. Otras generalizaciones al algoritmo (2.55) pueden encontrarse en
[99, 106], donde las modificaciones apuntan a rechazar diferentes tipos de
perturbaciones. Recientemente, se han propuesto estrategias que admiten,
entre varias generalizaciones, ganancias y cotas de las perturbaciones ambas
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variantes en el tiempo, lo que permite una mayor robustez del observador
[101]. En otros casos, es de utilidad estimar una combinacién de las tasas de
reaccion. En [110], se presenta la utilizacién de un banco de observadores por
MD de segundo orden para estimar la diferencia de dos tasas de reaccion.
Esa estimacién es 1til en la implementacion de estrategias de seguimiento
de un punto 6ptimo de crecimiento en un cultivo de E. coli.

Los aportes de esta Tesis en la estimacion de variables para monitoreo y
control se centran en dos partes. En el Capitulo 3 se obtienen estimaciones
de la concentracion de biomasa y g en un proceso con cinética dada por la
expresion (2.35), a partir de la medicién de la concentracién de producto. La
dindamica reducida del observador logra que el error de estimacion presente
convergencia exponencial de primer orden. En el Capitulo 4 se presenta
un algoritmo capaz de estimar multiples tasas de formacién / consumo de
sustancias con convergencia en tiempo finito, donde la mayor dificultad la
introducen las funciones variantes en el tiempo que multiplican a las tasas
de reaccion a estimar.

2.5. Resumen del capitulo

En la descripcién macroscopica de los procesos biotecnoldgicos, la bio-
rreaccion que representa el crecimiento celular y la formaciéon de subpro-
ductos se modeliza como una sola reaccién. A partir de los balances corres-
pondientes de masa y energia pueden encontrarse los rendimientos Y, y las
tasas volumétricas de consumo y produccion de cada sustancia. Esto a su
vez permite definir las correspondientes tasas especificas. Una vez definidas
las tasas de reaccién es posible realizar un balance de masas para describir
la evolucién de las principales variables como son la concentracién de bio-
masa, sustratos, productos, oxigeno, entre otras. El modelo hallado puede
aplicarse a los tres modos basicos de operacién de un biorreactor agitado
para encontrar el modelo no lineal que describe la dinamica del proceso.
Los productos se generan como respuesta del microorganismo al medio al
que se encuentra sometido. La tasa especifica de formacion de productos
puede exhibir tres modelos matematicos siendo el mas general el modelo de
Luedeking y Piret. El balance de masas realizado en cultivos con un sus-
trato limitante puede extenderse a cultivos multi-sustrato, donde la mayor
complejidad se produce por la interaccion que ejercen los sustratos a través
de la tasa de crecimiento.

Dentro de los parametros que definen el estado metabdlico del micro-
organismo, la tasa de crecimiento es uno de los mas importantes. En los
cultivos semi-continuos, puede lograrse regulacion del crecimiento a una ta-
sa constante mediante el diseno de la ley de alimentacién. Con el objetivo
de alcanzar la tasa de crecimiento deseada se tienen diferentes versiones de
la estrategia de alimentacién exponencial: desde la ley precalculada hasta
propuestas mas robustas que realimentan el error de regulacién, incluyen-
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do términos proporcionales e integrales. Desde el punto de vista practico,
la implementacion de estas ultimas requiere estimaciones de u, las cuales
deben obtenerse a partir de las mediciones disponibles. Para esto, se dis-
pone de diferentes estrategias de estimacién de variables, entre las que se
destacan los observadores continuos como los asintéticos y de alta ganancia,
y observadores con términos discontinuos como los de modo deslizante. En
la dltima seccién se puso especial atencién a estos ultimos algoritmos, los
cuales encuentran aplicaciéon en los procesos biotecnologicos debido a las
interesantes caracteristicas de robustez y convergencia que se pueden al-
canzar. Prueba de ello es la gran variedad de contribuciones publicadas, en
las que se trata de obtener estimaciones cada vez mas robustas a diferentes
incertidumbres y perturbaciones del proceso.
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Capitulo 3

Estimacion de tasa de
crecimiento basada en
medicion de producto

En el capitulo anterior fueron descriptos modelos en los cuales la for-
macion de productos puede resultar asociada al crecimiento microbiano, no
asociada al crecimiento o, en un caso mas general, resultar una combinaciéon
de ambos tipos. Si bien muchos productos son acumulados intracelularmen-
te, otros son excretados al medio de cultivo. En este capitulo se presenta
la estimacion de variables a partir de la sola medicién del producto gene-
rado. La hipétesis de trabajo es que el proceso obedece a una cinética tipo
Luedeking-Piret, es decir que la tasa de formacién del metabolito se rela-
ciona no sélo con la concentraciéon de biomasa sino también con su tasa de
crecimiento. En particular, se presentan observadores de la concentracion
de biomasa y de la tasa de crecimiento microbiana basados en medicién del
producto. Como aplicacion de los resultados se presenta un proceso de pro-
duccién de hidrégeno biolégico (biohidrégeno) el cual tiene creciente interés
por representar una fuente alternativa de produccién de este combustible.

3.1. Descripcién del proceso

A partir del anélisis realizado en la secciéon 2.1, un proceso por lote con
cinética de formacion de producto dada por el modelo de Luedeking-Piret
(ec. (2.35)) puede describirse por las siguientes expresiones

T =7, = u(s)z, (3.1)
5= —yi/s,u(s)x, (3.2)
p = au(s)r + Bz (3.3)

Notese que en caso de un cultivo semi-continuo, deben considerarse los
términos de dilucion correspondientes. La ley de formaciéon de producto

43
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asociada tanto al crecimiento como a la concentracién de biomasa es muy
util para describir la formacién de diferentes metabolitos y ha sido exten-
samente aplicada en el modelizado de diferentes procesos.

3.2. Estimaciéon de biomasa y tasa de creci-
miento

Se definen (p,Z,/1) a las estimaciones de (p,z, u), respectivamente, y
como

p=p-p 3.4)
T=x—-7, (3.5)

a los respectivos errores de estimacién. Dado que sélo se mide p(t), la tnica
senal de error disponible para la construccién del observador es p. Por esta
razon se considera

SC)=p (3.7)

como funcién de conmutacién. Nétese ademds que si se obtiene p(t) = 0,
entonces p(t) copiard la evolucién temporal de la variable p(t). A continua-
cion se presenta el diseno de observadores por modo deslizante que utilizan
la expresion (3.7) para obtener estimaciones de x y .

3.2.1. Algoritmo por Modo Deslizante de primer or-
den

Dado el sistema descripto por las expresiones (3.1)-(3.3), se propone el
siguiente algoritmo por modo deslizante de primer orden:

7 =iz, (3.8a)
P = afit + B3, (3.8b)
. M

fi= —=sign(p), (3.8¢)

con condiciones iniciales Z(0) = Zp > 0, p(0) = p(0). Nétese que las ex-
presiones (3.8a)-(3.8b) son una copia de las expresiones del modelo (3.1) y
(3.3), respectivamente, mientras que el término discontinuo se propone en
la estimacién de 7.

Analisis Tomando la derivada temporal de p se obtiene la siguiente ex-
presiéon .
P = aux + T — aMsign(p). (3.9)
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La denominada condicién de alcanzabilidad (reachability condition) [111]
es:

PP <0. (3.10)

En este caso resulta

pp = p(apr + ) — aM|p]

N B\ . (3.11)
=awq<wH7y>8mM@—A4,
donde se utilizé la identidad
p = |plsign(p). (3.12)
Luego puede verse facilmente que la condicién (3.10) se cumple si
B
uxr + —x| < M. (3.13)
Q@

La expresién del lado izquierdo puede acotarse utilizando la desigualdad
triangular

B

o

< x|+ =7 <7 + §|§| (3.14)

ueré%
o

donde 7, y |Z| son cotas para la derivada de la concentracién de biomasa y
para el error de estimacién, respectivamente. Luego si se satisface

M >T7, + é|§|, (3.15)
(0%

se cumple la condicién (3.10). Cuando (3.10) es vélida en el entorno de la
superficie de conmutacion, se garantiza la existencia de modo deslizante. Sin
embargo, no es suficiente para probar la convergencia a la superficie en tiem-
po finito desde una condicién inicial alejada. De hecho, la expresién (3.10)
implica que la derivada temporal de la funcién definida positiva V (p) = p?/2
es negativa lo que prueba la convergencia asintética a la superficie de modo
deslizante.

La denominada condicién de alcanzabilidad 1 (n-reachability condition)
[111] es

pp < —nlpl, (3.16)

con 1 > 0 una constante de disenio. Utilizando nuevamente la identidad
(3.12), la expresién anterior puede escribirse en la forma

< -—n sip>0, (3.17a)
P> sip<0. (3.17b)
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Luego, por integraciéon de la expresion anterior se tiene que el tiempo re-
querido para alcanzar la superficie desde una condicion inicial de médulo
|p(0)] resulta acotado por

p(0
Ton < PO (3.18)
n
A partir de (3.16) y las cotas definidas previamente se tiene
~A ~ ~|—, B=  n
pp+np| < o|p] rz+ax+a—M : (3.19)

Nuevamente, utilizando cotas razonables en 7, y en el error de estimacion de
biomasa puede obtenerse un valor de M. En particular, se satisface (3.16)
si
Msm+ Ll (3.20)
Q@ Q@

El andlisis realizado pone en evidencia que es posible obtener valores finitos
en el pardmetro del observador tal que se cumpla una condiciéon de conver-
gencia en tiempo finito. Al igual que en el analisis realizado para el derivador
de primer orden (2.53), se requiere una cota sobre la tasa de cambio de la
variable a estimar (en este caso la concentracién de biomasa) y una cota
sobre el error de estimacion. Este tipo de hipdtesis sobre la senal a estimar
o alguna de sus derivadas es comun en el disenio de observadores. Una cota
para el crecimiento de la biomasa al inicio del proceso puede obtenerse a
partir de informacién previa, o estimarse como 7y = [lyneeTm CON X, Un
valor de biomasa superior al esperado para las primeras horas de cultivo.

Una vez alcanzada la superficie, se establece un régimen deslizante donde
se cumple la denominada condicion de invariancia [103]

p:

EIST:
Il

0, (3.21a)
. (3.21D)

Por otro lado, a partir de las expresiones (3.1), (3.3), (3.8a) y (3.8b), se
obtiene que la dinamica del error esta descripta por

P =ai+ p7, (3.22)
¥ = ¥ + (u— Msign(p)) 7. (3.23)
Las expresiones anteriores combinadas con (3.21) implican que
p(t) = p(t), (3.24)
af + B3 = 0. (3.25)

Es decir que la variable del observador copia la dindmica de la variable me-
dida (concentraciéon de producto) y de (3.25) se tiene la siguiente dindmica
reducida

) (3.26)
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Esto significa que la dinamica del error de estimacién de biomasa converge
a cero con una constante de tiempo 7 = «/f. A partir de la condicién
de invariancia (3.21), puede interpretarse que la senal discontinua [i(t) se
comporta como una sefal ficticia continua fi.,(t) la cual logra que el sistema
evolucione sobre p = 0. Esa senial ficticia y.,(t) puede obtenerse combinando
(3.23) v (3.26):
B\ T
pa®) = (1) +2) 4 400, (3:27)

«

Luego, a medida que ¥ — 0, de la expresién anterior se tiene que pi.,(t) —
p(t). Dado que fi(t) es discontinua, una estimacién continua (pero no exacta)
fieq(t) de pie,(t) puede obtenerse mediante un filtro pasabajos.

Con el objetivo de mejorar la estimacion de p, la proxima seccién pre-
senta un observador por modo deslizante de segundo orden, el cual tiene
algunas caracteristicas superiores respecto al algoritmo de primer orden.

3.2.2. Algoritmo por Modo Deslizante de segundo or-
den

Dado el sistema descripto en (3.1)-(3.3), se propone el siguiente algorit-
mo por modo deslizante de segundo orden:

=", (3.28a)
p=al(f+u) + A7, (3.28D)
Fo = My sign (D), (3.28¢)
uy = My |p|sign (p) (3.28d)
f\
= —, 3.28
== (3.28¢)

con condiciones iniciales Z(0) > 0 y p(0) = p(0). Nuevamente, la expresiéon
(3.28b) es una copia del modelo (3.3) donde se trata de utilizar la informa-
cion de la dindamica de p. Esta expresion contiene términos de correccion
en us y también en la derivada de 7,. A diferencia del observador de pri-
mer orden, la tasa volumétrica de formacién de biomasa (r,) se estima con
el estado continuo 7. Luego la estimacion de fi resulta ser una funcién
continua.

Anilisis  Con el objetivo de analizar las propiedades del algoritmo (3.28),
se toma la derivada temporal de las expresiones (3.4), (3.5) y (3.6). La
dindmica del error queda descripta por:

ary, + BT — aMs|p| Y2 sign(p), (3.29)
T, (3.30)
o = d(ry)/dt — Mysign (P), (3.31)

8 3
I I
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con 1y, 2 Ty — Ty

Para analizar la convergencia en tiempo finito de la variable p, un méto-
do consiste en analizar el peor caso de las trayectorias en el plano (p, D)
[104, 112]. Otro enfoque maés flexible, basado en funciones de Lyapunov,
consiste en considerar el sistema (3.29)-(3.31) como la dindmica de error en
un algoritmo derivador de segundo orden sujeto a perturbaciones. Con el
cambio de variable e; = p/a 'y ey = 7, se tiene la forma estdndar

é1=p(t) +ex— k2|61|1/23ign(61), (3.32a)
éy = pa(t) — kysign (eq), (3.32b)

con (ki, ky) = (My,a?M,) y donde las perturbaciones que afectan al sis-
tema son

pi(t) = gi (3.33a)
palt) = ). (3.33h)

Una funcién de Lyapunov cuadratica estricta para la expresién (3.32) fue
presentada por primera vez en [99]. A partir de ese desarrollo se introdu-
jeron generalizaciones del algoritmo para rechazar diferentes tipos de per-
turbaciones en la dinamica de las variables e; y es. Para el caso en que las
perturbaciones tienen cotas absolutas de la forma |py (t)| < 7y y |p2(t)| < Do,
pueden encontrarse parametros ki y ko que garanticen la convergencia uni-
forme de trayectorias acotadas al entorno de e; = ¢; = 0 en tiempo finito.
Una condicién suficiente para este tipo de estabilidad fue presentada en
[113] (Teo. 4.3, pag. 123)). Sea P una matriz simétrica definida positiva tal
que V = €T P¢ es funcién de Lyapunov para el sistema (3.32) sin perturba-
ciones (donde &” = (]e1|"?sign(e1) e2) es el cambio de variable aplicado).
Una condicién suficiente para que las trayectorias converjan al entorno del
origen, valida para un valor arbitrario p; > 0, es que p, sea lo suficientemen-
A naa(P)
En este resultado P y Q son matrices simétricas definidas positivas que
satisfacen la ecuacion de Lyapunov

te pequeno. Mas precisamente las trayectorias convergen si p, <

ATP + PA = -Q, (3.34)
—ky 1 .
con A = 5ol Dado que A puede reescribirse como A = Ag — KC
—k1
con Ay = 8 (1) KT = [k:2 k:l] y C = [1 O], la ecuacién (3.34) puede

expresarse como

AP+ PA)-C"K"P-PKC +Q=0. (3.35)
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La ventaja de la expresion (3.35) es que es lineal en las variables de decisién
P, PK. Luego el problema consiste en encontrar matrices simétricas defi-
nidas positivas P y Q y un vector de ganancias K sujeto a la restriccién
anterior. Este problema puede resolverse analiticamente o pueden aplicarse
algoritmos numéricos muy eficientes que brindan la posibilidad de anadir
restricciones adicionales sobre las matrices a encontrar.

Una particularidad del sistema (3.32) es que si bien la perturbacién p;
no puede acotarse con |e;|, esta converge a cero al alcanzarse la superficie
de modo deslizante. Para ver esto nétese que una vez alcanzada la superficie
p = 0, combinando (3.29) y (3.30) con la condicién de invariancia (3.21), se
tiene

0 = a7 + A7, (3.36)
y de este modo
4 B
= ——Z. 3.37
T e (3.37)

Luego, el error de estimacion en biomasa converge con dinamica de primer
orden. Ademads, r, converge con la misma dinamica.

3.2.3. Extensién al caso de proceso alimentado

En el caso de que el cultivo sea semi-continuo o continuo, el modelo del
proceso resulta

T = u(s)r — Dz, (3.38)

5= —yl 1)z + D(Sim — 5), (3.39)
z/s

p = ap(s)z + Bz — Dp, (3.40)

con D = F,/v > 0.
Bajo la hipdtesis de que la entrada aplicada (dilucién) es conocida, el
observador (3.28) puede modificarse para incluir el término de dilucién

T =7, — D3, (3.41a)
p=al(f+u)+ 7 — Dp, (3.41b)
fy = Mysign (D) , (3.41c)
uy = My |p|Y2sign (P) . (3.41d)

Analizando la dinamica de las variables de error se encuentra que

].3’ = ar, + T — aM2|ﬁ|1/23ign(]3), (3.42)
¥ =7, - Di, (3.43)
7 = p(t) — M sign (p) . (3.44)
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Dado que la dilucién es no negativa, en los casos semi-continuo y continuo
existe una mejora de la convergencia del error de estimacién en biomasa
(véase expresion (3.30)). De hecho, combinando (3.42) y (3.43) con la res-
tricciéon de modo deslizante (3.21), la dindmica del error en la estimacién

de biomasa resulta
¥=— (é + D) 7. (3.45)
«Q
3.2.4. Cotas de error ante incertidumbre en los parame-
tros

Los resultados anteriores se obtuvieron para el caso nominal, es decir,
cuando los parametros @ y 8 son conocidos. En esta seccion se analiza el
efecto de errores constantes en estos parametros, los cuales se definen de la
siguiente manera

Qops = 100, (346&)
Bobs = a2/5, (3.46D)

donde aps, Bops son los parametros del observador y aq,as son coeficientes
que miden el desajuste. Para el observador de segundo orden, que provee
estimaciones continuas de p, la dindmica de 7 resulta en

af + B% + ol — ay)z + B(1 — ag)Z =0, (3.47)
de la cual resulta
= —éagi + é(ag — Dz + (a1 — 1)1y, (3.48)
«Q «a

Claramente en el caso nominal (es decir cuando a; = ay = 1), la expresién
(3.48) se reduce a la expresion (3.37). A partir de (3.48) y tal como se
esperaba, el error de estimacién en la biomasa ingresa en tiempo finito a
una bola centrada en el origen, la cual puede definirse como

FeB (g(az —lz+ (@ - 1)7"7) . (3.49)

B
En un cultivo por lote con m, ~ 0, el valor  puede determinarse facilmente
con la expresion de balance estequiométrico

T = x9+ yz‘/sSOa (350)

donde Sy es la concentracion de sustrato inicial. Esta tltima expresién pro-
viene del balance estequiométrico Az =Y, /,As. El caso alimentado, donde
D(t) > 0, puede tratarse de forma andloga considerando cotas sobre el valor
de dilucioén.

En la siguiente seccion se evaltia el observador propuesto en un proceso
por lote de fotofermentacion.
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3.3. Aplicacién en un proceso de produccién

de hidrégeno bioldégico

3.3.1. Descripcién del proceso

La fotofermentacion del hidrégeno es un proceso de produccion llevado a
cabo por un tipo de bacterias fotosintéticas denominado bacterias parpuras
no del azufre.! En condiciones anaerobias estas bacterias son capaces de
utilizar acidos organicos simples como donante de electrones. Entre esos
sustratos se encuentran productos de fermentacién comun tales como lactato
y acetato. Luego, si existe limitacién de nitrégeno en el medio, los electrones
disponibles pueden ser utilizados por la enzima nitrogenasa para generar
hidrégeno [114].

Una de las principales ventajas de la fotofermentacion es el alto rendi-
miento de conversion de los acidos organicos y el hecho de que la conversion
del sustrato es completa. La utilizaciéon de la enzima nitrogenasa tiene la
ventaja de una menor inhibicién con el oxigeno. Ademas estas bacterias
tienen habilidad de fotofermentar con un amplio espectro de luz y, dado
que consumen acidos organicos, brindan la posibilidad de utilizarlas para el
tratamiento de residuos.

Si bien la fotofermentacion es un método de produccién muy prome-
tedor, estos procesos se ven afectados por muchos factores, entre ellos: la
concentracion y el tipo de sustrato, la relaciéon carbono-nitrégeno, inten-
sidad de la luz, las condiciones fisiol6gicas, el pH, la temperatura [115].
Las variables ambientales pueden ser controlados para asegurar condiciones
de cultivo 6ptimas. Sin embargo, las variables bioquimicas son mucho mas
dificiles de controlar, ya que rara vez son accesibles en linea.

Con el objetivo de hacer una contribucién hacia un proceso de pro-
duccion de biohidrégeno rentable, es esencial aplicar estrategias de control
avanzadas que puedan optimizar el proceso y mejorar las tasas de produc-
cion. Dado que las estrategias de lazo cerrado requieren informacién en
linea, la implementacién de observadores para la estimacion de las variables
no accesibles resulta crucial. Las posibles aplicaciones de un observador de
biomasa y tasa de crecimiento para este proceso incluyen conocer el estado
de crecimiento de las bacterias (es decir, determinar si ocurre el crecimiento
exponencial o no) y monitorear el valor de biomasa alcanzado con el objetivo
de determinar en linea el rendimiento del proceso. En [116], se presenté un
observador asintotico basado en la medicién de biogas con aplicaciéon en un
digestor anaerobico continuo. Las estimaciones se utilizaron para la imple-
mentacién de un controlador predictivo basado en modelo. Un estimador de

La denominacién pirpura se debe al color ptirpura, rojo o incluso anaranjado, que
poseen estas bacterias debido a los pigmentos que contienen. Esos pigmentos son los que
le permiten realizar fotosintesis para obtener energia. Las bacterias denominadas “no del
azufre” no pueden utilizar este compuesto como donante de electrones.
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estados de horizonte mdévil para un cultivo por lote de Rhodobacter capsu-
latus fue desarrollado en [117]. En ese trabajo se estiman concentraciones
de biomasa y sustrato a partir de la mediciéon de biohidrégeno pero no se
proporciona ninguna estimacién robusta de la tasa de crecimiento.

3.3.2. Modelo del proceso de fotofermentacién

El siguiente modelo representa el proceso de fotofermentaciéon por lotes
con la bacteria R. capsulatus, en condiciones anaerdbicas [118]. A partir del
balance de masas (descripto en la seccién 2.1.3), la variacién de biomasa,
sustrato e hidrégeno puede describirse con las expresiones

T = pu(s)x (3.51a)
s = - p(s)e, (3.51b)
Yz/s
p = au(s)r + Bz, (3.51c¢)
s
:U’(S) = ,U’maavs + ks (351d)

donde x es la concentracion de bacterias, s la concentracion de acidos orgéni-
cos (g/L) y p el biohidrégeno producido (mL). y,/s es el rendimiento sustra-
to a biomasa y «a, (5 los coeficientes del modelo de Luedeking-Piret (seccién
2.1.5). El hidrégeno se produce en presencia de luz y el efecto de la in-
tensidad de luz aplicada (I,) se considera en el término de formacién de
hidrégeno asociado al crecimiento

1

" (1,), (3.52)

o =

donde y, es el rendimiento correspondiente y ¢(-) es una funcién determi-
nada experimentalmente [118].

El objetivo es obtener estimaciones de u(t) y x(t) utilizando inicamente
mediciones de biohidrégeno y sin asumir un modelo explicito para pu(-). Si se
logra este objetivo, se eliminara una fuente de incertidumbre. El problema
a tratar se restringe con las siguientes suposiciones:

Suposicion 3.1 Se dispone de medicion del biohidrogeno producido.
Suposicion 3.2 Se conocen los pardmetros o y 3.

Para la medicion del producto se aprovecha el hecho de que el hidrégeno
gaseoso escapa de la fase liquida y puede ser recuperado de la fase gaseo-
sa. Se han reportado dispositivos que permiten la medicién del hidrégeno
producido en procesos de fotofermentacién [117]. La suposicién 3.2 asume
la disponibilidad de los parametros @ y § para una dada intensidad de luz
I,. En la seccién 2.1.5 se comentd brevemente que existe un procedimiento
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Tabla 3.1: Valores utilizados en (3.51a)-(3.51d) para fotofermentacién por
lotes de R. capsulatus [117].

Pardmetro  Valor
Hmaz 0 74 hil

ks 10 g/L
Yz /s 0a7 g/g
Yp 1g/L
@ )
15} 16

5

5
10

S(g/L) 15 10 .I’(g/L)

Figura 3.1: Evaluacién de la condicién (3.53) para el proceso con cinética
Monod.

para determinar los coeficientes de la expresion (3.51c) basado en graficar
rp/x en funcién de p. De todas maneras, como la incertidumbre en estos
parametros es una fuente de error en la estimacion, se analizara la robustez
del observador a estas incertidumbres.

La Tabla 3.1 presenta los valores utilizados en el modelo (3.51a)-(3.51d),
los cuales fueron tomados de [117, 118].

Analisis de observabilidad aplicado al proceso de fotofermentacion

La Figura 3.1 muestra la evaluacion de la siguiente condicién algebraica

o ax [ Ou 2 apx 0%

2 9 2\ 91 _ At T it

(au +2aﬁ,u+ﬁ)as+(oéu 5)%/8 (63) (ap+p) Yu/a 052 # 0.
(3.53)
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la cual fue obtenida evaluando el rango de la denominada codistribucién de
observabilidad [119]. Esta expresién fue determinada evaluando la indepen-
dencia lineal de los covectores formados por el diferencial de la concentracion
de producto y sus sucesivas derivadas temporales (ver detalles en el Apéndi-
ce A.2). En la Figura 3.1 se presenta la evaluacién numérica en la regién
[0, So] x [z, x¢], con Sy =15 g/L, x; = 0,1 g/L, ¢ = 10 g/L y los pardme-
tros del proceso presentados en la Tabla 3.1. Puede apreciarse que para el
caso en estudio la expresién (3.53) no se anula en la region considerada.
En particular, en la evolucion temporal tipica de un cultivo por lotes la
condicién inicial es de una concentracién de biomasa pequena con una con-
centracién grande de sustrato. El final del proceso ocurre cuando el sustrato
se agota y donde se espera obtener una concentraciéon de biomasa mayor. El
resultado obtenido en la Figura 3.1 permite concluir que es factible distin-
guir la biomasa y el sustrato a partir de la salida (biohidrégeno) y sus dos
primeras derivadas temporales. Notese que estamos enfocados en observar
la biomasa y una funcién del sustrato () en lugar de la concentracién de
sustrato en si. La observabilidad local de u es equivalente a la observabilidad
del sustrato dado que, por ser la tasa de crecimiento una funcién mondtona,
existe una relacion algebraica uno a uno entre estas variables.

3.3.3. Diseno del observador de segundo orden

El observador de segundo orden fue configurado resolviendo la expresién
. 2 0 . 1,5 —1

(3.35). Para la matriz Q = (O 2), una solucién es P = (_1 1 5) y
k1 = 2,6, ko = 2,4. Con estas matrices P y Q se garantiza convergencia, en
el sentido de trayectorias acotadas que convergen a un entorno en tiempo
finito, ante perturbaciones que satisfagan |ps| = |7;| < 0,2. Cabe destacar
que, de acuerdo a las curvas tipicas de un cultivo por lote, se espera que 7,
se incremente lentamente en las primeras horas del proceso.

Resultados

El desempeno del observador de segundo orden se evalta en tres esce-
narios. En primer lugar, el algoritmo se prueba con el modelo nominal es
decir, cuando se conocen los parametros de la cinética de biohidrégeno. A
continuacién, se realiza una evaluaciéon ante ruido en la medicién. Final-
mente, el observador es evaluado ante errores de + 10 % en los coeficientes
de formacién de biohidrégeno asociado y no asociado al crecimiento.

Las condiciones iniciales tanto del cultivo por lote como las utilizadas en
el observador se presentan en la Tabla 3.2. La duracién de la fermentacién se
consideré 25 horas. Cabe destacar que en el observador es razonable utilizar
la primer muestra adquirida como condicién inicial del estado p, es decir

]30 = Po-
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Tabla 3.2: Condiciones iniciales utilizadas.

Proceso Observador
rg=0,13g/L  Zop=1g/L
so=1257 g/L 71, =0h"!
po = 0 mL Po = po mL

Resultados obtenidos en condicién nominal La Figura 3.2 presenta
las estimaciones obtenidas y los estados propios del observador de segundo
orden. Puede apreciarse la rapida convergencia a la superficie de conmu-
tacion y que se establece el régimen deslizante en Tsy; = 1,2 h. En este
observador se estiman 7, y x con funciones continuas. En el grafico superior
se observa que, una vez alcanzada la superficie de conmutacién, el error en
la estimacién de biomasa evoluciona con la dindmica impuesta por (3.37)
donde la constante de tiempo involucrada resulta 7 = o/ ~ 0,3 h. Cabe
destacar que este valor es mucho menor a la duraciéon de una fermentacion
tipica. También se aprecia la convergencia de la tasa de crecimiento, don-
de la reduccién del valor de i hacia el final del cultivo puede atribuirse al
agotamiento del sustrato.

Resultados obtenidos con ruido en la medicién La Figura 3.3 pre-
senta los resultados ante ruido gaussiano aditivo y multiplicativo (0,1 %)
con media nula y o = 2,5 mL en la senal de biohidrégeno. Puede apreciarse
que en las estimaciones de x(t) se obtuvo una respuesta aceptable mientras
que la estimacién de p resulté mas afectada. Notese que el efecto del ruido
sobre el estado 7, resulté apréoximadamente de la misma amplitud durante
todo el proceso. Luego, la gran variacién obtenida en ji durante la primera
mitad de la fermentacién puede atribuirse a la baja concentracion de bioma-
sa que hubo durante las primeras horas. De hecho, el efecto del ruido sobre

[ = 7,/ se redujo sustancialmente con el aumento de la concentracién de
biomasa.

Desempeno ante incertidumbre en el modelo A partir del desarro-
llo presentado en la seccién 3.2.4, se consideran errores de + 10% en los
coeficientes a y 3.

En primer lugar se analiza el efecto de un error o = o + 10% con
Bops = (. En este caso, las cotas de error en ¥ calculadas con la expresién
(3.49), para7, =1 g/L/hy f/a = 16/5, resultan + 0,03 g/L. La respuesta
temporal de las seniales de error pueden verse en la Figura 3.4. Se aprecia
que los errores en ambas estimaciones son pequenos. De hecho, el error en
estimacion de biomasa resulté dentro de la cota calculada mientras que el
error en p resulta, a los fines practicos, despreciable (por debajo de 0,01

L1,



56 CAPITULO 3. ESTIMACION DE TASA DE CRECIMIENTO ...

10 T T T T
8 2e-3
_ 6 =0
= IS
8 4r
oL -4e-3
0
0
0.4
0.3 E
N
—~ 02 B T
=
3
0.1r E
O 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

10 15 20 25
tiempo (h)

Figura 3.2: Resultados obtenidos con el observador de segundo orden (3.28).
Arriba: biomasa (linea negra), y biomasa estimada (linea roja). Centro:
tasa de crecimiento i (linea negra) y senal estimada f (linea roja). Abajo:
distancia a la superficie de conmutacion p = 0.

Ahora se considera el error en By = 5+ 10 % mientras que o = «.
Recuérdese que el error en 3 afecta al término proporcional de la biomasa
en la tasa de formacién de producto (ec. (3.51c¢)). Por lo tanto, su influencia
aumenta con la concentracion de biomasa. Utilizando la expresion (3.49), los
limites de error de concentracién de biomasa son [—1; 0,81] g/L. Teniendo
en cuenta que la concentraciéon de biomasa final en la Figura 3.2 es de
aproximadamente 9 g/L, se tiene que el error obtenido al final del cultivo
es de aproximadamente 10%. Es decir, del mismo orden de error en f.
La Figura 3.5 muestra los errores de estimacién obtenidos en este caso. Se
aprecia que la estimacion de la biomasa permanece dentro de los limites
calculados mientras que el error en la estimacion de p es despreciable como
en el caso anterior.
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Figura 3.3: Resultados obtenidos con el observador de segundo orden (3.28)
ante ruido en la medicién de biohidrégeno: valores reales (linea negra) y
valores estimados (linea roja).
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Figura 3.4: Errores obtenidos en caso de incertidumbre en «: +10% (linea

a trazos roja) y —10 % (linea azul).
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Figura 3.5: Errores obtenidos en caso de incertidumbre en 8: +10% (linea
a trazos roja) y —10 % (linea azul).
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3.4. Resumen del capitulo

En este capitulo se disenaron observadores para procesos con cinética de
formacion de producto tipo Luedeking-Piret. Se presentaron dos algoritmos
para estimacion de biomasa y su tasa de crecimiento basados en técnicas
de modo deslizante de primer y segundo orden. Las principales ventajas de
estos algoritmos incluyen robustez respecto del modelo de p, y el hecho de
que exhiben dindmica reducida en el error de estimacion. En particular, la
convergencia de la estimacion de biomasa presenta dinamica de primer or-
den. Como ejemplo de aplicacion se presento la generacién de hidrégeno con
bacterias fotosintéticas a partir de acidos érganicos. Estos sustratos pueden
provenir de una etapa de fermentacién anterior lo que brinda la posibilidad
de realizar tratamiento de residuos. Si bien la dindmica de convergencia en
modo deslizante resulta dependiente de parametros del proceso, en el caso
de estudio la constante de tiempo resulté mucho menor respecto de la du-
raciéon de una fermentacion tipica. La incertidumbre en las constantes del
modelo de Luedeking-Piret da lugar a errores acotados en la estimaciéon de
biomasa y a errores despreciables en la estimaciéon de p.
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Capitulo 4

Estimacion de multiples tasas
de reaccion basada en medicion
de concentraciones de
sustancias

En este capitulo se pretende disenar un observador de multiples tasas
especificas de reaccion utilizando técnicas de modo deslizante de segundo
orden. Desde el punto de vista de control de bioprocesos, el objetivo es el
mismo que en el capitulo anterior: anadir informacién sobre la actividad
de los microorganismos con el fin de aumentar las senales disponibles en
linea para control de lazo cerrado y monitoreo del proceso productivo. Por
lo tanto, el observador propuesto aqui se aplica para estimar un conjunto
de [ tasas especificas tanto sean de produccion como de consumo sobre la
base de [ mediciones en linea de variables relacionadas.

Dado que el objetivo es estimar variables que se encuentran en la de-
rivada temporal de los estados (concentraciones), no sélo se requiere un
algoritmo derivador robusto sino que se requiere un algoritmo capaz de tra-
tar con funciones variantes en el tiempo, las cuales aparecen multiplicando a
la senal que se desea estimar. Por ejemplo, supongamos que se desea estimar
/4 en un proceso por lotes a partir de la mediciéon de biomasa. En este caso
se requiere un derivador capaz de obtener p de la expresion r = r, = ux.
Los algoritmos clasicos, como los derivadores descriptos en la seccién 2.4.1
y los observadores presentados en el capitulo anterior, no incorporan esas
funciones dentro de la estructura del algoritmo. De este modo, las cotas
requeridas sobre las funciones involucradas podrian resultar elevadas y en
algunos casos dificiles de acotar. Por estas razones es conveniente intentar
incorporar esas funciones que multiplican a la variable a estimar en la es-
tructura del observador. En un caso mas general, las tasas de formacion
y consumo de las diferentes sustancias aparecen multiplicadas por la bio-
masa y otras funciones que pueden ser concentraciones de especies en la

61



62 CAPITULO 4. ESTIMACION DE MULTIPLES TASAS...

dinamica de las variables medidas. Obtener un algoritmo de estimacion que
incorpore esas funciones en su estructura requiere modificaciones, tanto en
la estructura del observador como en la proposiciéon de las condiciones de
estabilidad.

El problema de incorporar la concentracion de biomasa en la estructura
del observador ya ha sido tratado en trabajos donde se estima la tasa de
crecimiento (ver por ejemplo [109]). Sin embargo, en un caso méas general, la
biomasa y otras sustancias multiplican a las funciones a estimar. El objetivo
de este capitulo es incorporar esas variables en el diseno del observador, lo
cual requiere también su incorporacién en el analisis de estabilidad. En
particular se considera el rango de variacién de esas senales para el diseno
del algoritmo de estimacién. La principal diferencia con otras propuestas de
tiempo continuo es que las estimaciones se obtienen en tiempo finito. Asi,
a partir de un cierto instante de tiempo, el observador no anade dinamica
adicional. Ademds, a diferencia de las propuestas por modo deslizante de
primer orden, las estimaciones resultantes son suaves. En consecuencia, no
se requeririan elementos de filtrado adicionales en posibles lazos cerrados.
También es de esperar robustez en las estimaciones dado que no se requiere
un modelo de las variables a estimar. De esta manera, el aporte principal de
este capitulo es el algoritmo por modo deslizante de segundo orden descripto
en la Proposicién 4.1, el cual posee propiedades de convergencia en tiempo
finito y robustez respecto del modelo de las tasas a estimar.

4.1. Descripcion del problema

De acuerdo a lo descripto en la expresién (2.41), el modelo general de un
cultivo en biorreactor agitado puede describirse con la siguiente expresion
general

& = Kr(¢,t) — D(E() + F(t) — Q(€), (4.1)

donde £(t) € R’} es el vector de estados, K es una matriz de coeficientes
de dimensién (n x m), r(-) € R™ el vector de tasas de reaccién, D(t) € R,
la dilucién, F'(t) € R? contiene el flujo de entrada para cada estado y
Q(&) € R el término que describe el intercambio con la fase gaseosa.

La expresion (4.1) describe la dindmica de las sustancias (bio)quimicas
en el cultivo, las cuales evolucionan con m tasas de reaccién r(&, t). Dado que
las reacciones solo pueden ocurrir en presencia de un conjunto de reactantes,
ri(+) es cero siempre que la concentracién de uno de los reactantes requeridos
sea cero. De este modo, las reacciones involucradas pueden ser factorizadas
de la forma r;(§,1) = «i(§,1)[[;cz & donde a;(:) resulta en general una
funcion no lineal de los estados y J; es el conjunto que indica los reactantes
requeridos para la reaccién i [34]. En forma matricial, esta factorizacién
resulta

r(€1) = G(& t)a(§, 1), (4.2)
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donde G(€,t) es una matriz diagonal dependiente de los estados de dimen-
sién (m x m).

Los «;(-) definidos en (4.2) se denominan tasas de reaccién especificas
por unidad de cada reactivo. También pueden considerarse por unidad de
biomasa y en ese caso se obtiene la definicién (2.10). Estas funciones no
lineales y variantes en el tiempo proporcionan informacién importante sobre
el proceso (por ejemplo, tasa de crecimiento microbiana, tasa especifica
de consumo de oxigeno, la tasa especifica de produccién de metabolitos),
pero el modelizado y la correspondiente identificaciéon de los parametros
involucrados puede ser una tarea extremadamente dificil. Con el objetivo de
anadir informacién sobre el proceso (posiblemente para aplicarlo en control
de lazo cerrado), se presenta un observador para las tasas especificas de
reaccion. En particular, el objetivo es obtener un observador robusto de un
conjunto formado por [ tasas especificas oy (t) = [ai(t), ..., o (t)]T. Para
esto se considera que se tienen disponibles [ mediciones de &(t), las cuales

son representadas en un vector z, es decir z(t) = [&(¢), ..., & (t)]T. Sean
K, y Gi(+) las submatrices de K y G(-) correspondientes a la dindmica de
z mientras que F; y @, denotan los vectores correspondientes de F'y Q
respectivamente.

Para el desarrollo del observador, se asumen las siguientes condiciones:

Suposicion 4.1 Las variables de estado son positivas y acotadas.
Suposicién 4.2 La matriz Gy y los vectores F; y Q, estdn disponibles.

Suposiciéon 4.3 Se conoce una cota p; > 0 para la derivada temporal de
cada o;.

Suposicion 4.4 La matriz K; es invertible.

Suposiciéon 4.5 Se conocen dos matrices diagonales G1, G4 tal que
0< G < Gl() < Go.

En primer lugar, la suposiciéon 4.1 se cumple ya que las variables de es-
tado son concentraciones de sustancias o cantidades con sentido fisico. La
suposicién 4.2 es comun en el disenio de observadores y se refiere a la disponi-
bilidad de mediciones en linea [67]. Cabe destacar que en muchos procesos
puede asumirse Q; = 0. La suposicion 4.3 requiere disponer de una cota
para la derivada temporal de cada variable a estimar. Estas cotas pueden
determinarse a partir de conocimiento practico del cultivo a monitorear o
analizando las expresiones involucradas segiin el modo de operacién [109].
La suposicion 4.4 asegura que [ tasas especificas pueden ser estimadas de las
[ variables disponibles en linea. De otro modo, el vector de datos medidos
podria ser explicado con una cantidad menor de reacciones [120]. A partir
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de la expresion (4.2) se tiene que los elementos que conforman la matriz dia-
gonal G son productos de variables de estado, los cuales resultan positivos
y acotados debido a la suposicion 4.1. En el caso que uno de los reactantes
requeridos para una reaccién se agote, al menos una de las reacciones no
ocurrira. En ese caso, la estimacién de [ tasas no tiene sentido y el problema
a considerar es la estimacién de una cantidad menor a [. En la suposicién
4.5, los elementos que conforman las matrices G; y G2 deben ser seleccio-
nados por el disenador, basandose en conocimiento acerca del cultivo a ser
monitoreado. En particular, deben seleccionarse cotas superiores e inferiores
para los productos de estados que aparecen en la matriz G;. Con el objetivo
de ilustrar las diferentes descomposiciones que pueden resultar en a(-) y G,
se presenta un ejemplo con las tasas volumétricas de formacion de biomasa
y consumo de sustrato. Suponiendo que se tiene las reacciones

r() = (53;) . (4.3)

Cuando la factorizacion (4.2) se considera por unidad de biomasa se obtiene

Ga() = (g 2) (5) (4.4)

En este caso, las matrices G; y G2 de la Suposiciéon 4.5 son cotas en la
excursion de la concentracion de biomasa. Si en cambio se desea estimar las
tasas «; por unidad de biomasa y de sustrato podria considerarse [67]

o= (5 2)(2)

donde ahora las matrices G; y G2 acotan al producto zs.

A partir de la discusion previa se considera el siguiente subsistema

z ZKZGZ(')al(g,t) —Dz—I—Fl _Ql7 (46)
Q= Rp(t)a (47)

donde a(t) es el vector de las [ tasas especificas a estimar y R = diag{p;} la
matriz que contiene las cotas de las derivadas temporales. Nétese que p(t) es
un vector de [ funciones desconocidas para las cuales se tiene ||p(t)]],, < 1.
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4.2. Algoritmo por Modo Deslizante de se-
gundo orden

Con el objetivo de introducir un observador por modo deslizante de
segundo orden, se considera la siguiente notacion

G, = (G1 + Gy)/2, (4.8a)
AG = (G, — GY)/2, (4.8D)
i =|a,'aq] (4.8¢)
Gi(-) = G;'Gi(-), (4.8d)

donde -], es la norma matricial inducida correspondiente. A partir de las
definiciones y con las suposiciones introducidas para K;, G, y R, puede ver-
se facilmente que la matriz K;G,R es no singular. Para definir la superficie
de modo deslizante, se considera el vector auxiliar o definido por

o= (KlGoR)_l(z - 2)7 (49)
donde Z es la estimacién de z. Se definen SIGN(-): R — R!, ABS(-):
R! — R como extensiones de las funciones escalares sign(-) y | -|, respec-
tivamente:

SIGN (o) = col(sign(o;)), (4.10)

ABS(o) = diag{|oi|}. (4.11)

A partir de la expresién (4.9), se tiene que si existe un 7% > 0 tal que
o = 0 para todo t > T™, es decir si se logra que el sistema evolucione
sobre la superficie de modo deslizante definida por o(z) = 0, entonces se
obtiene Z(t) = z(t). Cuando esto ocurre, el estado estimado copia al estado
medido. Como consecuencia de esta observacién, es de interés obtener un
sistema dindmico que logre que la variable definida en (4.9) se anule en
tiempo finito.

Proposicién 4.1 (Resultado principal) El sistema definido por

z = K, (G)(")Ru, + 2k;GoRus) — Dz + F, — Q,, (4.12a)
@ =k SIGN (o), (4.12b)
uy = (ABS(0))"? SIGN (o), (4.12¢)
a = Ru,, (4.12d)

es un observador por modo deslizante de sequndo orden de (4.6)-(4.7). Ewis-
ten parametros k1 > 1 y ko > 0 para los cuales se obtiene convergencia en
tiempo finito de las tasas especificas, es decir la condicion a(t) = oy(t)
VYt > T* se alcanza para cierto T* > 0.
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Para demostrar la propuesta anterior, a partir de & = a;—a, la dindmica
del error estd dada por (o, a@):

&=R" (él(-)& - 2k2Ru2) , (4.13)
& = R (p(t) — k1 SIGN (). (4.14)

Aplicando el cambio de coordenadas (x1,2) = (Rus, &) al sistema (4.12)
resulta

@ = R(ABS ()" <—k2w1 + é;(')a;2> : (4.15)

donde se utilizaron las expresiones (ver ec. (4.12c))

SIGN(x1) = SIGN (o),
ABS(xy) = R(ABS(o))Y2.

Ahora, dada la i-ésima tasa especifica se puede armar un vector ¢, con la

i-ésima componente de x; y @y (es decir {, = [9€1i xzi]T). La ecuacién
diferencial correspondiente es
o Pi —ks él(“)/Q) Pi A
i = . b i = t ') 417
0 ity 8% 6= fAwes

donde Cv}’l (i,i) €8 la componente (i,1) de la matriz él. Ademas, considerando
que

Gl() S {GO + AGUl}, (418)

se tiene

G()=G;'G e {I, + G;'AGU )}, (4.19)

donde I; es la matriz identidad de dimension [ y U; es un matriz diagonal de
(I x 1) con |U||, < 1. Considerando la expresién anterior puede mostrarse
que las matrices A(t) definidas en (4.17) pertenecen al conjunto A definido
por

AzcoUAi, i=1,...,4

A—| R 5(1+0w) (4.20)
! —(kl — Ui) 0 ’
w={-1,-1,1,1}, v={-1,1,-1,1}.

Con el objetivo de demostrar la convergencia en tiempo finito de las coor-

denadas ¢, se propone la funcién de Lyapunov comun V(¢;) = >, ¢rpe,.

)

Utilizando (4.17), la derivada temporal de V (¢) resulta en

ZOEDY %C? (AT()P + PA(1)) ¢, (4.21)
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El requerimiento es encontrar una matriz P > 0 tal que V(t) < 0 sobre
todas las soluciones de (4.17). Para esto se considera la siguiente proposicion.

Proposicion 4.2 Dada la inclusion diferencial politopica
{=A®)C, At)eA (4.22)

con A definido en (4.20). Para cada ky > 1 y 0 < 0 < 1 pueden encontrarse
valores positivos de ko tal que la expresion (4.22) es cuadrdticamente estable
para toda A(t) € A.

La estabilidad del sistema (4.22) fue probada en [100] para el caso en
que 6 = 0 con la funcién de Lyapunov V(¢) = ¢* P¢. La Proposicién 4.2
es una extensién para considerar el caso 0 > 0. La diferencial principal a
la hora de obtener la solucién numérica consiste en el requerimiento de una
grilla que cubra los valores de (ki,d) en lugar de sélo k. Esto es requerido
para incluir a todos los sistemas descriptos con la expresién (4.22).

La inclusién diferencial politopica se dice cuadraticamente estable si exis-
te una funcién V(z) = 27 Pz, P > 0 tal que su valor decrece sobre cualquier
trayectoria no nula de (4.22).

Dado que V(z) = 2" (AT(t)P + PA(t))z, una condicién necesaria y
suficiente para estabilidad cuadratica es

P >0,
ATH)P + PA(t) <0 VYA(t)e A.
Esta condicion es equivalente a determinar si existe una matriz de Lyapunov

P comun a todos los vértices del politopo A, es decir tal que verifique las
siguientes restricciones

F rel 4.24
1 Q,2-(ATP+PA) >0’ 124)

(4.23)

parat=1...4.
Ahora las matrices Ay, Ay, As v Ay se reescriben en una forma més
conveniente:

A; = kA + A7, (4.25)
donde )
—1 0
AO - I O O ] )
. 0 S(1+46) |
A=l -y 0|
. | 0 S(1+46) |
Al = b+ 1) 0o | (4.26)
. | 0 $(1—=46) |
A= - 0|
. | 0 2(1-9)
A=l ey 0
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Figura 4.1: Valores minimos de ky vs. k; para los cuales el sistema (4.22) es
estable.

La existencia de una matriz P para cualquier k; > 1y 0 < < 1 puede
determinarse analizando la factibilidad del siguiente problema de autovalo-
res generalizado (GEVP) en Py ks [121]:

min ko

st. ky>0, P>0, F* (4.27)

con

F = {(A P+ PA) + (AJP + PA) <0}, (428)

parat=1...4.

El problema de autovalores generalizados es un problema cuasi-convexo.
En este caso, se puede resolver aplicando un algoritmo de biseccién en ko y
determinando si es factible la desigualdad matricial lineal (LMI) resultante.
Para esto, se hace una grilla que cubra los valores de k; y 6 deseados y
se resuelven las LMI. En este caso se utilizé el software YALMIP [122].
La Figura 4.1 muestra el conjunto de valores de k; y ko para los cuales el
problema LMI es factible parametrizado con los valores de §. Es decir, dado
un valor ¢, para todos los puntos por encima de la curva correspondiente,
la expresién (4.22) es cuadrdticamente estable.

Luego, los valores para k; y ko para la Proposicién 4.1 se obtienen de
la aplicacién de la Proposicion 4.2. Esto se realiza de la siguiente manera:
dado un k; > 1 y cierto valor de 9, se selecciona el valor de ko tal que la
expresion (4.22) sea estable. Dado que 0 es el méximo elemento de la matriz
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HG’;lAG’ , este valor es de utilidad para obtener V(t) < 0 para todas las
tasas de reaccion.

Finalmente, para dos valores factibles k; y ks, el sistema alcanza un
entorno de la superficie de deslizamiento y de este modo se establece el
régimen deslizante. A partir de ese momento, debido a la condicién de inva-
riancia se tiene (o = 0) [103]. Como resultado, para cierto tiempo finito 7%,
Z(t) = z(t) Vt > T*. Igualando las expresiones (4.6) y (4.12a), se obtiene
a(t) = oy(&,t). Notese en la expresion (4.12¢) que cuando el sistema se
encuentra restringido a la dindmica impuesta por o = 0, la matriz ABS(o)
es la matriz nula, y de este modo uy = 0.

4.3. Resultados experimentales

Como ejemplo de aplicacion del observador, se estiman la tasa especifica
de crecimiento y la tasa neta de produccién de etanol de una cepa de S.
cerevisiae cultivada en modo continuo. La propuesta fue evaluada bajo dos
escenarios diferentes. En primer lugar, el observador fue probado en condi-
ciéon de funcionamiento normal y en el segundo caso fue evaluado ante dos
fallas tipicas del sensor, las cuales fueron generadas digitalmente.

Se dispone de mediciones en linea de la concentracion de biomasa (x) y
la concentracién de etanol (e). La biomasa se midi6 con un sensor basado en
medicién de densidad éptica [123]. Las muestras del sensor obtenidas cada
12 seg. se filtraron en una ventana temporal de 120 seg. Por otro lado, la
concentracion de etanol se midi6é con un sensor comercial (Raven Biotech)
con tiempo de muestreo de 120 seg. Cabe destacar que estos tiempos de
muestreo son mucho menores a la dindmica del proceso. El volumen de
operacion del biorreactor es de 3 litros y la fermentacion se extendié por
casi 94 horas. Durante las primeras 23 horas, se operé en modo por lote.
Luego se aplicé el perfil de dilucién que se muestra en linea a trazos en la
Figura 4.3b. Puede apreciarse que la tasa de dilucién cambi6 del valor 0,18
a0,22h!enta50h.

De acuerdo con el balance de masas presentado en la seccion 2.1.4, la
dindamica de las variables en el cultivo continuo resultan

& = px — Dz, (4.29a)
§ = —qsx + D(Si — 3), (4.29b)
é = g.x — De, (4.29¢)

con D = F;,/v la tasa de dilucién, s la concentraciéon de sustrato, S;, la
concentracion de sustrato en la entrada y v el volumen del biorreactor.
Dado que x y e son variables medidas, el subsistema a considerar es de
dimensién | = 2. Nétese en las expresiones (4.29) que p y g. representan
tasas especificas por unidad de biomasa. Luego el subsistema en la forma
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(4.6) es

(0 () () - a0

con z = [x e]T, o = [,u qe]T y F; = Q, = 0. En esta factorizacién se
tiene K; =1,y G; = x15.

Dado que la matriz G, contiene en su diagonal a la concentracién de
biomasa, las matrices G; y G (definidas en (4.8)) contienen en la diagonal
una cota superior () y una inferior (z) para la concentracién de microor-
ganismo. En este caso se seleccionaron los valores z =2 g/Ly T = 18 g/L,
los cuales resultan suficientemente conservativos para la excursion esperada
de z(t). De esta manera, las matrices Gy y G resultan

G, =2I,,
GQ - 18I2,

y luego se obtiene G, = 1015, AG =8I,y § = 0,80.

Para las cotas p; se seleccionaron los valores 0,1 y 0,25, respectivamen-
te y se obtuvo R = diag {0,1 0,25}. Estas cotas pueden ajustarse en la
practica de acuerdo a experiencia previa que se tenga del proceso a moni-
torear, tomando informacion de simulaciones del proceso o analizando la
estequiometria del proceso [67, 109].

Los valores obtenidos para la ganancia ks, en funciéon de valores elegidos
para ki, fueron hallados resolviendo el problema (4.27)-(4.28). Los resulta-
dos se presentan en la Figura 4.1. Puede apreciarse para cualquier § que,
mientras menor sea ki, mayor resulta el valor minimo de ky. Para obtener
un problema de minimizacién factible para § = 0,8 con un valor de ks no
muy grande, se seleccioné ki = 1,35. A partir de resolver (4.27)-(4.28), el
minimo ks resulta 1,5715, eligiéndose ky = 1,75. Cabe destacar que ésta no
es la inica metodologia para disenar las ganancias k; y ko. Otra posibilidad
que puede explorarse es la de ganancias adaptivas [124, 125]. Recientemen-
te se ha publicado un enfoque para el diseno de ganancias variables que
permite considerar cotas variantes en el tiempo para las perturbaciones a
rechazar [101].

El observador fue iniciado con la primera muestra obtenida, es decir
Z(to) = (x(to), e(to)), mientras que para los estados que representan a las
tasas especificas se seleccioné (fi(to), Ge(to)) = (0,0). La Figura 4.2 muestra
los valores medidos de biomasa y etanol y los correspondientes estados del
observador z; y Z». Como puede apreciarse, los estados del observador se
mantienen practicamente solapados con las variables que estiman. De esta
manera, los estados z; y Z» copian la dindmica de x y e, respectivamente.

La Figura 4.3 presenta [i(t) y la coordenada o;. En este proceso, el
perfil de dilucién fue aplicado en operacion a lazo abierto, es decir que
i no fue regulada mediante lazo cerrado. Como se explicé en la seccién
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Figura 4.2: Perfil temporal de z(t) (linea azul), Z(¢) (linea roja punteada)
y e(t) (linea azul), é(t) (linea roja punteada) en el proceso de fermentacién
continua (4.29).

2.1.3, la operacion en estado estacionario de un cultivo continuo implica
que g = D (ec. (2.32a)). Sin embargo, en el intervalo comprendido entre
las horas 67 y 79, se aprecia que p resulté mayor que la dilucién debido
al consumo de etanol. Esto ilustra cémo se puede utilizar la propuesta con
fines de monitoreo del proceso, ya que no sélo permite detectar el consumo
de etanol sino también se puede cuantificar la tasa de crecimiento durante
este periodo de tiempo.
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Figura 4.3: Arriba: concentracién de biomasa medida. Centro: tasa especifi-
ca de crecimiento estimada ji(t) con el observador de MD (linea negra)
y ec. (4.31) (linea gris), tasa de dilucién (linea roja discontinua). Abajo:
coordenada o;.
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Figura 4.4: Arriba: concentracién de etanol medida. Centro: estimacion de
la tasa especifica de produccién de etanol g.(t) con el observador por MD
(linea negra) y ec. (4.31) (linea gris). Abajo: coordenada os.

La estimacién de g.(t) es una medida de la produccién neta de etanol, es
decir, el balance entre etanol excretado debido al crecimiento fermentativo
en s y etanol consumido debido al crecimiento oxidativo. La Figura 4.4
presenta ¢, (t) y la coordenada os. La disminucién observada en ¢, de t ~ 67
h ocurre en concordancia con el crecimiento observado en la Figura 4.3.
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La expresion (4.31) presenta una estimacién cruda de a(t) obtenida in-
virtiendo el modelo (4.6)

at) =G 'K;' (2 +Dz—F,+Q),) . (4.31)

Si bien esta solucién es mas simple que la mayoria de los observadores
propuestos, el resultado es fuertemente afectado por el ruido de medicion,
tal como se muestra en las Figuras 4.3 y 4.4 en trazos grises. Una posible
solucion seria anadir un filtro, pero el retraso y la dinamica del filtro podrian
tener efectos negativos en el desempeno de un sistema a lazo cerrado.

4.4. Comparacion con observadores de alta
ganancia en caso de fallas tipicas

En este 1ltimo caso, los resultados se compararon con un observador de
alta ganancia. En particular, con el estimador de alta ganancia descripto
por las siguientes expresiones [66]

() (3O (E) e () e (120), (4320)
e 0 /) \q v \e e—¢

A 2 A
(f ) _4 (::; f) . (4.32b)
qe x e —e

La diferencia principal entre los observadores de alta ganancia y los de
modo deslizante es que en los del primer tipo existe una dinamica anadida
por el observador. Este hecho es relevante en aplicaciones de lazo cerrado.
Por ejemplo, si se consideran las estimaciones del observador (4.32) para
realimentacion, se anaden 2! integradores a la dindmica de lazo cerrado.
En consecuencia, la estabilidad del bucle cerrado debe ser analizada con-
siderando que la realimentacion proviene de las senales del observador. La
misma observacién es valida para otros algoritmos como los observadores
asintéticos. Por otro lado, la convergencia en tiempo finito provista por el
observador por modo deslizante hace que no haya dinamicas adicionales.
Este hecho simplifica el disefio del sistema de control de lazo cerrado.

La Figura 4.5 muestra dos fallas tipicas del sensor de mediciéon de bio-
masa: un offset en el intervalo (57,63) horas y algunos picos en ¢t = 81
h. Las posibles causas para este tipo de fallos incluyen descalibracién del
sensor, mala agitacion del cultivo, burbujas en el dispositivo de medicion,
entre otras. Estos problemas deberian ser detectados a tiempo para tomar
las acciones correctivas necesarias. Nétese en las expresiones (4.29) que un
problema en la mediciéon de x afecta no sélo las estimaciones de p sino
también las de q..

El algoritmo (4.32) fue iniciado con las mismas condiciones que el obser-
vador por modo deslizante propuesto. El parametro #; = 4 fue seleccionado
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Figura 4.5: Perfil temporal de z(t) con dos fallas tipicas en la medicién.
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Figura 4.6: Respuesta obtenida con el observador de alta ganancia ante falla
en el sensor de biomasa: algoritmo (4.32) (linea negra) vs ec. (4.31) (linea

gris).

con el objetivo de tener respuestas temporales comparables con las del obser-
vador propuesto. Si bien 6, puede elegirse lo suficientemente alto como para
asegurar la velocidad de convergencia deseada, el ajuste de este parametro
involucra un compromiso entre velocidad de convergencia y sensibilidad al
ruido de medicién. Ademds, su simplicidad (sélo hay un parametro para
sintonizar) puede a su vez ser problemética cuando las mediciones tienen
diferente nivel de ruido (como en el caso de mediciones de biomasa y etanol
presentado en la Figura 4.2).

El resultado obtenido con el algoritmo de alta ganancia ante fallos del
sensor de biomasa se presenta en la Figura 4.6. Dado el offset en x, se observa
una respuesta con un gran sobrepaso en fi. Ademds, los picos de x generan
cambios rapidos en fi. Si bien este comportamiento de la salida exhibe la
presencia de un fallo, la respuesta no es aceptable para un control de lazo
cerrado. Por otro lado, el resultado de estimaciéon de p con el observador
propuesto bajo el mismo escenario se presenta en la Figura 4.7. Como se
puede observar, la coordenada o; detecta rapidamente las fallas, lo que
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Figura 4.7: Estimacion de pu(t) ante falla en el sensor de biomasa. Arriba:
algoritmo propuesto (linea negra) vs expresién (4.31) (linea gris). Abajo:
coordenada o1 (t).

muestra la potencialidad del observador por modo deslizante como detector
de fallas. En cuanto a las variables estimadas, el error de estimacion durante
el offset se reduce significativamente. Esto se debe a que la derivada de
cada estimacion estd limitada por el observador. Noétese que los picos en

1y i
= 05f i
(&
0
30 40 50 60 70 80 90
tiempo (h)

Figura 4.8: Tasa especifica de formacién de etanol estimada ¢.(t) con el
observador de alta ganancia.
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t = 81 h son completamente rechazados por el observador y detectados
en la coordenada o;. Finalmente, la estimacion de ¢, obtenida se presenta
en la Figura 4.8. Para las ganancias seleccionadas, el observador de alta
ganancia exhibe una respuesta temporal méas ruidosa que la obtenida con el
observador por modo deslizante.

4.5. Resumen del capitulo

En este capitulo se abordo el problema de la estimacion en linea de tasas
especificas de produccion y consumo de diferentes sustancias. Para ello se
propuso un observador de modo deslizante de segundo orden, el cual es capaz
de estimar multiples tasas con convergencia en tiempo finito. Esta propiedad
es especialmente importante en las aplicaciones de control porque de esta
manera el observador no anade dindmica que podria dificultar el analisis y
la estabilidad del sistema a lazo cerrado.

Se destaca que no es necesario asumir ningtin modelo particular para las
tasas a estimar. De hecho, solo se requieren limites superiores para las deri-
vadas temporales de las senales a estimar, las cuales se pueden determinar
a partir de experiencia previa en el proceso a monitorear.

El comportamiento del observador propuesto se evalué con datos expe-
rimentales obtenidos de una fermentacién en modo continuo de la levadura
S. cerevisiae. Como ejemplo de aplicacién fueron estimadas la tasa de cre-
cimiento especifica y la tasa neta de produccién de etanol. El algoritmo
propuesto se compard con un observador de alta ganancia durante el fun-
cionamiento normal y ante dos fallos tipicos que pueden aparecer en los
sensores. En particular, el observador propuesto exhibié mejor rechazo de
ruido y una mejor respuesta transitoria ante fallos de tipo offset y ante picos
de ruido.
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Capitulo 5

Regulacion de tasa de
crecimiento preservando otros
sustratos en exceso

El modo mas popular de operaciéon de los biorreactores en produccion es
el modo semi-continuo, donde el biorreactor es alimentado progresivamente
con medio de cultivo fresco. Este modo tiene la potencial ventaja de evitar
la sobrealimentacién del sustrato, que puede ser causante de inhibicion del
crecimiento y formacién de productos no deseados [126]. Con el objetivo de
mejorar la performance de estos procesos es fundamental aplicar lazos de
control que aseguren tanto las condiciones de operacién deseadas como la
calidad del producto. Para esto, el sensorizado del biorreactor es importante
ya que permite obtener datos sobre lo que ocurre en el medio de cultivo.
Usualmente se tiene acceso en linea a variables fisicoquimicas como tempe-
ratura, presién, pH y concentracién de oxigeno disuelto (DO). En algunos
casos también se cuenta con mediciones en linea de la composicién de los
gases de entrada y salida, densidad o6ptica u otro método de medicién de
biomasa. En una minoria de casos se dispone de medicion de la fuente de
carbono en linea. Por otro lado, ademés de disponerse de lazos de regulacion
de pH y temperatura, las variables manipuladas suelen ser la velocidad de
agitacion, el flujo de aireacién y el flujo de alimentacién de los nutrientes.
Luego, un problema importante es determinar el perfil temporal de estas
variables, en particular del flujo de alimentacién de nutrientes. Como se
explico en la seccion 2.3, se han propuesto diversas estrategias de alimen-
tacion para cultivos semi-continuos. En todos los casos se intenta satisfacer
un objetivo de control y al mismo tiempo evitar la sobrealimentacion de
nutrientes ya que esto puede llevar a diversos efectos indeseados.

Un objetivo de control tipico, estrechamente relacionado con objetivos
biotecnoldgicos, es la regulacién del crecimiento a una tasa constante. Regu-
lar el crecimiento involucra no solo proveer la ley de alimentacion adecuada
sino también mantener las condiciones ambientales apropiadas. Ademaés,

79
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cuando el crecimiento se regula mediante el flujo de un sustrato limitante,
debe asegurarse que los demas nutrientes se encuentren en exceso. Si bien
esto puede ser garantizado incorporando al medio de cultivo una cantidad
en exceso del resto de los nutrientes, algunos de estos son requeridos en
gran cantidad. Esto ocurre por ejemplo con los sustratos cuyo consumo re-
sulta asociado al crecimiento. Un caso motivador para el desarrollo de una
estrategia que permita regular una variable al tiempo que se mantiene un
sustrato por encima de un valor critico ocurre en los cultivos aerdbicos. En
estos, el oxigeno disuelto cumple un papel fundamental en el metabolismo
celular y su valor debe ser regulado apropiadamente. Por un lado, un valor
excesivo de oxigeno puede resultar toxico para las células, mientras que por
el otro, un nivel de oxigeno insuficiente afecta al crecimiento celular.

En este capitulo se presenta un algoritmo auxiliar aplicable a esque-
mas de alimentacién tipicos de los cultivos semi-continuos. En particular
se desarrolla un algoritmo que monitorea el oxigeno disuelto y actia en
los casos en que esta variable decrece muy rapidamente, reduciendo el con-
sumo de oxigeno a través de manipular las referencias del controlador de
alimentacion. Esto permite mantener la condicién aerdbica necesaria y evi-
tar problemas asociados a la limitacion por oxigeno. Este esquema puede
ser extendido con el objetivo de mantener otros sustratos por encima de
valores especificados, requiriéndose para la implementacién del controlador
la medicion o estimacion de dichas sustancias.

5.1. Regulacién descentralizada en procesos
aerobicos

5.1.1. Modelo del cultivo aerdbico

En los cultivos aerdbicos, resulta relevante considerar el oxigeno disuelto,
dado que es utilizado por las células para oxidar la fuente de carbono. El
modelo de estados que describe la dindmica en un cultivo semi-continuo
aerébico puede representarse por las expresiones:

Fin
T = pr — —u, (5.1)
v
Fin
§ = —qsx + (Sin — 8)—, (5.2)
v
Fin
éDO = OTR — OUR — Cpo v s (53)
v = Fy,, (5.4)

donde z, s y cpo son las concentraciones de biomasa, sustrato y DO (g/L)
respectivamente, y v el volumen de cultivo.

La tasa de crecimiento u(t) suele expresarse como el producto de di-
versos factores que tienen en cuenta el efecto de los diferentes pardmetros
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y sustancias que afectan al crecimiento microbiano (ver expresién (2.18)).
Aqui es relevante considerar el efecto de la fuente de carbono y, por tratarse
de un cultivo aerébico, de la concentracion de oxigeno disuelto [127]

p(t) = p(s)plepo). (5.5)

Dentro de la clasificacién de cultivos multi-sustrato presentada en la sec-
cién 2.1.6, la expresién (5.5) corresponde al caso multiplicativo. Las tasas
especificas de consumo de sustrato y oxigeno se describen considerando un
término para mantenimiento [35]

QS = + m57 56

Yz/s ( )

qgo, = a + m,. (5.7)
Yz/o

La dinamica del oxigeno disuelto estda gobernada principalmente por las
tasas de transferencia (OTR) y consumo de oxigeno (OUR):

OTR = Kra(chop — cpo) .
OUR = qop,x. (5.9)

El parametro K a resulta afectado por muchos factores tales como la veloci-
dad de agitacion, el flujo de aire, la temperatura, geometria del biorreactor
y las caracteristicas del fluido (por ejemplo la viscosidad) [128]. En este
capitulo se asume la siguiente relacion no lineal entre K a y la velocidad de
agitacion (N) presentada en Chung et al. [129]:

Kra = kg N¥t2, (5.10)

donde kg1 ¥ Esiro son coeficientes positivos. La expresion (5.10) puede consi-
derarse una versién simplificada de la correlacién entre K a y el denominado
Power Number (N3D?, con D el didmetro de las palas de mezclado), nime-
ro que suele utilizarse en la literatura [128]. Cabe destacar que esta relacién
se asume a los efectos de realizar una simulacion del proceso aerébico y no
es utilizada explicitamente en la estrategia de control propuesta. De hecho,
el algoritmo que se presentard en la siguiente seccién no requiere conocer
un modelo de Ka.

A los fines de ejemplificar la técnica de alimentacién propuesta, se asu-
me que la velocidad del agitador es controlada mediante un controlador
Proporcional + Integral (PI). Dado un nivel de aireacién, se aumenta la
velocidad si el nivel de oxigeno disuelto es menor que el valor de referencia.
Ademas, la velocidad de agitacion es acotada de acuerdo a las velocidades
minima y méxima, es decir N € [Nyin, Nyaz | 7pm. También se supone que
las variables fisicoquimicas tales como temperatura y pH se controlan con
lazos de control externos.
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Cporef + - N CpoO

Biorreactor

0
—»Q—»CQ —> —

Figura 5.1: Estructura de control descentralizada para un cultivo aerdbico.
control de oxigeno (C4), ley de alimentacién de sustrato (Cs).

5.1.2. Problema bajo estudio

El esquema de control considerado se presenta en la Figura 5.1. Se trata
de una estructura de control descentralizado donde las salidas de interés
cpo v i son reguladas a partir de las entradas N y F', respectivamente.

Cuando el objetivo de control es la regulacion de p, debe proporcionarse
una ley de alimentacién exponencial en F(t). El valor de referencia 4 uti-
lizado en el perfil de alimentacién suele elegirse a partir de un compromiso
entre la productividad deseada y el requerimiento de oxigeno y sus efectos
negativos debido a la formacién de subproductos. Dado que p es una va-
riable que no se puede medir directamente, y de acuerdo a lo descripto en
la introduccion de este capitulo, aparecen dos posibilidades para la ley de
alimentacion:

1) El perfil de alimentacién sigue una ley exponencial precalculada, lo que
lleva a definir una ley de alimentacién exponencial de lazo abierto (por
ejemplo: ec. (2.44)).

2) Utilizando una estimacién (f1), el controlador Cy aplica una ley de ali-
mentacion de lazo cerrado (por ejemplo: ec. (2.47)).

Por otro lado, de las expresiones (5.3), (5.7) y (5.9) puede deducirse que
un aumento de p produce un aumento en la demanda de oxigeno, el cual
a su vez puede conducir a una caida abrupta de DO. Esta situacion suele
ser muy severa hacia el final del proceso, cuando la cantidad de biomasa
es mayor. En efecto, cuando el requerimiento de oxigeno es mayor que el
maximo OTR del biorreactor, el valor de DO puede disminuir a niveles muy
bajos y convertirse en el sustrato limitante del crecimiento. Una forma tipica
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Figura 5.2: Tasa de crecimiento (5.11) en funcién de la concentracion de
sustrato y para diferentes valores de cpo (en porcentaje de ch)).

para la expresion (5.5) en procesos aerdbicos es

S Cpo
s+ kscpo + ko

11(8,¢p0o) = fimaz (5.11)

La Figura 5.2 presenta un gréfico de la expresiéon (5.11) con respecto
al sustrato para diferentes valores de oxigeno disuelto. También se muestra
un posible valor de referencia para p. Puede verse que si la concentracién
de oxigeno es baja, ésta puede limitar el crecimiento y luego no es posible
alcanzar el valor de p deseado manipulando la entrada de sustrato. Para
evitar esto, en la préactica se consideran valores para cpors €n el rango de
[20-50] % del valor saturacién. Eso asegura que el sustrato limitante sea
la fuente de carbono y por consiguiente, que se pueda regular la tasa de
crecimiento mediante el flujo de alimentacién del sustrato.

Usualmente, la concentracion de oxigeno disuelto requerida se propor-
ciona a través del flujo de aireacién y de la velocidad del agitador [130,
131, 132]. Sin embargo, estas entradas no pueden garantizar la condicién
aerdbica si se alcanzan sus valores de saturacién. En los casos en que el sis-
tema de aireacién alcanza su limite superior puede inyectarse oxigeno puro
con el objetivo de aumentar la transferencia de oxigeno al medio liquido.
Sin embargo, también se incrementan los costos operativos del proceso y
aparecen turbulencias y exceso de burbujas que pueden interferir con los
sensores del biorreactor. Cuando el sistema de aireacion alcanza su maxima
transferencia de oxigeno, pueden surgir los siguientes problemas:
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= la ley de alimentacion es incapaz de regular p al valor deseado cau-
sando respuestas no deseadas tales como acumulacién de sustrato en
el medio de cultivo (sobrealimentacién de fuente de carbono) e inhi-
bicion.

= en condiciones anaerdbicas, algunos microorganismos (por ejemplo E.
coli y S. cerevisiae) pueden modificar su metabolismo para obtener
energia por una via fermentativa. En ese caso, pueden excretarse pro-
ductos no deseados que inhiben el crecimiento [133, 134]. En el caso
de P. Pastoris, si bien no se la considera una levadura fermentativa, se
han reportado resultados de acumulacion de etanol bajo una alta ve-
locidad de alimentacién de glicerol [135]. Bajo limitacién por oxigeno,
el etanol puede tener un impacto negativo en la expresion de proteinas
y por lo tanto el nivel de oxigeno debe mantenerse lo suficientemente
alto [136]. Por otra parte, durante la fase de produccién con metanol
como fuente de carbono, el oxigeno es necesario dado su papel rele-
vante en la via de oxidacién de este sustrato [137]. El valor minimo
requerido para la etapa de produccién es alrededor del 20 % del valor
de saturacion.

De esta manera parece ser clara la necesidad de evitar que el DO pueda
caer por debajo de un valor minimo. En la siguiente seccion se propone la
adiciéon de un algoritmo de adaptacién de la alimentacién con el objetivo
de garantizar que la condicién aerdbica se mantenga por encima de cierto
valor definido por el usuario.

5.2. Control descentralizado con adaptacién
de la ley de alimentacién

En esta seccién se propone un bloque de adaptacién para la ley de ali-
mentacién. El mismo puede aplicarse tanto en estrategias de alimentacion
a lazo abierto como a lazo cerrado.

En la estructura de control presentada en la Figura 5.1, cuando el con-
sumo de oxigeno es menor que la capacidad méxima de aireacion del bio-
rreactor, dos variables son reguladas a partir de dos entradas: el oxigeno
disuelto se controla mediante la manipulacién de la velocidad del agitador
mientras que p se regula con la alimentacion del sustrato limitante. Debido
al aumento (tipicamente exponencial) de la demanda de oxigeno, el lazo de
control puede alcanzar la velocidad de agitacion maxima. A partir de este
punto, si el consumo de oxigeno se incrementa ain mas, el oxigeno disuelto
decrece, pudiendo alcanzar valores extremadamente bajos. Para este caso
se propone controlar p sujeta a la restriccién en la condicién requerida de
oxigeno disuelto, el cual no es regulado por el lazo auxiliar sino limitado
con una cota inferior. De este modo, la estrategia consiste en variar el flujo
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Figura 5.3: Ley de alimentacién de lazo abierto con bloque de adaptacion

(Fap).

de entrada con una ley por modo deslizante para obtener un valor de p lo
mas cerca posible al valor preestablecido, tal que se cumpla la restriccién

Cpo = CDOmin- (512)

Aqui ¢pomin es la minima concentracion de DO permitida en el cultivo.
Este valor es un parametro de diseno y es razonable tomarlo mayor o igual
que la concentracion critica, la cual a su vez depende del microorganismo
utilizado y de objetivos biotecnolégicos (por ejemplo, evitar la formacién de
subproductos indeseados) [29].

La Figura 5.3 muestra el esquema propuesto para los casos en que la
alimentacion del cultivo se realiza con una ley de lazo abierto. El bloque de
adaptacién (Fap) actualiza de manera continua el parametro p, de la ley
de alimentacién exponencial F,,, = F,et*. Esto se hace considerando una
funciéon del valor de referencia pg4, la concentracién de oxigeno disuelto cpo
y la cota inferior deseada cpomin.

Muchos bioprocesos requieren una regulacién robusta del valor de p. En
la Figura 5.4, la salida del bloque de adaptacién p, se compara con una
estimacion provista por un observador de pu. Es decir que, en este caso,
it acttia como el valor de referencia para el lazo de control de u. La tasa
de crecimiento puede ser estimada a partir de mediciones del proceso. Por
ejemplo, a partir de biomasa y volumen [138, 109] o a partir de la tasa
volumétrica de consumo de oxigeno OUR [139, 140].

Cabe destacar que las propuestas presentadas en las Figuras 5.3 y 5.4
preservan la estructura de control descentralizada original (Figura 5.1). Por
lo tanto, la adaptacién de alimentacién se puede aplicar a esquemas de
proceso existentes sin mayores modificaciones.
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Figura 5.4: Esquema de regulacién de p en lazo cerrado con adaptacion de
la ley de alimentacién: controlador de p (C),), bloque de adaptacion de alim.

(Fap).
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Figura 5.5: Plano de fase de oxigeno disuelto y la superficie de MD.

5.2.1. Algoritmo de adaptacion de la alimentacion por
modo deslizante

En el bloque de adaptacion de la alimentacion, se construye la siguiente
funcion:
S(CDO) = CpO — CDOmin T+ TéDO- (513)

En la Figura 5.5 se representa la superficie S(cpo) = 0 en el plano de
fase. Basicamente, la idea es evitar que la concentracion de oxigeno disuelto
decrezca mas rapidamente que la dinamica descripta por S = 0. De este
modo, el algoritmo de adaptacion se mantiene inactivo cuando el controlador
principal es capaz de regular cpp cerca de cpores. Por el contrario, cuando el
controlador principal no puede regular el oxigeno disuelto al valor deseado
(por ejemplo, debido a la saturacién de la accién o falla del agitador), el
oxigeno disminuye, posiblemente alcanzando la superficie S = 0. Si .S =0
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Figura 5.6: Esquema interno del bloque de adaptacion Flyp.

es alcanzada, el algoritmo de adaptacién se activa reduciendo la referencia
de i de manera tal que cpp no decrezca mas rapidamente que de acuerdo
con S = 0 y evolucione hacia cpomi, con la dindmica impuesta por S = 0.
Es decir, se obtiene un movimiento de deslizamiento sobre la superficie por
lo que la dindmica de DO es llevada hacia el punto (¢po, ¢po) = (¢pomin, 0)-
En la Figura 5.6 se presenta un diagrama del algoritmo propuesto (blo-
que Fyp en las Figuras 5.3 y 5.4). Con el objetivo de forzar de manera
robusta la dindmica del oxigeno disuelto en S = 0, se aplica la accién dis-
continua descripta por
W — { 0 si S(cpo) >0 (5.14)
Wsp c.c.,
Debe remarcarse que esta acciéon de control se utiliza s6lo cuando el DO
cae por debajo de la superficie S = 0, es decir, cuando se alcanza el valor
minimo o cuando disminuye demasiado rapido. Esta situacion lleva a un
cambio rapido de w segun el signo de la funcién S en el entorno de S = 0,
lo que puede considerarse como un régimen transitorio de modo deslizante
sobre la superficie S = 0.
Para suavizar la senal discontinua se aplica un filtro de primer orden por
lo que la dindmica de u, queda descripta por

for = —avp(pr + w0 — 1), (5.15)
donde pg > .

5.2.2. Analisis de las condiciones de modo deslizante

Con el objetivo de analizar las condiciones de modo deslizante, el sistema
de lazo cerrado se expresa en la forma afin

z2=f()+9(z)w, (5.16)
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donde z representa el vector de estados completo.
La ley de control (5.14) conduce a un régimen deslizante [111] sobre
S(cpo) = 0 si las siguientes condiciones se satisfacen localmente
. VSTf <0 si S(epo) >0
5= { VSTf +VSTg wgy >0 cc., (cve) (5-17)
donde VST es el gradiente de S(cpo) y VST f denota la derivada de S en
la direccién del campo f (derivada direccional). La primera desigualdad en
(5.17) se cumple siempre que el DO decrece. A partir de la segunda de-
sigualdad, el término VSTg wgy debe ser mayor que VST f para poder
forzar un cambio de signo en la derivada temporal de S. Esto se logra selec-
cionando un valor de wgy, lo suficientemente grande. Bajo esta condicion,
w conmuta a alta frecuencia forzando que cpp se restrinja a S = 0. El
parametro p, obtenido por este procedimiento es tal que la alimentacion
aplicada hace cumplir la condicién aerébica requerida. Bajo la operacion en
modo deslizante se cumple la condicién de invariancia [141]:

S(cpo) =0, (5.18a)

S(epo) = 0. (5.18b)
De este modo, dada la expresién (5.13), la dindmica resultante para cpo es

CDOmin — CDO
—7_ .

¢po = (5.19)
La expresiéon (5.19) describe la dindmica del oxigeno disuelto cuando el
sistema opera en régimen deslizante. Dado que este modo se establece con
un valor de cpp por encima del valor minimo, la concentracion de oxigeno
disuelto decrece hacia cpomin con constante de tiempo 7.

Ahora se considera el proceso descripto en la Figura 5.3 con la ley de
alimentacién (2.44):

y"—; + Mg . (5.20)
F,,, = ————xqvpe", 5.20
EeTp SZ _ ST

Como fue expuesto en el Capitulo 2, la mayor ventaja de la alimentacion
descripta por (5.20) es su simplicidad. Sin embargo, la cantidad de biomasa
inicial (zgvg) y ciertos parametros del proceso deben ser conocidos.

A partir de las expresiones (5.1)-(5.4), (5.15) y (5.20), las expresiones
del modelo en la forma afin (5.16) resultan

F
i par — . 0
.5‘ —qsx + (Sin — 3); 0
= orr - oun - oo | * 0 | (5:21)
F F —Oéff5
for —ayfs (kr — pa) + g5 —ay

—avp(fyr — fq)
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donde w es la entrada (5.14) y

| ,
fs = [y ; + (yM/ + m5> t] zovoe!t, (5.22a)
g5 = ( Hr oy m8> e Tovoelrt. (5.22b)
Yzx/s

Aqui, la salida considerada es y = ¢po. Luego, la condicién (5.17) resulta

: :{ vSTf <0 si S()>0 (523

c
VSTf—i-oszLO]%wSM >0 c.c.
v

Dado que las variables de estado son positivas y observando que f5; >
c
ToVo/Ya/s, Puede verse que o fTLO f5 es no nulo. Este resultado es, de hecho,
v

una condicion necesaria para un régimen de MD. El andlisis para la confi-
guraciéon con una ley de lazo cerrado puede realizarse de manera similar.

Claramente, la modificacién propuesta a pu, puede utilizarse facilmente
en procesos que utilicen la ley de alimentacién (5.20) ya que sélo se requiere
incorporar la medicién de oxigeno disuelto y una estimacién de su derivada
temporal. Ademas, el bloque F4p no presenta mayor complejidad y puede
ser implementado facilmente en una rutina de software.

5.3. Resultados y discusién

En esta seccion se presentan simulaciones con el objetivo de evaluar
el rendimiento del algoritmo propuesto. El primer caso corresponde a un
proceso con alimentacién a lazo abierto (Figura 5.3). Dado que el objetivo
aqui es mostrar una mejora con respecto a la dindmica del oxigeno disuelto,
los pardmetros de la expresion (5.20) se suponen conocidos. En el segundo
caso, se considera el proceso con control de p a lazo cerrado presentado en
la Figura 5.4.

El modelo del bioproceso aerébico (5.1)-(5.4) fue utilizado con los pardme-
tros de una cepa de P. Pastoris presentados en Oliveira et al. [127]. La lista
completa de pardmetros utilizados se describe en la Tabla 5.1 (los coeficien-
tes de mantenimiento ms y m, se asumieron despreciables). Las condiciones
iniciales para la operacién del cultivo semi-continuo con glicerol como fuen-
te de carbono se presentan en la Tabla 5.2. El estudio de simulacién se
resolvié mediante método de Euler con un paso fijo de 0,001 h. Para con-
siderar ruido de medicion se agregd ruido aditivo y multiplicativo tanto en
la mediciéon de biomasa como en la mediciéon de oxigeno disuelto. El tipo
de senal de ruido considerada fue gaussiano con media nula filtrado (con
filtro de frec. 12,5 rad/h) y las desviaciones estandar fueron de o, = 0,2
g/Ly opo = 0,5 mg/L, respectivamente. La dindmica del sensor de oxigeno
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disuelto fue representada con

. CDOs Cpo
CDOs = — + —, (5.24)
TDO e

con Tpo = 20 seg [71].

La derivada temporal de la senal cpp requerida en la funciéon de con-
mutacion (5.13) fue estimada con el algoritmo derivador de segundo orden
descripto en la expresién (2.55)

épo(t) = uy + a1|EDO|%3ign(5DO)> (5.25a)
Uy (t) = assign(Cpo), (5.25b)

donde ¢pp 2 cpos—Cpo- El algoritmo (5.25) fue configurado con los parame-
tros (a1, az) = (8,6) obtenidos a partir de una relacién de compromiso entre
velocidad de convergencia y ruido en la estimacién obtenida. Nétese que
durante el régimen deslizante se tiene ¢pp = 0. De esta manera u; es una
estimacién de la derivada temporal de la senal de oxigeno disuelto.

5.3.1. Aplicacién a leyes de alimentacion de lazo abier-
to

Inicialmente, la ley de alimentacién (5.20) fue aplicada sin adaptacién,
es decir sin modificar el parametro py. Los resultados se presentan en linea
a trazos en la Figura 5.7. Durante las primeras 25 horas, el microorganismo
crecié con oxigeno en exceso y el objetivo de regular p ~ g fue cumpli-
do (Figura 5.7a). Puede observarse en la Figura 5.7f que la velocidad de
agitacién fue incrementada cada cierto tiempo con el objetivo de mantener
el nivel de oxigeno. Sin embargo al alcanzarse N,,.;, el oxigeno comenzo a
caer por debajo de cpores (Figura 5.7b). Como consecuencia de este exce-
so de consumo, p disminuyé debido a limitacion por oxigeno y el glicerol
excedente comenzo a acumularse en el medio de cultivo (Figura 5.7d). Cla-
ramente, el objetivo de mantener el oxigeno disuelto por encima de un nivel
minimo no fue cumplido y esto tuvo como consecuencia la acumulacion de
sustrato. Los resultados con el lazo auxiliar propuesto se presentan en linea
solida. En ¢ ~ 26 h la velocidad de agitacion alcanzé N, v el oxigeno co-
menzo a decrecer debido al incremento en su demanda. Luego, el algoritmo
de modo deslizante modifico la ley de alimentacién de manera acorde para
satisfacer el nivel aerébico requerido (Figura 5.7¢). Como puede observarse,
se alcanzé satisfactoriamente el objetivo cpo = ¢pomin = 0,2¢},, (Figura
5.7b). Dado que F.,,(t) fue reducida para ser compatible con la tasa de
transferencia de oxigeno, no se observé acumulaciéon de glicerol durante el
cultivo (Figura 5.7d).
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Tabla 5.1: Valores utilizados en la simulacién. Los parametros del modelo
para P. pastoris fueron tomados de Oliveira et al. [127].

Pardmetro Valor Unidad

Microorganismo: P. Pastoris

ko 1 mg/L

ks 0,1 g/L

Hmaz 0,18 h—!

Yz/o 2,2 g/g

Yz/s 075 g/g
Parametros del biorreactor

Astrt 20 rpm=sir2 [h
/\st7‘2 0,‘5 -

Noin 320 rpm

Nz 1000 rpm

o 8 mg/L

k, 2 rpm L/mg
k; 0,2 rpm L/mg/h
S; 500 g/L

Valores de referencia

L 0,05 h!

CDOref 0,3 Cﬂbo mg/L
Controlador de u (seccién 5.3.2)
k. 7,5 h
Parametros del lazo auxiliar propuesto
T 0,25 h

ay 1,0 rad/h

wsy Hd h=t

CDOmin 0,2¢h, mg/L

Tabla 5.2: Condiciones iniciales para el cultivo semi-continuo de P. Pastoris.

xg =10 g/L  cpoo =7 mg/L
so=0g/L  wy=151L
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Figura 5.7: Resultados obtenidos con la ley de alimentacién de lazo abierto
(5.20): sin algoritmo de adaptacién (linea azul a trazos) y con el algoritmo
de adaptacién propuesto (linea negra).
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Como puede verse, el algoritmo propuesto es una solucién sencilla para
garantizar el nivel aerébico en bioprocesos semi-continuos. Proporciona una
mejora a la ley de alimentaciéon de lazo abierto, requiriendo tnicamente
la medicion en linea de la concentracién de oxigeno disuelto, la cual se
encuentra disponible en la mayoria de los biorreactores actuales.

5.3.2. Aplicacién a una ley de control de lazo cerrado

Si se dispone de mediciones de biomasa y volumen, puede implementarse
una gran variedad de controladores de realimentacién [34]. Por ejemplo,
leyes de alimentacién proporcional a la biomasa de la forma (2.47)

Fewpor, = Axv. (5.26)

La medicion de biomasa requerida en la ley de control anterior puede obte-
nerse de sensores basados en espectroscopia dieléctrica y otros métodos opti-
cos, los cuales han sido validados para diferentes microorganismos [138, 142].
A modo ilustrativo, se aplica la siguiente ley de realimentacion

o+ my
A= o (1 + kc(lur - /’i)) ) (527)
Si — Sr
donde k. es una ganancia constante para aumentar la respuesta del contro-
lador y /i es una estimacién de u [87].

Una reduccion de OTR puede causar que la concentracion de oxigeno
disminuya por debajo de cpomin- En este ejemplo, la velocidad de agitacion
se redujo a N,,;, dentro del intervalo de [22, 24,5] h. Esta accién se reali-
za tipicamente para reducir la formacién de espuma. En la Figura 5.8 se
observa que durante las primeras 22 horas, el lazo principal fue capaz de
regular p mientras que el DO se mantuvo alrededor del 30 %. En ¢t = 22 h
la velocidad de agitacién se ajustd a N,,;,. Sin el algoritmo de adaptacion
de la alimentacién, el oxigeno disuelto se redujo y p disminuyé levemente
(Figura 5.8a). Cuando se restablecié la velocidad de agitacién, el oxigeno
disuelto aument6 y p aumentd por encima del valor de referencia. Nétese
que la condicién aerobica no se cumplio. Por otro lado, con la adaptacion
de alimentacién, cuando el oxigeno alcanzaba ¢pomin, - fue reducida (linea
roja punteada en Figura 5.8a) con el objetivo de reducir la demanda de
oxigeno. Puede apreciarse que la tasa de crecimiento (linea de color negro
sélido) siguié de cerca su valor de referencia. En ¢ = 24,5 h la velocidad de
agitacion se incrementé de nuevo, la concentraciéon de oxigeno aumento y
el lazo auxiliar permitié que u, aumente. A partir de ese momento, el algo-
ritmo de adaptacion quedd inactivo porque el nivel aerébico resulté mayor
que cpomin- A diferencia del resultado sin bucle auxiliar, no se observa acu-
mulacién de glicerol en ningtin momento del cultivo.

La Figura 5.9 presenta los resultados ante un fallo total. Si OTR tiende a
cero, no se puede garantizar un nivel minimo de DO incluso sin crecimiento.
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Figura 5.8: Resultados obtenidos con la ley de alimentacién de lazo cerrado
en caso de reduccién parcial de OTR: sin algoritmo de adaptacién (linea
azul a trazos) y con el algoritmo propuesto (linea negra). En a) la tasa de
crecimiento de referencia se observa solapada a la tasa de crecimiento del
microorganismo.
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Figura 5.9: Resultados obtenidos con la ley de alimentacién de lazo cerrado
en caso de falla de OTR: sin algoritmo de adaptacién (linea azul a trazos)
y con el algoritmo propuesto (linea negra). En a) la tasa de crecimiento de
referencia se muestra en linea roja a trazos.
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Sin embargo, la adaptacion de la ley de alimentacion sigue siendo ttil para
mejorar la respuesta transitoria hasta que se solucione el fallo. Una vez mas,
cuando el nivel de DO alcanzé un nivel limitante, la respuesta del control
de 1 sin adaptacién de alimentacion fue anadir mas glicerol al cultivo. Esto
ocurrié en un intento de compensar la decreciente p. Luego resulté en un
exceso de glicerol en el medio de cultivo (Figura 5.9d). En el momento en el
que las condiciones de transferencia de oxigeno retornan a su valor previo
al fallo, el nivel de DO aumenté y, haciendo uso del glicerol en exceso, la
biomasa crecié mas rapido que el valor de referencia. A continuacion, la
respuesta del controlador principal fue reducir la alimentacién (Figura 5.9¢)
con el fin de disminuir la tasa de crecimiento. Esto muestra una respuesta
no deseada tanto en ju(t) como en s(t), cuando la concentracién de oxigeno
disuelto alcanza valores limitantes. Por el contrario, con la adaptacion de
alimentaciéon activa, p se reduce de forma controlada (Figura 5.9a) y en
consecuencia el DO se mantiene por debajo de cpomi en un intervalo de
tiempo mas corto. Si bien la restriccién aerdbica no se cumple en este caso,
la propuesta mantiene una baja concentracién de glicerol en todo el cultivo.
Esto es muy importante en cultivos semi-continuos ya que la acumulacion
de sustrato podria conducir no sélo a la formacién de subproductos, sino
también a inestabilidad (por ejemplo, en el caso de la cinética de Haldane).

5.4. Resumen del capitulo

En los cultivos aerébicos, ademas de proveer una ley de alimentacién
adecuada para el sustrato que regula el crecimiento debe proveerse el oxigeno
necesario para que los microorganismos utilicen los nutrientes. Si bien en
muchas aplicaciones puede asumirse que el oxigeno se encuentra en exceso,
el crecimiento exponencial de la biomasa produce un consumo de oxigeno
exponencial. Si la capacidad de transferencia de oxigeno del biorreactor es
excedida, el oxigeno disuelto puede caer a valores muy bajos y resultar
limitante de la reaccion de crecimiento, lo cual genera diversos problemas
como exceso de sustratos, inestabilidad de la ley de alimentacién y formacion
de productos indeseados por cambio de metabolismo. En este capitulo, se
disené un algoritmo de adaptacion de la ley de alimentacion basado en
técnicas de modo deslizante con el objetivo de modificar la alimentacién
en caso de que el oxigeno disuelto decrezca. En particular, se evita que el
oxigeno decrezca mas rapido que una ley pre-establecida de manera tal que
la concentracion de oxigeno se mantiene por encima de un valor definido
por el usuario.

El diseno y el funcionamiento del sistema propuesto fue ilustrado para
dos tipos de controladores relevantes: el perfil exponencial de lazo abierto
y el control de p a lazo cerrado. Se presentaron resultados ilustrativos para
un cultivo semi-continuo de P. pastoris. Se demostré también que la acu-
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mulacién de sustrato puede evitarse en la operacion a alta densidad celular
y en condiciones de fallas de la transferencia de oxigeno.

Es importante senalar que la propuesta no requiere mediciones adicio-
nales, no depende del modelo y preserva la estructura descentralizada tipi-
ca con la que se controlan muchos de estos procesos. De esta manera, la
propuesta es aplicable a la supervision de los algoritmos de alimentacion
pre-existentes sin introducir mayores cambios en los lazos de control.



98 CAPITULO 5. REGULACION DE TASA DE CRECIMIENTO...




Capitulo 6

Regulacion de multiples tasas
de crecimiento en cultivos
multi-sustrato

La necesidad de obtener nuevos productos, reducir los costos de los pro-
cesos fermentativos, reutilizar sustancias organicas que surgen como desecho
de ciertas industrias y buscar formas alternativas de tratar compuestos téxi-
cos son algunas de las motivaciones para el desarrollo de los llamados pro-
cesos multi-sustrato. En un sentido estricto todos los procesos biotecnolégi-
cos requieren multiples sustratos ya que cualquier microorganismo necesita
varios nutrientes para el crecimiento y mantenimiento de las funciones ce-
lulares. No obstante se utiliza el concepto de multi-sustrato para referirse a
dos o mas nutrientes que afectan notablemente la tasa de crecimiento. En
los procesos semi-continuos, estos sustratos suelen ser incorporados al me-
dio de cultivo ya sea en una unica solucién [53] o mediante flujos separados
[55]. Como se explicé en la seccién 2.1.6, los sustratos involucrados pueden
cumplir la misma funcién en el metabolismo celular (por ejemplo fuentes
de carbono) o diferentes funciones (como es el caso de una fuente de car-
bono, una de nitrégeno, etc.) [51]. Desde el punto de vista dindmico y segin
como sean consumidos los sustratos, se obtienen modelos de estados con es-
tructura diferente. La principal diferencia radica en la expresion de la tasa
de crecimiento (ver expresiones (2.36)-(2.39)), donde por ejemplo sustratos
que son esenciales se modelizan con términos multiplicativos, mientras que
caminos metabodlicos que pueden ocurrir en forma paralela se representan
con una tasa de crecimiento aditiva.

Este capitulo trata sobre el diseno de leyes de alimentacién para un culti-
vo alimentado con dos sustratos homoélogos, es decir dos sustratos que cum-
plen la misma funcién en el metabolismo celular. En particular se aborda el
disenio de leyes de alimentacién exponenciales para dos fuentes de carbono.
La principal motivaciéon para aplicar flujos exponenciales es la posibilidad
de regular la tasa de crecimiento.

99
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6.1. Descripcién del problema

Al igual que en los procesos alimentados con una sola fuente de car-
bono, ciertos objetivos biotecnolégicos pueden expresarse en términos de
regulaciéon de variables y/o seguimiento de perfiles temporales. Para proce-
sos multi-sustrato se han identificado los siguientes objetivos:

= la regulacién de la tasa de crecimiento total en un valor predefinido
[ = firef, €l cual es compatible con el estado metabdlico deseado o bien
es Optimo para el proceso de produccion. Este objetivo se traduce en el
seguimiento de un perfil exponencial de la forma X*(t) = zgvpet*, de
la misma forma que en los procesos alimentados con un tinico sustrato
principal [63].

= la regulacion de la tasa de crecimiento manteniendo una determinada
relacion de sustratos s1/se o de las tasas de crecimiento individuales
1/ 1o. Este objetivo se debe a que las propiedades de ciertos productos
estdn estrechamente relacionadas con alguno de estos cocientes. Un
ejemplo se da en procesos de produccion de biopolimeros, donde la
composicion de los monémeros se relaciona con el cociente de las fuente
de carbono [143].

Los objetivos descriptos guardan una estrecha relacién entre si y podrian
resolverse manipulando adecuadamente los flujos de alimentacién del bio-
rreactor. Sin embargo, en la literatura pueden encontrarse pocos reportes
donde se utilicen dos flujos de alimentacién para regular la tasa de crecimien-
to. Entre esos aportes se encuentran leyes de alimentacion exponenciales de
lazo abierto (es decir leyes precalculadas) que son extensiones de las utili-
zadas en cultivos con un unico sustrato limitante [55, 63, 144]. Como fue
ilustrado en el Capitulo 2 para cultivos con un sustrato limitante, la aplica-
cién de flujos proporcionales a la cantidad actual de biomasa, en lugar de
leyes de alimentacion precalculadas, tiene la potencial ventaja de evitar la
sobrealimentacion del cultivo al tiempo que permite regular en forma mas
robusta la tasa de crecimiento. En [88] se presenté una ley exponencial ba-
sada en la realimentacion de la concentraciéon de biomasa y volumen para
un cultivo semi-continuo multi-sustrato, la cual se basa en conceptos de
estabilidad parcial e invariancia. Recientemente, fue presentado un trabajo
preliminar en el cual se extienden resultados previos con una ley que incluye
correcién proporcional e integral [25]. En ese trabajo las estimaciones de la
tasa de crecimiento se obtienen a partir de mediciéon de biomasa y uno de los
sustratos. Si bien esto permite distinguir las tasas de crecimiento en forma
individual, se requiere medir dos sustancias en el medio de cultivo. El obje-
tivo de este capitulo es profundizar esta linea de investigacién y desarrollar
leyes de alimentacién exponenciales que utilicen tnicamente medicion en
linea de biomasa, al tiempo que se incorporan estimaciones de la tasa de
crecimiento total.
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En particular se considera el problema de alimentar dos nutrientes en
procesos con crecimiento aditivo (ec. 2.36)

po=p(s1) + pa(s2), (6.1)

donde la tasa de crecimiento total es la suma de las tasas individuales en
cada sustrato. Para procesos en los que la tasa de crecimiento es de la
forma (6.1), el modelo que describe la dindmica de las principales sustancias
(descripto en las expresiones (2.40a)-(2.40d)) resulta en

. x x
T = (1 + po)r — EFI — EFQ, (6.2)
ot Bn=s) g sip (6.3)

Y1 v v
S n
Sy = ST 2F1 + (5 82)F2> (6.4)
Y2 v
b= F, + F, (6.5)

donde z, s; y sy son concentraciones de biomasa y sustratos (g/L), v el
volumen de trabajo y F; (L/h) las entradas de los sustratos s; en concen-
tracion S;)n. Notese que debido a que en el flujo i sélo ingresa el sustrato
s;, cada una de las entradas produce diluciéon en la concentracion del otro
nutriente. Los parametros y; son los rendimientos de sustrato ¢ a biomasa.

Se considera que el objetivo de la alimentacion aplicada al proceso semi-
continuo (6.2)-(6.5) es regular la tasa de crecimiento en el valor fi,.;. De esta
manera, la trayectoria nominal deseada es la de crecimiento exponencial,
donde la cantidad de biomasa total X (t) = xv evoluciona segin

X*(t) = zovoetr, (6.6)

Este objetivo puede lograrse aplicando flujos de alimentacién que sean pro-
porcionales a la cantidad de biomasa

F; = \jxv, (6.7)

donde )\;. > 0 es un coeficiente de proporcionalidad. Estos pardmetros de-
berian seleccionarse de manera de obtener el valor deseado en cada ;.

Para el caso de cinéticas aditivas, y bajo la hipétesis de que la concentra-
cion de biomasa se mide en linea, puede calcularse un control denominado
invariante resolviendo el siguiente sistema de ecuaciones [88]

i(Sir) = Hir, (6.8)
8 = (—% + XiSigim) — (A1 + /\2)Sz‘r> z =0, (6.9)

parai = 1,2. La ec. (6.8) permite calcular los valores de sustrato s;. que co-
rresponden a los p;,- deseados. La expresion (6.9), que resulta de reemplazar
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(6.7) en las expresiones (6.3) y (6.4), provee los valores Ay, Ao, que man-
tienen s; = s; para el caso de condiciones iniciales apropiadas (s;p = $,4),
con las tasas de crecimiento en p;(s;) = . Al resolver las expresiones
(6.8)-(6.9) se obtienen los siguientes parametros

A = pir/Y1(S2in — Sor) + phor/Y2S1r
' S1inS2in — S2ins1r — S1inSar

Ao — tor /Y2 (Stin — S1r) + H1r/Y1Sor
o S1inS2in — S2ins1r — S1inSar

, (6.10)

, (6.11)

los cuales pueden ser aplicados en el flujo de alimentacion descripto por
(6.7) [88].

Por otro lado, si se supone crecimiento exponencial con p; = p; y se
reemplaza (6.7) en la dindmica de la biomasa (ec. (6.2)), se tiene

&= (1, + pior)T — Ay + Aop) 2. (6.12)

Esta ecuacion diferencial ordinaria de primer orden es de la forma x =
[ref — Az con Lref = [ir + fhor, Ar = A1p + Agp. Su solucion es

Te AT
o (t) = e/ . (6.13)
L (R 1) e

Dado que X*(t) = x*(t)v*(t) y utilizando la expresiéon (6.6) se obtiene la
evolucion del volumen [28]:

v*(t) = vy + xovo Ar (e“reft — 1) ) (6.14)
Moref
En las expresiones (6.13)-(6.14) se observa que la biomasa sigue una trayec-
toria acotada mientras que el volumen crece en forma exponencial. Ademas,
para obtener u; = pu;-, los sustratos deben alcanzar las concentraciones
s¥(t) = sy, donde sy, es el valor obtenido con la expresién (6.8). Por esta
razon interesa analizar la estabilidad del sistema respecto a un subconjunto
de los estados, en particular los sustratos.

El enfoque que permite formalizar el analisis de estabilidad de un sistema
respecto de un subconjunto de las variables de estado es el provisto por
la teoria de estabilidad parcial [85], donde se considera el movimiento del
sistema dinamico en un subespacio en lugar de la convergencia a un punto
de equilibrio particular. En la proxima secciéon se presenta el andlisis de
estabilidad de las concentraciones de sustrato a los valores (s1,, Sa;).

6.2. Regulacién de tasa de crecimiento utili-
zando medicion de biomasa

En caso de disponer unicamente de medicién en linea de biomasa y
volumen, puede aplicarse realimentacién proporcional no lineal de la forma

F; = Xip (1 + ke)zv, (6.15)
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Figura 6.1: Términos que conforman z;(s;) para cinéticas mondtonas (tipo
Monod).

con e = fyf — . La estimaciéon de p puede obtenerse a partir de las me-
diciones de biomasa y volumen. Con la expresién (6.15) se mantiene la
realimentacion proporcional a la biomasa y se agrega una correcion sobre la
ganancia invariante \;.. Notese que con k = 0 se recupera la expresion de
flujos descripta en (6.7).

Anadlisis El objetivo es analizar si las trayectorias de los sustratos conver-
gen al punto deseado (si,, S2,), que corresponde a las tasas de crecimiento
L1, o €n el caso de que cada p; es funcion del sustrato . Esto se realiza en
el contexto de estabilidad parcial antes mencionado. A partir de (6.3)-(6.4)
y la ley de alimentacién (6.15) se obtienen las siguientes expresiones de lazo
cerrado

$1 = —x (21 — (StinA1r — Ars1)ke) | (6.16)
S9 = —x (22 - (S2in)\2r - )\rsz)ke) ) (6-17)

donde A\, = A1, + Ao ¥

//L4

Yi
Notese que ambos sustratos son afectados por el error en la tasa de creci-
miento del otro sustrato a través del término ke. Para realizar el andlisis de
(6.16)-(6.17) es conveniente destacar que los términos \;, fueron calculados
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a partir de §; = 0 en s; = s;,.. Esto implica que p;/y; y la recta definida
por S(iimAir — ArS; Se intersectan en s; = s;, (ver Figura 6.1) y ademés z;
es positivo si s; > s;. v negativo cuando s; < s;.. Luego, para cinéticas
mondtonas como Monod y Tessier [28], se tiene que para todo s; # s

El cambio de coordenada temporal £ : ¢ — 7 definido por

. J +(0)do, (6.20)

es una funcién biyectiva y diferenciable que mapea cualquier intervalo ce-
rrado [t,, ] en un intervalo [7,, 7,]. Ademds ¢ tiene derivada positiva dado
que dr/dt = z(t) = xo > 0. Luego (6.20) define una parametrizaciéon regular
que preserva la estabilidad [106].

Ahora, aplicando (6.20) a las expresiones (6.16)-(6.17) se obtiene

8,1 = —2z1+ (Slin)\lr - )\Tsl)ke, (621)

8,2 = —29 + (S2in)\2r — )\TSQ)I{?G, (622)
donde s} := ds;/dT. Nétese que se obtuvo un sistema que sélo depende de
las variables de estado s1, ss.

En las expresiones (6.21)-(6.22) puede verse que si k = 0, entonces s, =
—2;. Si se considera la funcién definida positiva

(81 - Slr)2 (82 - S2r)2

174 = 6.23
(51, 52) 5 5 (6.23)
la derivada con respecto a 7 resulta

V,(Sl, 82) = — [(81 — 817«)21 + (82 — SQT)ZQ] < 0. (624)

La negatividad de V' se debe a la expresién (6.19). Luego, la expresién
(6.23) es una funcién de Lyapunov para el sistema (6.21)-(6.22) y el pun-
to de operacion deseado es asintéticamente estable. Dado que el escalado
temporal (6.20) preserva la estabilidad, las trayectorias en la coordenada
temporal original (s1(t), s2(t)) también convergen a (si,, S2,). De hecho la
concentracion de biomasa es una funcién variante en el tiempo pero acotada
positivamente lo que afecta la evolucién temporal de las variables pero no
la propiedad de estabilidad.

Cuando se considera k > 0, el error de regulacion de p afecta la dindmica
de ambos estados. Si se evalia la derivada de la funcién (6.23) sobre las
trayectorias (6.21)-(6.22) para el caso k > 0 se tiene

V'(s1,89) = — [21(81 — 817) + 22(82 — S2,)]

+ [(s1 = 5r1) (Srin A1 — Apsy) ke (6.25)
+ [(s2 = 572) (S2inA2r — Ars2)]ke.
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Figura 6.2: Plano s;-s5: regiones de analisis.

Puede probarse que en los cuadrantes I y III (ver Figura 6.2) se tiene
V'(s1,89) < —[21(81 — $1,) + 22(89 — 89,)] < 0, (6.26)
y ademas sobre e = 0
V'(s1,82) = —[21(s1 — 81+) + 22(82 — $9,,)] < 0. (6.27)

Sin embargo, en los cuadrantes II y IV el segundo y tercer sumando de
(6.25) tienen en general signo opuesto y el resultado de V’ depende de la
suma de los tres términos. Luego no puede concluirse a priori que (6.25) sea
negativa en forma independiente de los parametros del proceso.

Un analisis més detallado acerca de cémo evolucionan las trayectorias
hacia el punto (si,, s2,) puede obtenerse de la Figura 6.3, donde se repre-
sentan cualitativamente los signos de (6.21)-(6.22) en cada regién. En esa
figura puede notarse que las trayectorias evolucionan o bien hacia el punto
deseado o al menos hacia los cuadrantes II y IV. Dado que las concentracio-
nes de sustrato no pueden superar la concentracion en la entrada de flujos
se tiene que 0 < s; < S(4)in- Es decir que los cuadrantes definen un conjunto
cerrado para la evolucién de las variables s;. Ademas, de la expresién (6.21)
puede determinarse que

(6.28)

81:

, (StinA1r — Apsip)ke >0 si sy = s1,, 52 < 8o
(Slin)\lr - )\rslr)ke <0 sis = S1r, S2 > Sor,
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donde se usé el hecho de que z;(s1,) = 0. De forma similar para s, se tiene
que

(6.29)

82:

, (S2inAar — Arsar)ke > 0 sisp = S9p, 51 < S1p
(S2inAor — Apsor)ke <0 si sy = sg., 51 > s1p,

De esta manera, trayectorias (s1(7), s2(7)) que ingresan o se inician en los
cuadrantes II y IV permanecen dentro de esas regiones para todo tiempo
futuro. Ahora, considerando la situacion en el cuadrante II, las trayectorias
en la regiéon donde e > 0 evolucionan con signo s; > 0 mientras que en la
regién donde e < 0 las trayectorias de sy son decrecientes (s, < 0). Nétese
ademds que sobre la curva e = 0 resulta sh/s| = 2z3/2; < 0. Esto significa
que cuando las trayectorias cortan la curva e = 0, el vector resultante posee
un angulo « € [—90, 0] grados con respecto al eje horizontal. Si ese dngulo
es menor al de la recta tangente a la curva de error nulo, la trayectoria
ingresara en la zona de s} > 0 con lo que la evolucién ocurre hacia s; = sy,
mientras que si el dngulo es mayor que el de la tangente, la trayectoria
ingresa en la regién donde s, < 0. De esta manera el punto sy, o, resulta
ser un punto de operacion estable dado que las trayectorias no pueden salir
del cuadrante y continuamente evolucionan hacia el punto de equilibrio. El
mismo analisis puede realizarse para el cuadrante IV.

El valor del parametro k puede determinarse a partir de considerar la
restriccion sobre los caudales: 0 < F; < Fj,4. Suponiendo que Fj,q, es lo
suficientemente grande, la restriccion la impone el hecho de que los flu-
jos requeridos a las bombas deben ser no negativos. De esta manera de-
be satisfacerse 1 + ke > 0 donde el error e = p,f — p estd acotado por
Lref — Pmaz < € < [lrep. Otra posibilidad es reemplazar la funcién lineal ke
con una funcién del error f(e) que sea suave y sature en —1 evitandose
asi requerir valores negativos. Por ejemplo, puede considerarse la funcién

f(e) = tanh(ke), (6.30)

la cual se comporta linealmente alrededor de e = 0 y provee una saturacién
suave a los valores (—1,1). Cabe destacar que al aumentar la ganancia k,
se incrementa también un camino directo para el ruido en la estimacion [
el cual afecta directamente a los flujos aplicados. De esta manera existe un
compromiso entre las mejoras obtenidas al aumentar la realimentacion y el
efecto producido por el ruido de medicién sobre los caudales F;.

La hipétesis en la que se basa el analisis de estabilidad previo, tanto para
k = 0 como para k > 0, es que se cumple la expresién (6.19). Esto puede
no ser cierto en caso de cinéticas con inhibicién como por ejemplo con el
modelo de Haldane. En ese caso, y dependiendo del valor de la constante
de inhibicion, puede resultar que se evolucione a un punto de operacién no
deseado, al igual que lo que sucede en procesos monosustrato. Esta situacion
se puede evitar aplicando una saturacion adecuada sobre F; de manera de
evitar que los sustratos puedan evolucionar hacia valores de concentracion
no deseados.
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Figura 6.3: Arriba: Plano si-s9: analisis cualitativo de la trayectoria de los

sustratos. Abajo: diagrama de campos vectoriales.
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Tabla 6.1: Valores utilizados en el proceso multi-sustrato.

Parametros del bioproceso
Hmaz1 075 h_l Hmaz2 072 h_l
ksl 075 g/L ks? 0a5 g/L

v 2g/g v 2,1g/g
rg 5g/L Vo 1L

S10 0,03 g/L S20 0,01 g/L

6.2.1. Resultados

En esta seccién se comparan las leyes de alimentacién proporcional a la
biomasa con y sin realimentacion del error en p, las cuales estan descriptas
por las expresiones (6.7) y (6.15), respectivamente.

Las tasas de crecimiento individuales en el bioproceso (6.2)-(6.5) se asu-
men términos Monod y los parametros utilizados junto con las condiciones
iniciales se presentan en la Tabla 6.1.

El objetivo es regular la tasa de crecimiento en g, = 0,25 h™' y a
modo de ejemplo se supone una relacién p,1/p-2 = 2. De esto resulta que
trr = 0,167 h=t y 1,0 = 0,083 h=1. Las ganancias \i, y Ao, fueron calculadas
con las expresiones (6.10)-(6.11). Para el pardmetro k se seleccioné el valor
k = 10 y la implementacién se realizé utilizando la funcién tanh(-). La
medicién de biomasa se considerd con ruido gaussiano filtrado de 5% de
amplitud, media nula y desviacién estandar de 0,22 g/L.

La tasa de crecimiento fue estimada utilizando el observador por modo
deslizante de segundo orden introducido en la secciéon 4.2. Para el caso de
estimar una sola reaccion, las expresiones del observador (4.12) resultan

Z = purtm + 2katopuiy, — Dy, (6.31a)
Uy = k1 SIGN (o), (6.31h)
uy = ABS(0)2SIGN (o), (6.31c)

o = (2,p) " (Tm — 7), (6.31d)

donde p es una cota de la derivada de la funcién a estimar (en este caso
u(t)), z,, representa la concentracién de biomasa medida, D = (F + F3)/v
la dilucién total y o es la funcién descripta en (4.9). Los pardmetros del ob-
servador fueron seleccionados en base a la excursién de biomasa esperada.
A partir del rango de excursion esperado de la variable medida, se calculé el
valor Z, = (Tmin + Tmaz)/2. En este caso se selecciond i, = xg = 5 g/L
Y Tmae = 35 g/L los cuales se consideran valores suficientes de acuerdo a la
excursién de biomasa prevista. Con estos parametros y siguiendo el proce-
dimiento detallado el el Capitulo 4, se obtuvieron las ganancias k; = 1,3 y
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ko = 1,35 mientras que se seleccion6 p = 0,4. Las condiciones iniciales del
observador fueron (Zg, u10) = (Zmo, 0,5). Cabe destacar que en la implemen-
tacion de la ley de alimentacién, ji pueden obtenerse de otros observadores
con convergencia en tiempo finito (ver por ejemplo [109, 101]).

Los resultados obtenidos se exhiben en las Figuras 6.4 y 6.5. La evolucion
de los estados se exhibe en la Figura 6.4a donde puede observarse que la
variacion de biomasa se encuentra en el rango asumido de [5, 35] g/L. La
realimentacion propuesta fue activada en t = 0,25 horas y permitié reducir el
tiempo requerido para alcanzar el valor ji,.; tal como se aprecia en la Figura
6.4b. Nétese que esto ocurrié a expensas de un sobrepaso en el valor de
referencia de yu;. Las acciones de control aplicadas en cada caso se presentan
en la Figura 6.5, donde puede verse que la realimentacion del error introdujo
un aumento en el valor de los \; aplicados durante las primeras horas del
cultivo. Debido a esto, el tiempo requerido para alcanzar p = fi,ef se redujo
de 3 horas a aproximadamente la mitad de tiempo.

Los valores de ;. fueron calculados utilizando los valores exactos del
proceso. Es de esperar que ante incertidumbre en estos valores no se pueda
regular p al valor deseado y es esperable también que la realimentacion
propuesta reduzca el error resultante. La Figura 6.6 presenta la evolucion
temporal de las tasas de crecimiento ante errores del -10 %, y -20 % en Ay, y
Aoy, Tespectivamente. Este error puede atribuirse, entre otros factores, a los
rendimientos y; los cuales pueden cambiar durante el transcurso del cultivo.
Sin realimentacion de p, para el valor de referencia seleccionado (ftref = 0,25
h™') se obtuvo un error de regulacién de -15%. Aplicando realimentacién
de g (con k = 10) el error en p fue -4 %. Estos resultados sugieren que
agregar una realimentacién de p a la expresiéon (6.7) permite acelerar la
convergencia y reducir el error en la regulacion de la tasa de crecimiento
total.

6.2.2. Extensiéon a un modelo con inhibicién compe-
titiva entre los sustratos

En el modelo (6.1) se asume que el crecimiento en un sustrato no afecta el
modo de crecimiento en el otro nutriente. Una extensiéon interesante consiste
en considerar el efecto de inhibicién cruzada que un sustrato ejerce en la tasa
de crecimiento obtenida sobre el otro sustrato. Este efecto puede explicarse
si se considera que los caminos metabdlicos por los cuales se consumen los
sustratos pueden compartir ciertas enzimas y de este modo es posible que
ocurra un efecto de inhibiciéon competitiva. Un modelo muy aceptado para
describir este fenémeno es el siguiente [52]

Mmaz1 S1
S1,8) = , 6.32a
’ul( ! 2) S1 + ksl + A182 ( )
,LLQ(Sl, 82) = Hmaz2 52 (632b)

S9 + ]{?32 + A2817
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Figura 6.4: Resultados obtenidos con k& = 10 (linea negra) y lazo abierto
(k =0) (linea gris).

donde A; es un pardmetro que mide el efecto competitivo sobre la tasa de
crecimiento 4. El principal efecto de los A; es que la tasa de crecimiento
1-ésima en la mezcla de sustratos sea menor que la que se observaria en los
sustratos por separado. Si bien esto reduce el valor de las tasas individuales,
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Figura 6.5: Acciones de control aplicadas en A\; (linea sélida) y Ay (linea a
trazos).

la tasa de crecimiento neta es la suma de los términos individuales y de
esta manera se obtiene una tasa de crecimiento mayor. El modelo (6.32)
es ampliamente utilizado para representar procesos de biodegradacién de
sustancias toxicas [145, 146].

Al realizar el ajuste del modelo con valores experimentales, los coeficien-
tes A1 y A pueden ajustarse como parametros independientes. Sin embargo,
si se asume que s; y Sp son perfectamente sustituibles corresponde consi-
derar los valores particulares Ay = kg /ksy v Ay = A7' [52]. La Figura
6.7 presenta un ejemplo de las dos situaciones consideradas. Comparativa-
mente, dado que la tasa de crecimiento total es menor que en el caso sin
competitividad, los valores de sustrato requeridos para obtener un valor de
tasa de crecimiento resultan en general mayores a los requeridos cuando no
existe competitividad. Ademads, en la resolucién de la ec. (6.8) se utiliza el
hecho de que la tasa p; es funcién inicamente de s; y de esta manera el valor
requerido de s; puede conocerse utilizando la funcién inversa p;'. Ahora,
las tasas de crecimiento dependen de los dos sustratos lo cual puede llevar
a que utilizando una sola de las expresiones de y; se encuentren valores de
sustratos que no sean compatibles con el valor requerido en la otra tasa de
crecimiento. Por lo tanto, en este caso es conveniente seleccionar el pun-
to de operaciéon a partir del grafico de la Figura 6.7. Si bien no es directo
establecer un cociente de tasas, es posible obtener un punto de operaciéon
manteniendo una relacién s;/sy. Cabe destacar que debido a los pardmetros



112 CAPITULO 6. REGULACION DE MULTIPLES TASAS...

021
S 01r/

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

01r
g 00sf /f//—’——vmw
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

04r
io.z—/ﬁﬁ—ﬁw‘ﬂw
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 6.6: Evoluciéon de las tasas de crecimiento g, po y o con k = 10 (linea
negra) y k = 0 (linea gris) en el caso de incertidumbre en los pardmetros

)\11" y )\21"-

considerados para el ejemplo, las curvas de nivel de la tasa de crecimiento
se asemejan a rectas. Sin embargo, la expresion exacta que define las curvas
de nivel es de la forma as% + bs% +cs1 +dsy +esiso+ f=0.

La alimentacion del cultivo semi-continuo cuando existe inhibicion com-
petitiva entre sustratos también puede ser resuelta aplicando flujos propor-
cionales a la cantidad de biomasa. En este caso, la expresién (6.19) no se
cumple ya que cada p; es funcion de ambos sustratos. A continuacion se
presenta un analisis local de la situacién tanto para k = 0 como para k > 0.
Luego, se realiza un andlisis global en el plano s;-s, para el caso en que
k=0.

Andlisis

Dadala ley de alimentacion F; = \;.xv, la linealizacién de las expresiones
s, = fi = —z; alrededor de s; = s;, resulta en
0_f _ (I —2
s—s, —Jo1 —J22

e (6.33)

S=8r



6.2. REGULACION DE TASA DE CRECIMIENTO....

113

0.8
0.6}
.41\

0.2}

0 0.5
S1

Figura 6.7: Ejemplo de curvas de nivel de la tasa de crecimiento aditiva con

p; descriptos por (6.32): izq. A; = 0; der: Ay = ky1 /g, Ao = AT

con s = [s18]T y

ji=—= = A
H Y1 051
jip = L0
= L0k
J21 ” o5y
iy = L 012
22 yQ 882 re

(6.34a)
(6.34D)
(6.34c)

(6.34d)

Las derivadas parciales de (6.32) involucradas en el andlisis resultan

a,uz _ Hmaz(i) (ksz + Aisjr)

= >0
0s; s—s, (8ir + ksi + Aisjr)? ’
0 % — Mmaz(i irAi
p _ —Hmaa(®$ <0
83]- s=s, (Sz‘r + ksi + Aisjr)2

(6.35)

(6.36)

con 7,7 € {1,2}, i # j. Luego, en funcién de los pardmetros del proceso y el
punto de operacion requerido, los autovalores de la matriz (6.33) se obtienen

a partir del polinomio caracteristico

p(€) = & + i€ + as,

(6.37)
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donde los coeficientes resultan a; = j11 + Jo2, G2 = J11J22 — J12J21. Por
inspeccién de (6.34) y (6.35) puede determinarse que a; > 0 mientras que
la positividad de as puede probarse realizando el calculo correspondiente.
Luego, por el criterio de Routh, el polinomio (6.37) es estable. Este anélisis
permite concluir que localmente la ley de alimentacion F; = \;.xv hace que
(817, S2,-) sea un punto de equilibrio estable.

En caso de utilizarse la ley de alimentacién (6.15) con k > 0, los coefi-
cientes de (6.33) resultan

= = A+ R (S — A .
J11 n 881 + A + 681 (Slzn 1r rslr)a (6 383)
o 1ow o
Ji2 = ;6—32 + ka—SQ(Slm)\lT — )\TSM), (638b)
= O 2R (S e — A .
J21 Yo 881 + 881 (S2m 2r r32r)7 (6 38C)
10 0
j22 = _ﬂ + )\ + k—lu(SQm)\zr - )\7-821n). (638d)

Y2 059 ' 059

, o Ouy | Oug
Noétese que en a—SZ = s, + 8—81
sumandos es positivo y el otro negativo (ver (6.35)-(6.36)). Luego, si uno de
los términos mencionados fuese negativo en un punto de operacion seleccio-
nado, no podria concluirse que los a; resulten positivos para cualquier valor
de k. De todas maneras, y aun en esa situacion, dado un punto de operacion
es factible encontrar valores de k > 0 tal que, localmente, (si,, $2,) sea un
punto de equilibrio estable.

Los resultados previos tienen validez local alrededor del punto de ope-
racion. Para el caso en que k = 0, se tiene la dindmica s, = —z; y puede
estudiarse la situacion en el plano de estados en forma global. De hecho,
puede calcularse facilmente que los valores de sustrato para los cuales se

tiene s; = 0 estdn dados por

1 HmaziSi
= —8; — kg ). 6.39
i A; (yi(s(i)m/\ir - )\rsi) ’ > ( )

En la Figura 6.8 se representa la situacion en el plano s;-so para el punto de
operacion sj, = 0,2 g/L, s9, = 0,13 g/L y se identifica el signo de s} en cada
regién del plano de estados. Las lineas a trazos representan los conjuntos
definidos por (6.39). También se ilustran las trayectorias obtenidas desde di-
ferentes condiciones iniciales de sustrato. A diferencia del caso sin inhibicién
competitiva, los términos z; no se anulan en s; = s;, sino que lo hacen en las
variedades de dimensién 1 definidas por la expresién (6.39). Luego puede
verse que las dos concentraciones se incrementan simultdneamente sélo en
una regién del cuadrante III (donde se tiene s; < s;.) mientras que en el
resto de los cuadrantes, cada s; tiene el signo adecuado para converger al
punto de operacion (Si,, o). También puede apreciarse el comportamiento

(evaluado en s = (81, S9,)) uno de los
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Figura 6.8: Plano s;-sq: regiones de andlisis con la ley de alimentacion (6.7)
(ver pardametros en la Tabla 6.2).

estable en el entorno del punto deseado, el cual habia sido adelantado en
el andlisis de la matriz (6.33). De esta manera, el problema de alimentar
dos sustratos en procesos donde existen inhibicién competitiva puede ser
resuelto con una ley proporcional a la biomasa.

En caso de considerar los flujos definidos en la expresién (6.15), no es
posible encontrar una expresion analitica que vincule las concentraciones de
sustrato que anulan cada s; de forma explicita y los resultados demostrados
son en este caso locales.

Resultados

La Figura 6.9 presenta trayectorias en el plano s;-s, para el punto de
operacion antes mencionado y ganancia k£ = 10. Los parametros utilizados
en este ejemplo se presentan en la Tabla 6.2. En la Figura 6.10a se exhibe
la respuesta temporal de las tasas de crecimiento obtenidas en ambos ca-
sos. Nuevamente, la realimentacion aumenta los flujos aplicados durante las
primeras horas del proceso con el objetivo de alcanzar mas rapidamente el
valor de p deseado (ver Figura 6.10b).
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Tabla 6.2: Valores utilizados en el proceso con inhibicion competitiva.

Parametros del bioproceso

Hmaz1 055 hil Mmaz2 055 hil
ksl 0a5 g/L k82 0a5 g/L
Al kSl/kSQ A2 ks2/ksl
yoo 2lg/g oy 28/g
ro bg/L v 1L
0.7r
0.6
0.5
0.4
CS] ~N
0.3F -
0.2 : e DN
0.1F -
O0 0.65 Oil O.iS 01.2 0.25 013 O.‘35 014 O.;15 015
S1

Figura 6.9: Plano s;-so: comparacion entre la ley de alimentacién (6.7) (linea
gris) y la ec. (6.15) con k& = 10 (linea negra).
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6.3. Resumen del capitulo

En este capitulo se propusieron leyes de alimentaciéon exponencial para
cultivos semi-continuos multi-sustrato. En particular se consideraron culti-
vos con cinética de crecimiento aditiva. Se estudiaron leyes de alimentacion
exponencial por ser las méas apropiadas para regular la tasa de crecimiento
en un valor constante. Se propuso incorporar, en una ley de alimentacion
proporcional a la biomasa, una estimacion del error de tasa de crecimiento.
Esta modificacion permite acelerar la convergencia y reducir los errores pro-
ducidos debido a la incertidumbre en los parametros del modelo. El principal
argumento para incorporar una estimacién de p en la ley de alimentacion
es que en la actualidad se dispone de diversos algoritmos robustos de esti-
macién de tasas de crecimiento. Ademas, la utilizacion de observadores con
convergencia en tiempo finito no afecta el andlisis de estabilidad una vez
superado el modo de alcance. La demostracion de estabilidad para la ley
de flujo propuesta involucré un analisis no lineal de las trayectorias de los
sustratos, basandose en el concepto de estabilidad parcial, es decir estabili-
dad respecto a un subconjunto de los estados. Dado que en algunos casos
la tasa de crecimiento neta es menor a la suma de las tasas individuales en
cada uno de los nutrientes, también se considerd el posible efecto de com-
petitividad de los sustratos por una enzima intermedia. Los resultados de
simulacién sugieren que las leyes de alimentacion son también aplicables a
este caso. Se concluy6 que los flujos F; = \;.zv hacen que el punto de opera-
cién sea localmente asintoticamente estable. También es factible encontrar
valores de k£ > 0 tales que el punto de operacién se mantenga localmente
asintéticamente estable con la mejora en la velocidad de convergencia.

Como trabajo futuro puede considerarse extender los resultados obteni-
dos a cinéticas con inhibicién (modelos tipo Haldane), los cuales representan
la otra gran familia de cinéticas de crecimiento. Una idea es extender las
leyes de alimentacion aplicadas en procesos mono-sustrato Haldane con una
cota superior apropiada de manera de obtener convergencia al punto de
operacién deseado.



Capitulo 7

Conclusiones

En este trabajo de Tesis se trataron problemas de estimacién y control
en procesos biotecnoldgicos desde el punto de vista de sistemas dinami-
cos no lineales. Se hizo uso de técnicas de modo deslizante para resolver
una serie de problemas de observacién de variables no medibles. Los obser-
vadores presentados abordaron los problemas de estimaciéon de biomasa y
tasa de crecimiento en cultivos a partir de la medicién del producto, como
asi también la estimacion de un conjunto de tasas de reaccién, a partir de
un conjunto de mediciones del proceso. Como ejemplos de aplicaciéon se pre-
sentaron resultados de estimacion de concentracion de biomasa y tasa de
crecimiento de una bacteria fotosintética en cultivo por lote, y de las tasas
de crecimiento y de formacion de etanol de una levadura en modo de cul-
tivo continuo. También se abordaron problemas de regulacién de variables
incluyendo restricciones en el estado con sentido biolégico. Este fue el caso
del problema de regulacién de dos variables (tasa de crecimiento y oxigeno
disuelto) en el contexto de cultivos multi-sustrato. Con el objetivo de evitar
los problemas asociados a la falta de oxigeno, se propuso un algoritmo auxi-
liar que realiza la adaptacion de un parametro o referencia del controlador
de alimentacion en un valor tan proximo al deseado como sea posible pero
compatible con el valor de oxigeno disuelto critico del cultivo. En el ultimo
capitulo se estudiaron leyes de alimentacién exponencial con el objetivo de
regular el crecimiento en un proceso multi-sustrato con cinética aditiva. Se
propusieron leyes de alimentacion basadas en la medicion de biomasa que
incluyen un término de realimentacién del error de regulacién de pu.

Una conclusién general es que la utilizacién de técnicas conmutadas,
en particular modos deslizantes, permite resolver de manera robusta dife-
rentes problemas con alto grado de incertidumbre. En esta Tesis, esto se
corroboré respecto al modelo de p tanto en el disenio de observadores como
en el algoritmo de adaptaciéon para cultivos aerébicos, el cual sélo requiere
medicion en linea del oxigeno disuelto.

Ademas, de los desarrollos presentados pueden extraerse las siguientes
conclusiones:
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= Se demostro la factibilidad de estimar variables importantes como la

concentracion de biomasa y su tasa de crecimiento en procesos de
producciéon con cinética tipo Luedeking y Piret, el cual es uno de
los modelos més importantes para representar la dinamica de la for-
maciéon de productos. Los observadores presentados en el Capitulo 3
tienen como principal ventaja la robustez con respecto al modelo de
iy presentan ademas dindamica reducida en el error de estimacion.
También se concluyo6 que en caso de un proceso semi-continuo o conti-
nuo, el término de dilucién ayuda a acelerar la convergencia del error
de estimaciéon. De esta manera, los observadores resultan aplicables a
los otros modos de operacion.

Los algoritmos fueron aplicados a un proceso de produccion de hidro-
geno con bacterias fotosintéticas demostrando la potencial aplicacién
de monitoreo para estos procesos los cuales, actualmente, se encuen-
tran en fase de investigacién y desarrollo.

La estimacién de multiples tasas de consumo y produccion de sus-
tancias puede ser realizada con un observador de modo deslizante de
segundo orden. En comparacion con otras estrategias, como los obser-
vadores de alta ganancia, se obtuvo en general mejor desempeno. En
particular el observador propuesto no agrega dindamica adicional dado
que permite obtener convergencia en tiempo finito. Esta caracteristi-
ca es relevante a la hora de incorporar las estimaciones en sistemas
de lazo cerrado. El observador presentado sélo requiere conocer una
cota de la tasa de cambio maxima de las variables a estimar. Esto no
representa un mayor problema dado que en general se conoce cierta
informacion del proceso a monitorear.

Los problemas de interaccién de lazos de control en procesos aerdbi-
cos producidos por falta de oxigeno pueden ser evitados manejando
apropiadamente las leyes de alimentacion de sustratos. El algoritmo
presentado en el Capitulo 5 puede aplicarse en los lazos de alimen-
tacion tipicamente utilizados en los procesos semi-continuos sin in-
troducir mayores modificaciones. De hecho, se aplicd en los casos de
lazo abierto con flujo exponencial precalculado y lazo cerrado con flu-
jo proporcional a la biomasa manipulando las referencias inicamente
en los momentos necesarios y sin agregar mediciones adicionales. Su
estructura en forma de bloque auxiliar brinda una clara ventaja de
implementacién y el hecho de que sélo se activa en los periodos de
tiempo requeridos hace que el algoritmo no interfiera en la operacion
normal del proceso. La propuesta también demostré utilidad en ca-
so de una reduccién parcial de la transferencia de oxigeno, evitando
transitorios indeseados y la acumulacién de sustratos en el medio de
cultivo.



121

= Un desafio importante en los procesos alimentados con dos sustratos
es el de definir un perfil de alimentacion adecuado. En el Capitulo
6 se presentaron leyes basadas en realimentacién de biomasa y una
estimacién de la tasa de crecimiento con el objetivo de regular el cre-
cimiento en cada sustrato. Cuando sélo se dispone de medicién de
la concentracion de biomasa, si bien no se puede garantizar que las
tasas individuales alcancen un determinado valor, es posible alcan-
zar la tasa de crecimiento neta deseada incorporando un término de
correccién adecuado. En la propuesta realizada, la incorporacion de
una realimentacién de p adicional permite aumentar la velocidad de
convergencia respecto a leyes de alimentacion exponenciales anterio-
res. También se analizé el caso en el que existe inhibicién competitiva
entre los sustratos, donde se concluyé que es factible aplicar las leyes
de alimentacion proporcionales a la biomasa en este tipo de procesos.

A partir de estas apreciaciones, se consideran los siguientes trabajos
futuros:

= Diseno de observadores para procesos con cinética Luedeking y Piret
agregando robustez respecto a los parametros del modelo. En los ob-
servadores presentados en el Capitulo 3, la tnica variable medida es
la concentracién de producto. Puede explorarse la idea de incorporar
informacion de mediciones esporadicas obtenidas durante el transcur-
so del cultivo, por ejemplo mediciones de biomasa obtenidas fuera de
linea.

= En el observador por modo deslizante de segundo orden presentado en
el Capitulo 4, es interesante estudiar el efecto introducido por errores
en el modelizado de la matriz K; y cémo puede mejorarse la esti-
macién de las tasas especificas ante esos errores. Recientemente, se
han publicado estrategias que utilizan informacién obtenida en suce-
sivos cultivos para mejorar la estimacion que se tiene de esta matriz.
También es relevante estudiar la relacion entre los parametros del ob-
servador y su desempeno en casos de ruido e incertidumbre de los
parametros.

= El observador de multiples tasas de reaccién puede ser utilizado para
control del proceso. Una posible tarea es la de estudiar valores de re-
ferencia para esas tasas, y luego disenar controladores que aprovechen
las estimaciones obtenidas.

= En el Capitulo 5 se abordé el problema de evitar la insuficiencia de
un sustrato esencial para el crecimiento celular. En otros casos, la au-
sencia o exceso de otras sustancias, como pueden ser los subproductos
del metabolismo, podrian tener un efecto inhibitorio en el crecimiento.
Esto a su vez generaria problemas en la regulacién de la fase expo-
nencial. Una posible extensién consiste en aplicar lazos auxiliares por
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modo deslizante con cotas inferiores y superiores sobre la concentra-
cion de esas sustancias. De esta manera, seria posible garantizar que el
efecto inhibitorio sea eliminado o al menos sustancialmente reducido.

Extension de las leyes de alimentacion multi-sustrato presentadas en
el Capitulo 6 a casos con cinética de crecimiento multiplicativa y me-
jorada. En el desarrollo se consideraron modelos dinamicos con tasa
de crecimiento de la forma g = p; + p12. Dado que los procesos multi-
sustrato son de creciente interés industrial, puede considerarse realizar
la extensién al caso multiplicativo (para dos sustratos esenciales) y al
caso en el que existen dos caminos metabdlicos (crecimiento aumen-
tado en presencia de un segundo sustrato).



Apéndice A

Analisis de una condicion de
observabilidad no lineal

A.1. Definiciones
Counsidérese un sistema no lineal de la forma

z = f(z), (A.1la)
y = h(z), (A.1b)

donde zT € R™ es el vector de estados, zg = z(0) la condicién inicial e y € R
la salida disponible. El campo vectorial f(-) se asume suave en un abierto
de R".

Se denota y(0 : T') a la trayectoria de salida obtenida en el intervalo de
tiempo [0, 7], esto es el mapa t — y(t) en 0 < ¢t < T. El sistema (A.la)-
(A.1b) es observable en el intervalo [0, 7] si el mapa desde el estado inicial
(z0) ala trayectoria y(0,7T") es uno a uno. El sistema es localmente observable
en [0,T] si este mapa es uno a uno localmente. El sistema es localmente
observable en tiempo corto (del inglés short time locally observable) si el
mapa es uno a uno localmente para todo 7' > 0 [147]. Corresponde aclarar
que el hecho de que el mapa sea uno a uno localmente significa que para cada
z( existe un entorno U(zg) tal que si z; € U(zg), entonces la salida obtenida
desde zy y z; son diferentes. Esta propiedad de observabilidad puede ser
estudiada utilizando un enfoque geométrico. El concepto fundamental es
el de codistribucién de observabilidad [148]. Para describir este concepto
se utilizard la siguiente notacién. La derivada Lie de una funcién h en la
direccion del campo f se define como

Lih =<dh, f>. (A.2)
En esta expresion, dh es el diferencial (gradiente) de la funcién h, es decir el
vector fila de (1 xn) dh = [g—h, e ;—h] mientras que < -, - > representa
21 Zn
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el producto interno. Asi

= Oh

i=1 0z;

<dh, f >= fi- (A.3)

El célculo de derivadas de orden superior puede hacerse iterativamente me-
diante la expresién Lh =< dL?c_lh, f > con L¢h = h [119].

Definicién A.1 (Condicién de rango de observabilidad) El sistema no
lineal (A.1a)-(A.1b) satisface la condicion de rango de observabilidad si el
conjunto

{dh,dLgh, ... ,dL5h} (A.4)

contiene n covectores linealmente independientes para algin k = 0.

El conjunto de covectores (A.4) estd formado por elementos de la denomina-
da codistribucion de observabilidad la cual, en cada valor del estado, genera
el espacio

spcm{dL?ch(z),j > 0}. (A.5)

Nétese que si el conjunto (A.4) tiene n covectores linealmente indepen-
dientes, el espacio generado en (A.5) es de dimensién n. De hecho, esos
covectores linealmente independientes forman una base para la codistri-
bucién. Ademsds, el espacio generado en (A.5) puede entenderse como la
generalizacion a sistemas no lineales del espacio generado por la matriz de
observabilidad de Kalman. La principal diferencia con los sistemas lineales
radica en que cuando los campos f y h son lineales, la dimensién del espacio
(A.5) queda determinada con derivadas Lie de hasta orden k =n — 1 (esto
es debido al teorema de Cayley-Hamilton). Por el contrario, en sistemas no
lineales puede requerirse tomar derivadas de orden superior. Finalmente,
cabe destacar que los conceptos ilustrados se pueden extender a mas de una
salida. En particular, si se tienen [ salidas, dL¢h representa los [ diferen-
ciales correspondientes a las derivadas de las [ salidas en la direcciéon del
campo f.

Teorema A.2 Suponiendo que el sistema (A.la)-(A.1b) satisface la con-
dicion de rango de observabilidad A.1, entonces el sistema es localmente
observable en tiempo corto.

La demostracién de este teorema puede verse en [149]. El resultado se
basa en probar condiciones para que exista un mapa inyectivo local entre el
estado y la salida.
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A.2. Analisis aplicado al proceso con pro-
duccién asociada

Un proceso por lotes con formacién de producto corresponde a un modelo
no lineal de la forma (A.1), donde el vector de estado 2”7 = (z s p)
de dimension n = 3 denota las concentraciones de biomasa, sustrato y
producto, respectivamente y la salida disponible es y(t) = p(t).

Para el calculo de los covectores del conjunto (A.4) se asume que la tasa
de crecimiento es funcién del sustrato limitante. Es decir:

o ou
oz 0. (A.6)
Esta hipdtesis no es restrictiva ya que incluye a todos los modelos donde
se representa p como funcién de s. En particular se incluyen los modelos
de Monod y Haldane, los cuales son ampliamente utilizados para describir
el crecimiento de diversos microorganismos en diversos sustratos. En caso
de considerar un modelo que dependa de otra variable, como puede ser la
biomasa (modelo de Contois, ec. (2.17)), debe tenerse en cuenta la derivada
parcial correspondiente para el cdlculo de los covectores.
Considerando y(t) = p y la expresion (A.6), se tienen las siguientes
expresiones para los covectores y derivadas Lie involucradas en el analisis:

dp=1[0 0 1], (A.7a)
Lgp = (ap+ Bz, (A.7b)
dLip = |au + a:cg—/; 0f, (A.7c)
2
_apx” dp
fp = (ap + B)px yx/s 25 (A.7d)
dLip = [hai1(z) haa(z) 0], (A.7e)
con
200pux Op
hai1(z) = (ap+ B)p — Yays 05" (A.8)
hoa(z) = 200 4 0l 08 (OB O (A.9)
3212) = ST 5 T os Ya/s 0s Fos2 |- :

Luego, los primeros elementos del conjunto (A.4) ordenados en forma ma-
tricial resultan

0 0 1
dp
dLsp ap+ ozxa—u 0

hgl (Z) th(Z) 0
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La condicién de menor orden para obtener rango completo en (A.10) es que
las tres primeras filas sean linealmente independientes. Esto es completar
el rango utilizando derivadas Lie de hasta orden £k = n — 1. En (A.10) se
observa que esta condicién ocurre cuando el menor inferior izquierdo es no
singular. Calculando el determinante correspondiente se obtiene la siguiente
expresion

0 ax [ou\? aux 0*

(@1 + 208+ 57) a—g + (ap —B) ™ (a_/:> — (ap +B) yf/s a—;; # 0.

(A.11)

Para analizar esta expresién puede considerarse que en caso de cinéticas cre-

cientes (por ejemplo: Monod, Tessier, entre otras), la primera derivada es

positiva y la segunda negativa. De esta manera, el primer y tercer sumando

resultan positivos. También se observa que el segundo término es negativo

cuando p(s) < B/a. Por esta razén, la desigualdad (A.11) no puede garan-

tizarse a priori sobre todo el plano (z,s). No obstante el resultado puede
ser evaluado en la regién del espacio de estados de interés.

El hecho de que las derivadas parciales de la tasa de crecimiento ten-
gan signo definido puede utilizarse para analizar por regiones casos mas
complejos. En la siguiente seccion se presentan condiciones suficientes pa-
ra satisfacer rango completo en la codistribucion de observabilidad para
cultivos semi-continuos multi-sustrato.

A.3. Condiciones de observabilidad de culti-

vos semi-continuos multi-sustrato

Los siguientes resultados de observabilidad de estados, en el sentido de
la definicion introducida en la seccion A.1, fueron obtenidos para culti-
vos multi-sustrato con tasa de crecimiento aditiva. Estos resultados son de
utilidad para establecer relaciones entre los parametros del proceso y la
condicién de rango de observabilidad. Las expresiones obtenidas involucran
a las tasas de crecimiento individuales y sus derivadas parciales. Si bien
se obtienen expresiones algebraicas, muchas de estas pueden ser evaluadas
facilmente para modelos de tasa de crecimiento tipicos como Monod y Hal-
dane.

Nuevamente se considera el proceso estudiado en el Capitulo 6

T = pxr —xDy — xDs, (A.12a)
$1 = —012 + (Stin — 51)D1 — 51Ds, (A.12b)
Sg = —02x — S9D1 + (Sain, — 52) D, (A.12¢)
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con entradas D; = F;/v y cinética de crecimiento descripta por

p(s1,82) = pa(s1) + pa(s2), (A.13a)
Ui(Sl,SQ) = %, (Algb)

y se analiza el rango de la codistribucién de observabilidad (A.5). En este
caso, el modelo (A.12) puede escribirse como un sistema no lineal afin en el
control

z=Ff(z)+ igi(z)Di, (A.14)

donde 27 = (x S1 82). Puede probarse que la codistribucién de observa-
bilidad para el sistema (A.14) queda descripta por

H = span{dLy, ... Ly, hi |1 <i<1,0<j, <mj, (A.15)

donde g, = f, h; es la salida i-ésima, [ el nimero de salidas y m el nimero
de entradas [150].

A continuacién se presentan resultados obtenidos para tres posibles sa-
lidas.

Resultado A.3 Dado el proceso (A.12)-(A.13) con medicion de biomasa y
un sustrato, una condicion suficiente de observabilidad local para el sustrato
no medido es

8/@
240 A.16
0, si la expresion (A.16) no se cumple,
82
0s5

Dem. Para el proceso (A.12)-(A.13) con las salidas y = (z, s1) se puede
construir la siguiente matriz

dz
O(z) = span | ds;
del‘
1 0 0 (A.18)
_gan |01 0
O, Ot

T T
881 882

Notese que las filas de esta matriz son elementos de la codistribuciéon (A.15).
Ademéds, puede verse facilmente que (A.18) tiene rango completo cuando
8/@

— . Al
83296 # 0 (A.19)
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Luego, si para un dado valor del estado la matriz O(zg) tiene rango com-
pleto, entonces dim H(zg) = 3. Por lo tanto, el proceso resulta localmente
observable si la ec. (A.19) se cumple. Dado que se asume que la concentra-
cién de biomasa es positiva, la ec. (A.19) implica el resultado (A.16). La
demostracion del resultado (A.17) sigue el mismo argumento con dL, Lz
como ultima fila de (A.18). La expresion de este diferencial puede encon-
trarse al final de esta seccién. |

Los resultados anteriores pueden ser interpretados para diferentes mo-
delos de crecimiento. En particular, cuando ps es un término Monod
(A.20)

52

Ho = Mmazma

la interpretacion fisica de la expresion (A.16) es que sq es localmente obser-
vable si su concentracion no se encuentra en exceso. El resultado descripto
en (A.16) es una condicion suficiente. Para el caso en que la derivada parcial
de la tasa de crecimiento con respecto al sustrato no medido es cero, puede
considerarse la expresion (A.17). Tal es el caso del modelo de Haldane en el
punto donde la tasa de crecimiento es méaxima. Nétese que en este ultimo
caso el resultado es dependiente de una de las entradas.

Resultado A.4 Dado el bioproceso (A.12)-(A.13) con medicion de un sus-
trato, una condicion suficiente para observabilidad local de las concentracio-
nes no medidas es

1T Ofto
TRz Ly, A21
Y1 0sy ( )
0, 8i Oa/0ss se anula,
o2
e K ) (A.22)
Y1 Y2 0s;

Dem. Se considera el modelo (A.12) con el vector de salida y = s;. Utili-
zando el diferencial de la salida disponible y dos derivadas Lie en la direccién
de f se obtiene la siguiente matriz

d81
O(z) = span | dLysy
dL?:Sl
0 1 0 (A.23)
e _wom
= span Y1 Y1 051
[1Z Ofto
a3y a32 - A
Y1 05y

En la tercer columna de (A.23) se ve facilmente que la matriz tiene rango
completo cuando se cumple la ec. (A.21). Luego, en esos puntos, la condicién
de rango se cumple y los estados no medidos son localmente observables.
La ec. (A.22) se obtiene con el mismo anélisis pero empleando dLjisl como

ultima fila de (A.23). [
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El resultado (A.21) se traduce en consumo del sustrato medido (es decir
pix/y; > 0) y, al igual que en la ec. (A.16), se requiere sensibilidad de p
con respecto al sustrato no medido. De acuerdo con el modelo (A.12), si el
sustrato medido es consumido, la biomasa aparece en la derivada de s;. A
su vez, si se alcanza una estimacion de la concentracion de microorganismo,
se tiene informacién acerca de s, en la dindmica de biomasa (ver (A.12a)).

En cuanto al modelo de ps, si se trata de un término Monod la condicién
de observabilidad puede analizarse con ec. (A.21) de donde se concluye
nuevamente que s, no debe estar en exceso para que se cumpla la condicion.
Si p9 es un término Haldane, la condicién de observabilidad para todo sy #
s5 se verifica con la ec. (A.21) mientras que para el valor de sustrato al cual
la tasa de crecimiento es maxima, sy = sj, se satisface la condicién (A.22).

Resultado A.5 Dado el bioproceso (A.12)-(A.13) con medicion de bioma-
sa, una condicion suficiente para observabilidad local de los sustratos es que

Opi 0% pu; Oy 0% pui
i — ) 4 LI A.24
0s; 0s3 (Stin = 5i) + 0sj 0s? 7 (A.24)

para i,j € {1,2} 1 # j o, si las derivadas parciales O;/0s; se anulan,

%y 0% o
0s? 0s2

5189 # 0. (A.25)

Dem. En este caso, para la salida y = x se consideran dos derivadas Lie
de elementos del espacio H

dx
O(z) = span | dLsx
dngLfZL‘
10 0 (A.26)
_ Opr g
= span 25, T 25, x|,
a3 a32 a33

donde agy es la k-ésima componente de dL,;Lsr. La matriz (A.26) tiene
rango completo cuando la submatriz

O, Ok,
ds1 0sy (A.27)
az2 as3

es no singular. Si la matriz O(zg) tiene rango completo, entonces dimH (zp) =
0 0
3. De (A.27) la condicién a analizar resulta %0,33 — a—magg # 0. La ex-
S1 So
presion (A.24) se obtiene de evaluar esta condicién. El resultado (A.25) se
determina con el mismo procedimiento pero utilizando dLg Lyx y dLgoLx

como las dos tltimas filas de (A.26). [
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La condicién de observabilidad local de los sustratos fue analizada para
combinaciones de modelos Monod y Haldane haciendo uso del Resultado
A.5. En este caso los resultados presentados son dependientes de los vec-
tores de entrada. Nétese también que los dos términos de (A.24) consisten
en productos de la primer y segunda derivada de p;. En la Figura A.la se
Opi 0% i
aSZ‘ 65?
se consideran términos Monod para jiy y pe, la expresion (A.24) es negativa
para todo (s1,s2) en la regién de interés. Luego los sustratos resultan lo-
calmente observables. Si un término corresponde al modelo de Haldane, el
argumento previo es vélido en los intervalos (0, s7] ¥ [sip, S(iyin), donde sy,
es el valor de sustrato para el cual la segunda derivada cambia de valores
negativos a positivos. El modelo de Haldane y las derivadas involucradas en
el andlisis se presentan en la Figura A.1b. Puede verse que en el intervalo
(s, sip), la primera y segunda derivadas de la expresion de Haldane son
negativas. Luego, analizando el signo de cada término que compone (A.24)
se ve que la condicion puede anularse para ciertos valores del estado. Por
lo tanto, la condicién (A.24) debe evaluarse numéricamente en esta region.
Si 1 v pe son términos Haldane, el andlisis previo puede extenderse y la
region donde se requiere evaluaciéon numeérica resulta:

aprecia que para el modelo de Monod >0y < 0. Por lo tanto, si

Ry ={s1 ¢ (Sfaslp)asg <8 < S2p}7
Ry = {s9 ¢ (55, 59),8] <s1<S1p}

La Figura A.2 presenta la evaluacién numérica de la expresion (A.24) para
el caso de dos modelos Haldane. Los parametros utilizados son kg = 0,5
g/L, ki =20g/Lypu,=1h"t[151]. A izquierda se presenta la evaluacién
de (A.24) para (i,j) = (2,1) mientras que en la derecha se observan los
puntos en los cuales las dos expresiones definidas por (A.24) se anulan.
Como puede verse, las condiciones se cumplen en todo sq, s fuera de Ry y
R5. De esta manera, la condiciéon debe evaluarse solamente en Ry y Ry. En
particular, la condiciéon no se cumple sobre dos curvas. Sin embargo, ambas
condiciones fallan simultdneamente en los puntos (sf,s3) = (1,1) g/L y
(s1p, S2p) = (2,2) g/L. Dado que en (s}, s3) se cumple la expresién (A.25),
la condicién de rango queda probada para todo (s1, s2) excepto en el valor
de sustrato al cual ambas derivadas segundas de u; se anulan.

Cabe destacar que el analisis realizado para términos Monod se puede
extender a otras expresiones monoétonas. La incorporacién de términos de
competitividad (ec. (6.32)) o de inhibicién con el aumento de la concen-
tracion de biomasa (Modelo de Contois) puede ser tratado con la misma
metodologia.
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(a) Arriba: Modelo Monod (ec. (A.20)). Abajo: primera y segunda derivada de
la expresién (A.20) con respecto a s.

0 1 2 3 4 5

——d/ds mu(s)
== d?/ds? mu(s)

-0.5
0

si (9/L)
(b) Arriba: Modelo Haldane (ec. (2.12)). Abajo: primera y segunda derivada de
la expresién (2.12) con respecto a s.

Figura A.1: Tasas de crecimiento y sus derivadas parciales involucradas en
el analisis.
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ec. (A.24)
o
s2

s1

Figura A.2: Evaluacién numérica del Resultado A.5 para el caso Haldane-
Haldane. Izq: condicién (A.24) con (i,7) = (2,1). Der: puntos en los cuales
las condiciones (A.24) se anulan para (i,7) = (2,1) (linea roja), (i,j) =
(1,2) (linea azul a trazos).

Derivadas Lie y diferenciales de las salidas

Salida: biomasa

Lix = px (A.28)
a,ul a,ug
dLyr = —r —— A.29
fx (,U 881 . 882 x) ( )
Opi Op;
LyLir = —px + ani (Styin — Si) — :va—sjsj (A.30)
para i,j € {1,2} i # j.
O Opta g
—u + 8—81(511;2 81) — 826—32
Jp H1
dLglLf.Z' = —2.%'8—81 + :ca—s%(Slm — 81) (A?)l)
Opta 0 1ty




A.3. CONDICIONES DE OBSERVABILIDAD... 133
8/@ 8u1
s 089 (Sain 222) o1 081
a,ul H1
frm— _2 -_— ———
dLg Lz anI 2 x 357 o1 (A.32)
Opa 0%y
059 e 0s3 (52 52)
Salida: sustrato 1
Lysy = My (A.33)
n
dL;s, = (—ﬂ _zom o) (A.34)
d Y1 Y1 051
T T z\> 0
L2s, = fAT T <_) 1y o (A.35)
(7 (7 (1 0s1
J px Oty
L%s; = [ =— (L3 L? = A.36
s = (W) - (@gen) 200 (4.36)



134 APENDICE A. ANALISIS DE UNA CONDICION ...




Apéndice B

Regulacion de tasa de
crecimiento utilizando
medicion de biomasa y un
sustrato

Si se dispone de medicién de biomasa y uno de los sustratos (o cualquier
otra variable que permita distinguir una de las tasas de crecimiento en forma
individual), es posible realimentar una estimacion de p; y pe. Luego, pueden
aplicarse leyes exponenciales individuales. En [25] se propuso utilizar flujos
de la forma F; = A\;zv donde los \; incluyen un término proporcional e
integral. En el caso en que solo se considera accién proporcional no lineal
se tiene

/\i = )\ir (1 + f(ez)) ) (Bl)

con e; = u; — f; v f(e;) = tanh(e;). Luego, si se miden biomasa y un
sustrato, puede aplicarse el observador de multiples tasas presentado en el
Capitulo 4 sobre el subsistema

z:<é _10/y1 ) (303 2)(}’;1 ) —(D1+D2)z+<D1081m), (B.2)

donde z = [z,5]7, ay = [, )T y D; = F;/v. Nétese que en este caso

G =uxly
1 0
K, = ( 0 —1/y1 ), (B.3)

con lo cual se requiere conocer el rendimiento y;. De esta manera se obtienen
estimaciones de [i; y [i, las cuales se utilizan en la implementacion de (B.1).

A diferencia de la propuesta del Capitulo 6, en la expresién (B.1) se
utiliza informacién de las tasas de crecimiento individuales, lo que permite
una regulacién mas precisa en caso de incertidumbre en los parametros del
modelo. No obstante la implementacion de esta mejora requiere mediciones
adicionales, las cuales no siempre se encuentran disponibles.
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