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Abstract: This work presents a comparative analysis of three non-linear state observers applied to the
sulfate-reducing process by Desulfovibrio alaskensis 6SR in the presence and absence of Cr (VI). The
observers consist of a simple proportional (Obs.-1), proportional-integral (Obs.-2) and proportional-
integral-exponential (Obs.-proposed) feedback structure, which are evaluated at different initial
conditions. The observers are used to estimate the sulfate concentration and the hydrogen sulfide
concentration from the biomass concentration in the bioreactor. The performance of the observers is

evaluated in terms of the ITSE error indicator.

Keywords: Sulfate-reducing process, Desulfovibrio alaskensis 6SR, Modeling, Nonlinear observer,
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1. INTRODUCCION

Las bacterias sulfato-reductoras (BSR) son un grupo de
organismos de importancia econdmica, ambiental vy
biotecnoldgica (Rashamuse et al., 2007). Metabolizan la
materia organica en un entorno anaerdbico riguroso
utilizando sulfato como aceptor de electrones y generan
acetato y sulfuro de hidroégeno (S*, HS-, H.S) (Verma et al.,

2017, Mehta-Kolte et al., 2019), éste ultimo interactia
directamente con muchos metales pesados toxicos en medio
liquido, precipitandolos como sulfuros insolubles (Smith et
al., 2001). De esta manera, Desulfovibrioes el segundo
género que engloba el mayor nimero de especies dentro de
este grupo de bacterias, caracterizandose por bacterias Gram-
negativas (Crispim et al., 2018). Por otro lado, muchas
actividades antropogénicas depositan metales pesados al
ambiente con un impacto negativo. Para abatir el problema
de contaminacion del agua con metales pesados, el método
bioldégico usando BSR es prometedor para tratarlos los
efluentes antes de ser descargados a los cuerpos receptores de
agua (Hussain et al., 2016b). La resistencia de las BSR a
ciertos metales varia segin la especie y depende de la
concentracion del metal en solucién, que puede ser
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bacteriostatica o bactericida. Por lo que, las BSR juegan un
papel importante en el disefio de tecnologias de
biorremediacion (Ayansina et al., 2018). Por ejemplo, se ha
demostrado que las BSR también se utilizan para tratar
diversos contaminantes ambientales, tales como: metaloides,

sulfatos, alcanos y alquenos, hidrocarburos aliciclicos
(ciclohexano),  hidrocarburos  aromaticos  (benceno),
naftaleno, fenantreno, tolueno, xileno, etilbenceno, 2-
metilnaftaleno, y

compuestos nitroaromaticos (trinitrotolueno) (Hussain et al.,
2016a). Por lo que, en el disefio de biorreactores reductores
de sulfato se utiliza en biotecnologia ambiental, como
método de tratamiento de lixiviados de minas y aguas
residuales industriales (Alvarez et al., 2006). Lo anterior en
relacion con procesos biotecnologicos, en general por sus
ventajas econdémicas y simplicidad del cultivo (van den
Brand et al., 2015). En particular, para el proceso sulfato
reductor, sin embargo, debido a la naturaleza no lineal propia
de las BSR y las incertidumbres tipicas en el modelado del
proceso, se hace necesario el disefio de observadores de
estado, basicamente, para dos variables de interés:
concentraciones de sustancias (biomasa, sustratos, productos,
etc.) o velocidades de reaccion (de formacion o de consumo
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de sustancias) para disponer informacion valiosa acerca de lo
que esta sucediendo en el volumen de reaccion (medio de
cultivo). Con este conocimiento, una aplicacién importante es
para propdsitos de control de las variables del proceso. En
este sentido, considerando la disponibilidad de un modelo del
proceso a través de balances de materia, los
observadores son algoritmos basados en el conocimiento de
modelos que describen el comportamiento dinamico del
proceso y utilizan las medidas disponibles del proceso para
reconstruir las medidas faltantes (Corriou, 2018). Sirven
para estimar valores en tiempo real de sistemas en los que las
principales variables de estado son dificiles y costosas de
medir o no existen tales medidas por la falta de un sensor o
por su alto costo(V. Alcaraz-Gonzalez et al,
2005). Finalmente, en un sistema de control complejo real en
el que se dispone de un modelo del proceso, el disefio de
observadores es importante para la optimizacion del proceso,
mejorar la productividad y reproducibilidad del proceso.
Ademas, para el control de calidad, seguimiento del proceso
y para crear tecnologias robustas, flexibles y de amplia
aplicacion para la biotecnologia industrial.

Por tanto, este trabajo presenta un analisis comparativo de
tres observadores no lineales de estado aplicados al proceso
sulfato reductor en discontinuo, es decir, batch, en presencia
y ausencia de cromo hexavalente Cr(VI), utilizando la
bacteria sulfato reductora Desulfovibrio alaskensis 6SR. Los
observadores consisten en su estructura de una
retroalimentacion simple proporcional Obs.-1, proporcional-
integral Obs.-2, y proporcional-integral-exponencial Obs.-
propuesto, de la retroalimentacion de la biomasa medida, los
cuales son evaluados ante cambios en las condiciones
iniciales de la concentracion de biomasa en un +10% para
modelo del bioproceso sin presencia de Cr(VI) y con
presencia de éste. Los observadores se utilizaron para estimar
la concentracion de sulfato y la concentracion de sulfuro de
hidrégeno a partir de la concentracion de biomasa en el
biorreactor, esta medicion es de facil medicion e
implementacion en linea utilizando el sistema de PreSensM®
(Sensors Probes Transmitters Systems: Shake Flask Reader
for pH, DO, OUR and BM). El desempefio de los
observadores se evalud en término del indicador del error
ITSE.

2. METODOLOGIA

En general, en la Figura 1 se resume la metodologia utilizada
en este trabajo. Para mayores detalles el lector puede
consultar Pefia-Caballero et al., 2013, Pefia-Caballero et al.,
2016. Brevemente se describe a continuacion.
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Cultivos de D alsshens E54 on bote:
+ Concantracién de tiomass-C|

Fig. 1. Metodologia simplificada de cultivos de D. alaskensis
6SR y estimacion de estados: 1) cultivos en lote, 2) hallazgos
experimentales, 3) dinamica experimental del bioproceso, 4)
modelado, 5) cinéticas de crecimiento celular, 6) estimacion
de parametros, 7) modelo fenomenologico y 8) diserio de
observadores para estimar los estados del proceso. Las
condiciones de operacion del biorreactor son tales que

el mezclado es perfecto (suposicion).

2.1 Cultivos de Desulfovibrio alaskensis 6SR

La bacteria sulfato reductora Desulfovibrio alaskensis 6SR se
cultivod en sistemas en lote con medio de cultivo Postgate C
modificado utilizando el sistema SFR vario v2: Shake Flask
Reader for pH, DO, OD, OUR and BM de PreSens-GmbHMR
(Germany) para medir en linea la concentracion de biomasa,
el sulfuro se midié de acuerdo con (Cord-Ruwisch, R. 1985).
Los cultivos en presencia de Cr(VI) se suplementaron con 10
mg/L utilizando una solucién de trabajo de dicromato de
potasio (K,Cr,0, (Sigma)) para cinco repeticiones del
proceso en lote.

2.2 Modelado del proceso sulfato reductor

Al aplicar un balance de materia sobre el biorreactor en lote
(por simplicidad y facilidad de operacién) se obtuvo el
siguiente modelo en ecuaciones diferenciales:

Concentracion de biomasa C }( con i = controly Cr(VI):
dCx _ Ry Cikg..(1
7t — v Gxka-(

Concentracion de sulfato (- reactivo) y sulfuro (+ producto)

C]-i con j = SO y H,S, respectivamente. — y + significa,
respectivamente, consumo y produccion.

G _ 4y, 5

a = iy

Donde las R} = /J(')VCji son las velocidades de reaccion

volumétricas para el sustrato (-SOZ™) y para el producto
(+H,S).

El modelo con las Ecs. (1) y (2), para el balance de masa en
la fase liquida, son equivalentes en estructura para el caso de
usencia y presencia de cromo hexavalente, es decir, son
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diferentes tinicamente en sus parametros cinéticos (Yy,; y en
u()). Estos son modelos son no estructurados y no
segregados, con la biomasa representada con Ia
concentracion total, es decir, en los modelos, las reacciones
dependen solamente de las condiciones macroscopicas en la
fase liquida del volumen de reaccion del biorreactor.
Finalmente, se supone que los modelos empiricos propuestos
representan una buena aproximacion para el cultivo sulfato
reductor para efecto de disefio de estrategias de estimacion y
control.

Para propositos de analisis matematico en este trabajo se
considera el modelo en expresiones (1) y (2) a su
representacion matricial como sigue,

dx

x=—=f(x)..(3
— = (0. C
donde:
i i i T . dx . .0 . T
x = [CB( Céof‘ Cﬁfzs] » X == [CX Csoz- CHZS] y
— B _ ¢ Rso3- Riy s]
fex) = [V Cea Yy 503~ =0 Vs =2

respectivamente, vector de estados, derivadas de los estados
y cinéticas de reaccion.

2.3 Diserio de los observadores

Para el disefio de los observadores considere la estructura
basica del observador en la Ec. (4) con una copia del modelo
del proceso sulfato reductor en la forma de la Ec. (3)

£=fR)+Y(EG).. (4

Donde f(%)es el término relacionado con la copia del
modelo, W(¢&,G) es el término relacionado con el error & =
variable real — variable estimada, y G es la matriz de
ganancias del observador. Ahora, inspirado en el trabajo
(Grijalva-Hernandez et al., 2018), el sistema en la Ec. (5) es
un observador de estado para el sistema en la Ec. (3)

2=f@) +y, [+ 26 +7,). (5

con las ganancias y; > 0yy, >0

En este trabajo se propone el término ® (&, G) de la siguiente
forma kexp(—k,&) + fot &dt para el disefio de un
observador con estructura proporcional-integral-exponencial
de la retroalimentacion de la biomasa medida. Ademas, para
propositos de comparacion ®(¢,G) = fot &dt estructura de
una retroalimentacion proporcional-integral y también un
observador tnicamente con el término proporcional del error
(observador clasico de Luenberger).

Prueba de convergencia de la dindmica del error &

Para probar la convergencia de la dinamica del error, &, de
los observadores, considere el procedimiento en el apéndice
A. Después de aplicar el procedimiento del apéndice A para
cada observador, se llega a las ecuaciones para la dinamica
del error y su solucion para £(s) (Tabla I). Las pruebas de
convergencia muestran que para los tres observadores el
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lirr(}llxslllla?sll_1 <1 o para el domino del tiempo, t,
S—

gimllxtlllly?tll_1 < 1. La convergencia del error a cero se
—00

puede lograr mediante la seleccionar a prueba y error las
ganancias.

Tabla 1. Observadores

Observadores Ec. para la dindmica del error
Obs.-1 IEl < —n, €l
(Luenberger)
ObS.-Z bl| £ < — + t dt
(Grijalva-Hernandez £ <= {”S(” fo Il }
et al., 2018)
Obs.-propuesto c”f” < -1 {”f” _
(En este trabajo) :
kaexp(—k,€) + [, ¢l de}

Soluciones paraa, by c:

limlx (RN < limls +y;]ls + 1,17 < 1=

lim xSRI < Lo parat Jim [ZONIZEOI < 1

Pim|x ()N < lim(s? +yys +5s][s> + s +s]7H < 1=
lim xSRI < Toparat Jim [ZONIZEOI < 1

o i ~ 1 . 2 _ Skl 2
lim il () 12~ < lim [s2 + 7,5 + 7, — 22 52 +

skq ]_1 i o -1
— < <
yistv, e 1= £1_)1101||x5||||x5|| <loparat

lim RO < 1

3. RESULTADOS

3.1 Modelado del proceso sulfato reductor

Para probar el desempefio de los observadores Obs.-1, Obs.-2
y Obs.-propuesto (Tabla 1), se modelé un proceso sulfato
reductor en ausencia y presencia del cromo hexavalente
Cr(VI) por la importancia de las bacterias sulfato reductoras
para el disefio de tecnologias alternativas para reducir Cr(VI)
a Cr(Ill) con sulfuro de hidrégeno y por su uso en la
remocion de otros metales pesados. La Figura 2 muestra las
concentraciones experimentales de biomasa, sulfato y sulfuro
de hidrégeno en ausencia y presencia del metal. Para el
cultivo control, es decir, sin presencia de Cr(VI) se observa
un consumo de sulfato del 75% con respecto a Ia
concentracion inicial, en contraste con un consumo del 60%
del cultivo con presencia del metal (Figura 2b). En el proceso
de bioconversion la oxidacion de lactato a acetato se verifica
paralelamente con la reduccion del sulfato a sulfuro de
hidroégeno. Se observo una concentracion de 520 mg/L y 450
mg/L de sulfuro de hidrogeno en la fase acuosa para los
cultivos control 'y suplementados con el metal,
respectivamente 2(Figura c). El diagrama simplificado del
proceso se resume en la Figura 2d. Las concentraciones altas
de sulfuro de hidrégeno en los cultivos inhiben el crecimiento
celular (>400 mg/L). En ambos cultivos se observd la
formacion de una biopelicula. Esta es utilizada por las células
para embeberse y protegerse del acido (ver Figura 3).
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Con. de biomasa [mg/l]
CC trol CC (V1)
X

0 50 100 150 0 50 100 150
Tiempo [h] Tiempo [h]

- 4|

Cr(V)
.Cls
»
S
S

Con. de sulfuro [mg/l]

P o S
0 50 100 150
Tiempo [h]

Fig. 2. Hallazgos experimentales de concentracion de:
biomasa (a), sulfato (b), sulfuro (c) y diagrama simplificado
del proceso (d) para un proceso sulfato reductor sin y con
presencia de cromo hexavalente Cr(VI), respectivamente,
color azul y color rojo.

ﬂ.
ra

V=005L

Medio de cultivo Posmte C
modificado
sin a)-c) y con Cr(Vi}-d)

Fig. 3. Proceso sulfato reductor para D. alaskensis 6SR:
inoculacion del medio Potsgate C a), cultivo con 30 h de
edad b), formacion del biopolimero en medio agotado c) y
cultivo con presencia de Cr(VI) con 10 mg/L en t=0 h.

Para modelar el proceso sobre la base de las observaciones
experimentales (Figura 2a-c), la cinética de crecimiento
celular se identific6 con cuatro modelos empiricos no
estructurados en funcién de las concentraciones de biomasa,
sulfato y sulfuro (ver Tabla 2). En la Figura 4 se muestran los
resultados del modelado del proceso sulfato reductor control
y con presencia del metal para las cinéticas propuestas en

funcion de sulfato y sulfuro, es decir, (CSCSZ"_"‘” cf,g;"ol) y

#(Cscgﬂ”,cf;(?)), respectivamente. Los pardmetros de los
4

modelos se reportan en las Tablas 3. Para el caso de las
cinéticas u(Ck, Céy,s) y 1(Céu,s) con i = controly Cr(VI),
datos no mostrados para los valores de los parametros.
Finalmente, el diagrama de fase muestra el estado inicial
(semejante) y final (diferentes) para los cultivos control y con
Cr(VI) contrasta el efecto del Cr(VI) sobre el crecimiento de
la bacteria (Figura 5).

Tabla 2. Expresiones empiricas para modelado de la
cinética de crecimiento celular de D. alaskensis 6SR.

Cinética Relacion Parametros
RX ( ) :u(')/numax = Tabla NO'
VC).( =u f (C;Igzn_trol) f(CIFI:g'ltrol) y/;)\]glg.
cr(vn cr(vn :
f (CSOZ* )f (CHzS )
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Control
u (Cfg;ltrol' Cg:gtrol) ngn_ To T?lbla 3
I K Control CControl Fgguras
max s02~ 7
Cg]gntrol n Y
C;ggntrol]
cr(v) ~crvi) cr(vi)
H (Csof‘ +Ca,s ) Csoz- [1 E?;&?ai
Hmax K;gg(_w) + chz(yl) 8 y 9
n
g
| G
u(Ck, C,flzs) cl B Csn,s " B
Hmax Ky + CL Cits i
- - o
”(CIEIZS) 1 Csu,s :

“ donde cada una de las funciones f;(-) € [0,1] modelan el
efecto de cada nutriente o/y producto sobre u(-) = tmaxfi ().

b)

n
o
3

S+ ——Modelo
X 200 1 e

Cc Vi)

Congol
¢} ® Csot

——Modelo
150 ®

- Cr(VI)
2 2000 ° csgi1

Control
CX
.

Con. de biomasa [mg/l]
D)
Con. de sulfato [mg/I]

[ 50 100 150 o 50 100 150
Tiempo [h]
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Control
= Cf

Cr(VI)
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2
»>
>
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C
]
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o
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»

Gontrol
A Cig

Control
>
Residuos

vy
m cf

Cis
5

Con. de sulfuro [mg/l]

0 ° oy
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Fig. 4. Hallazgos experimentales (marcadores) frente al
modelado del proceso (lineas) de las concentraciones de

biomasa (C}°del°, CCF(VI)), sulfato (Cg[oozdf']o C(r)(z\il) ) y sulfuro

de hidrogeno (CM°de1° CEZ(SVI)) en ausencia (color azul) y

(Cr(vD),

presencia (color rojo) de cromo hexavalente
respectivamente, a), b) y c¢), y d) residuos.
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Tabla 3. Parametros de los modelos

Resultados semejantes de los observadores se observan para
el modelado del proceso con las cinéticas u(C,‘(, CS‘HZS) y

Parametro Valor Valor Unidades )
Control! con Cr(VI)2 ,u(CS’H2 3) con i = controly Cr(VI) (resultado no mostrados
kg 0.0058 0.0092 mg/L en este trabajo).
Kso}‘ 1.6479e+03 | 2.4354e+03 mg/L
Yx/sog' 20.2596 14.6389 gX/gS03~ Tabla 4. Observadores
Yx/h,s 2.5690 1.7536 9X/gH,S Observadores () =f@ + 0, p) Ganancias de
Unax 0.0658 0.0758 1/h ®E,p)
Cis 584.0273 416.9185 mg/L Obs.-1 @, p) =nE@®) +72] y1=11/h
; 1.4262 0.7905 ' - v, =1mg/L
L - : - Obs.-2 t y, =151/h
@) =p e+ [sderp| | ra=19mg/
[
5000 - Estado inical Obs.- @, p) y1 =15 171
4000 bl t Y. =1mg/L
§ i i—; Cultivo con Cr(VI) propues © =71 f - klexp(—klf) k1 =2 L/mg
o (e : o imarin
8 2000 ' ' \
+ f &dt+ vy,
600~ 2

300 160

200 140

Con. de sulfuro Con. de biomasa
Fig. 5. Diagrama de fase del proceso sulfato reductor en
ausencia y presencia de cromo hexavalente.

3.2. Observadores

En la Tabla 4 se muestra la estructura de los observadores
con retroalimentacion  simple proporcional  Obs.-1,
proporcional-integral ~ Obs.-2, 'y  proporcional-integral-
exponencial Obs.-propuesto, de la retroalimentacion de la
biomasa medida con un rango en de la matriz de
observabilidad puntual de tres para los puntos de equilibrio,
xL, xl = [c;( Cfsoﬁ‘ C;IZS]T: L, xeCT(VI) _
[10.3.7 2021 415]7 y xSomtrol = [143.8 1323 524.8]" en
mg/L. La Figura 6 muestra la concentracion del sulfato y la
concentracion de sulfuro de hidrogeno estimadas por los
observadores y la concentracion de biomasa medida
considerando las mismas condiciones iniciales para el
modelo y los observadores. El indice de desempefio o
funcionamiento de la integral del tiempo multiplicada por el
error al cuadrado ITAE, (en inglés ITSE) (Figura 6d) indica
que el Obs.-1 es un buen (mejor) estimador de los estados a
partir de la concentracion de biomasa, en contraste con los
observadores Obs.-2 y Obs.-3 (ver Figura 6d). Pero, para el
caso con condiciones iniciales diferentes en un 10% del
valor de la concentracion nominal de biomasa del modelo
para los observadores, el Obs.-propuesto es el mejor
estimador (Figura 7). Un analisis numérico semejante de los
observadores para el caso de los cultivos con presencia de
Cr(VI) con las mismas condiciones iniciales para el modelo y
los observadores y una variacion del 10% de la concentracion
de la biomasa en los observadores (Figuras 8 y 9,
respectivamente). Nuevamente el mejor estimador de estados
es el Obs.-1 (Figura 8d) y finalmente, para condiciones
iniciales diferentes , el Obs.-3 el mejor estimador (Figura 9d).
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Fig. 6. Valores de concentracion de: biomasa (a), sulfato (b),
sulfuro (c) e ITSE (d) para el cultivo control con

%o = [€x(0), Cs-(0), Crys(0)]" = [€(0), Csp3-(0) , G5 ()] =
[102mg/L,5000 mg/L,57 mg/L]".

a) b)

——Modelo
= =Obs.-1
= =Obs.-2
— = Obs.-propuesto
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Fig. 7. Valores de concentracion de: biomasa (a), sulfato (b),
sulfuro (c) e ITSE (d) para el cultivo control con
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Fig. 8. Valores de concentracion de: biomasa (a), sulfato (b),
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Fig. 9. Valores de concentracion de: biomasa (a), sulfato (b),
sulfuro (c) e ITSE (d) para el cultivo con Cr(VI) con x, =

T
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4. CONCLUSIONES

En este trabajo se presentd un analisis comparativo de tres
observadores no lineales de estado: con retroalimentacion
simple proporcional, proporcional-integral, y proporcional-
integral-exponencial, aplicados al modelo proceso de
remocion de sulfato y produccion de sulfuro de hidrogeno
por D. alaskensis 6SR en ausencia (control) y presencia de
Cr(VI). Los observadores utilizados tuvieron una buena
estimacion de los estados del proceso de remocion de sulfato
ante condiciones iniciales iguales. No obstante, la estimacion
de los estados se afecta para una variacion de +10% en la
condicion inicial para la concentracion de biomasa.
Finalmente, la estimaciéon de sulfuro de hidrogeno en
procesos sulfato reductores es importante para fines de
control de sistemas de biorremediacion de efluentes con
presencia de Cr(VI) utilizando sulfuro de hidrégeno para
reducir Cr(VI) a Cr(IIl) u otros metales pesados.
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APENDICE A
Prueba de convergencia del error de observador. Considere el
sistema compacto (A1) que representa al sistema en la Ec. (3)
para el proceso sulfato reductor y el sistema en (A2) que
define al observador para el proceso en (Al)
x=f(x)..(A1
@) = fR) + 1l + PE,6) +y2].. (A2 ,
Ahora considere la dindmica del error, § = ¢y —Cy = x — &,
como sigue:

@ . 13

It =x—%.(

Al sustituir las Ecs. (Al y (A2 en (A3
d§

dt =f(x) = f(X) = 71§ = 1P, G) — 1y2.. (A4
Y considerando la desigualdad de Cauchy-Schwarz:

d$

dt
< FG) = FEN = vallSll = yallPCE, Ol = yay2.. (A5
Si ademas, se consideran las suposiciones: S1) || flx) —

f(f(t))” < FyS2)y,y, = F < o, Entonces la Ec. (A5 es,

1B < il — v lo . 6. as

Aplicando la transformada de Laplace a la desigualdad
diferencial en (A6

c{|G]} = e[|+ 1o o a7
Al desarrollar (A7, se tiene que,

sIEN = 1SN < =y, IS = v, 1P (s), DI (A8

(0]

SIX@I - s[I 2] — 1X @1 + 2]
< [IX®I + [|2]]
—ledixel = 2,6 (49
Y sin la perdida de generalidad con la condicion inicial nula
1X(0)] = ||)? (0)|| = 0 y Considerando que el término
(I)(llX(s) | — ||)?(S) ||, G) al desarrollar para la variable
medible y la estimada se tendra que CI>(||X I -
||)?(S)||, G) = (X)), 6) — CD(”X(S)”, G), entonces:
sIX@I - s||£()|
1 [1X®N = [®]] - @ UK I, 6)
+1,@([|£©)]l. 6).. (410
Y manipulando algebraicamente,

XSRS
<|s+v
<b(||)?<s>||,G)H (X)L
"TRel T T e | At

Por lo que en el limite de ||X(s)||/||Y(s)|| cuando de s - 0,
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. ~ -1
lim [1X ()| X

< lim [s +v,
5s—0

<I>(||)?(s)||,6)] [ <1>(||X(s)||,6)]‘1

Y 7”)?(5)” S+y, +v, 7”)((5)” <1..(A12
Consecuentemente,

: o(JX$)| 6) (X1, )]
sl‘i%[”“”l IO H IR
=1..(A13

Y -1

ImIXI[[£E] T < 1.. (414

o en el dominio del tiempo,
. T
lim IX@OIEO| < 1..(415
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