ESTIMACION DE TASA DE CRECIMIENTO EN UN PROCESO DE PRODUCCION
DE PHB

Jamilis, Martin; Garelli, Fabricio; De Battista, Hernan ; Mozumder, Md Salatul Islam

Grupo de Control Aplicado - Instituto LEICI, Dto. de Electrotecnia, Facultad de Ingenieria, UNLP.
Calle 48 y 116 s/n, La Plata, Buenos Aires.
martin.jamilis@ing.unlp.edu.ar

Palabras clave: bioprocesos, control, bioplasticos, observadores, PHB
INTRODUCCION

Nuevas alternativas a los plasticos sintéticos han sido materia de investigacién reciente como
es el caso de los biopolimeros [1]. Una de estas lineas apunta al uso de microorganismos
para producir materiales de facil degradacion a partir de residuos industriales como glicerol y
bagazo de cafia de azlcar. En particular es de interés la produccion de polyhydroxyalkanoatos
(PHA), poliésteres que pueden ser obtenidos e fermentaciones industriales [2, 3]. El Polyhy-
droxybutyrato (PHB) es un PHA que puede ser producido por la bacteria Cupriavidus necator
como producto intracelular, siendo totalmente biodegradable y biocompatible. La produccién
de PHB mediante C. necator se puede realizar en procesos fed-batch de dos etapas [4, 5].
La primer etapa del proceso, o fase de crecimiento, consiste en producir la mayor cantidad
de células posible. Debido a que el nitrogeno inhibe la produccién de PHB, poco producto es
obtenido en esta etapa. La segunda etapa, o fase de produccion, consiste en producir la mayor
cantidad de PHB posible mientras se mantiene constante la masa celular (biomasa residual).
Para alentar la produccion se somete a las bacterias a una hambruna de nitrégeno, es decir,
se quita la alimentacion de nitrégeno y se permite que este se agote. Cabe aclarar que la pro-
duccién en esta etapa es no asociada al crecimiento. El objetivo de cada etapa es maximizar
la productividad de crecimiento y de produccién de PHB.

A pesar de que a escala de laboratorio es posible identificar las concentraciones de sustrato
optimas, las incertidumbres en modelos y variabilidad en los metabolismos de los microorga-
nismos hace que muchas veces se operen los procesos en regimenes suboptimos o el proceso
se inestabilice [6]. Una solucion a estos problemas es operar al sistema mediante control de
lazo cerrado, lo que implica tener informacién on-line de las variables del proceso, en particular
de las tasas especificas de crecimiento y produccién, que son las que se interesan controlar
y optimizar. Como estas variables no se pueden medir con ningun sensor, es necesario esti-
marlas en base a la informacién disponible del proceso, por ejemplo mediante observadores
de estados.

En estudios previos sobre procesos de PHB se han propuesto observadores para estimar
concentraciones del proceso en base a mediciones de sustrato [7, 8, 9]. En [10] también se
estiman tasas de crecimiento a partir de mediciones de biomasa. En [11] se utiliza un filtro de
Kalman extendido para estimar varias concentraciones del proceso usando analisis de gases
de entrada, salida y disueltos. El inconveniente es que muchas veces se asume que se dispone
de sensores que no siempre estan disponibles en un laboratorio tipico. La medicién de sustrato
no siempre esta disponible, ademas se dificulta en procesos que usan desechos como fuente
de carbono. Por otra parte las mediciones on-line de biomasa se dificultan al trabajar con
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alta concentracion celular como en este caso, ya que no se puede medir densidad éptica. Se
pueden usar sensores capacitivos pero su costo es elevado, asi como el de los equipos de
analisis de gases.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de observadores de estados para estimar las tasas
de crecimiento en procesos de produccién de PHB utilizando la instrumentacién disponible en
un laboratorio standard. Se propone un esquema conmutado de dos observadores especifi-
camente disefados para procesos de producciéon de PHB de alta densidad celular. Durante
las primeras horas del proceso, cuando la densidad celular es baja, se utiliza un observador
exponencial basado la medida de densidad 6ptica. Una vez que esa medida deja de ser viable
por la alta densidad de células se cambia a un observador asintético que se basa en la medida
de concentracion de fuente de nitrégeno obtenida a partir del lazo de control de pH. Se debe
recordar que estos observadores se utilizan solo en la fase de crecimiento del proceso.

1. MODELO DEL PROCESO

El modelo dinamico que describe el proceso fed-batch de produccién de PHB mediante C.
Necator es el descripto por las ecuaciones (1) a (4) [12]. La nomenclatura del modelo se
describe en la tabla 1. EI PHB es un producto intracelular y forma parte de la biomasa total. En
este trabajo se llama biomasa residual a la porcion de biomasa que no constituye producto
(membrana celular, organelas, citoplasma) y es tenida como una variable independiente y
separada del producto.

X:(Mms +Mmp_D)X (1)
§= (B  Beyx DS 4 DS )
rs Yps
N = —WX — DN + 1D, Ny, (3)
P = (ups — y—p)X ~DP (4)
xp

Las variables de estado del proceso son las concentraciones de biomas residual, fuente de
carbono, fuente de nitrégeno y PHB, X, S, N y P respectivamente. Y las entradas de control
del sistema son las diluciones de carbono y nitrégeno definidascomo D = Fs/V'y D,, = F,,/V.
Las tasas especificas de crecimiento p., Y (., representan crecimiento en base a consumo de
fuente de carbono y PHB respectivamente. La tasa 1,5 €s la correspondiente a la produccion
del PHB en base a la fuente de carbono. Estas tasas dependen de las concentraciones de los
sustratos, biomasa residual y contenido intracelular de PHB [13, 14, 15, 16, 5]. El factor n tiene
en cuenta las pérdidas de fuente de nitrégeno en estado gaseoso. Este parametro es conocido
pero con cierta incertidumbre.

2. MATERIALES Y MEDIDAS DISPONIBLES

Los experimentos mostrados en este trabajo se realizaron en el Flemish Institute for Tech-
nological Research (VITO), Bélgica. Se dispuso de un bioreactor de 3 litros (Applikon Bio-
technology, the Netherlands), y un sistema de control EZ-control (Applikon Biotechnology, the
Netherlands) para adquisicién de datos, monitoreo y control. Las variables medidas on-line
son el pH (AppliSens, The Netherlands, modelo Z001023551) y densidad éptica (OD) (Optek-
Danulat GmbH, Germany, modelo ASD19-N-EB-01). La medida de biomasa dada por la OD
es solamente valida hasta que se alcanza un valor de aproximadamente OD = 0,6 AU , ya que
en ese momento la medida satura por la opacidad del medio.
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Nombre Descripcion Unidades

X Concentracion de biomasa residual lg/1]
S Concentracién de fuente de carbono lg/1]
N Concentracion de fuente de nitrégeno [9/1]
P Concentracién de PHB [9/1]
Has Tasa especifica de crecimiento sobre fuente de carbono (R~
Hap Tasa especifica de crecimiento sobre PHB [h=1]
Hps Tasa especifica de produccion de PHB (R~
Yus Rendimiento de fuente de carbono a biomasa residual lg9/9]
Yap Rendimiento de PHB a biomasa lg9/9]
Yps Rendimiento de fuente de carbono a PHB lg9/9]
Yan Rendimiento de fuente de nitrégeno a biomasa residual l9/4]
F Caudal de fuente de carbono [1/h]
E, Caudal de fuente de nitrogeno [1/h]
V Volumen de medio liquido en el bioreactor []
Dy Dilucion debido a la fuente de carbono [h=1]
D, Dilucion debido a la fuente de nitrégeno (R~
D Dilucién total (Ds + D,,) [h=1]
Sin Concentracion de la fuente de carbono alimentada lg/1]
Nin Concentracion de la fuente de nitrogeno alimentada lg/1]
n Factor de correccion para la alimentacioén de nitrégeno

Cuadro 1: Nomenclatura de constantes y variables usadas en el modelo

Se dispone en el bioreactor de un lazo de control de pH que regula el mismo en un valor de 6.8
[4], para ello se dosifica una solucién de 20 %N H;OH para incrementarlo. La misma solucion
sirve de fuente de nitrégeno para el microorganismo. Se ha encontrado una fuerte correccién
entre la cantidad de solucién usada para regular el pH y la estequiométricamente necesaria
para producir el acumulado de células [4]. Esto quiere decir que mientras se mantiene el pH
constante también lo hace la concentracién de nitrégeno.

3. OBSERVADORES DE TASA DE CRECIMIENTO

En esta seccion se presentan las ecuaciones finales de los observadores propuestos, para un
analisis detallado referirse a [17].

Se propone un esquema conmutado de dos observadores para estimar la tasa especifica de
crecimiento. La primer hipétesis es que, dadas las condiciones de medio rico en nitrégeno
de la etapa de crecimiento, la generacion de producto es practicamente nula, por lo tanto
tps = Hzp. Cada observador entra en funcionamiento dependiendo de la concentracion de
biomasaresidual que en ese momento haya en el bioreactor. Primero se plantea un observador
exponencial que hace uso de la medida on-line de biomasa residual y es usado cuando la
concentraciéon de la misma es baja. Una vez que la concentracion crece y la medida deja de
ser viable, se hace uso de un observador asintético hasta que termina la etapa de crecimiento.
Para el planteo del observador asintético se usa la medida de concentracidn de nitrégeno que
se obtiene del lazo de control de pH. Dicha medida da un valor constante cuando el lazo de
pH funciona correctamente.

Las ecuaciones del observador exponencial son
X = jiuX — DX — k(X — X)X (5)
fie = k2(X — X)X (6)
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Donde X es la estimacion de la concentracién de biomasa residual y /i, es la estimacion de la
tasa de crecimiento total. k; and &, son las ganancias del observador, que deben ser ajustadas
de manera que se garantice estabilidad y una convergencia rapida. El propésito del observador
exponencial es hacer converger rapidamente la estimacion y dar una mejor condicion inicial al
observador asintotico, cuya convergencia es mas lenta.

Las ecuaciones del observador asintético son

2= —Di+ Dp,Nini (7)
~ DuNyn— DN
fo=—"7"= (8)

donde 7 es el valor esperado de n y z es un cambio de variables dado por:

z = X + N (9)
ymn
Este observador tiene una convergencia mas lenta que el asintético, que no se puede ajustar
por disefio. Sin embargo, dada una condicién inicial, el error de estimacién queda acotado al
error de la condicion inicial. Detalles del diseno de observadores asintoticos como el cambio
de variables anterior pueden consultarse en [18].

4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

En esta seccion se realiza la validacién experimental de los observadores. Se muestran resul-
tados para dos experimentos distintos. El cambio de un observador al otro se realiza cuando
la concentracion de biomasa residual alcanza los 7,67¢/1 (0.6 AU). Las Figuras 1ay 1b mues-
tran las tasas de crecimiento estimadas en cada experimento (experimentos 1y 2 respectiva-
mente). Para mostrar la robustez del observador asintético se utilizaron varios valores para el
parametro n, el nominal mas variaciones del 25 % La curva negra de cada grafico corresponde
a la estimacion de p,, cuando n esta en su valor nominal, las curvas roja y azul corresponden
a las estimaciones con variaciones de —25% y +25% en el coeficiente n, respectivamente.
Se incluye para comparar una referencia ruidosa para la tasa de crecimiento en color cian,
obtenida al derivar la medida de OD y reemplazar en la Ecuacién (1). La discrepancia entre la
referencia y las estimaciones en las ultimas horas de la etapa de crecimiento se debe a que el
sensor de OD satura y esa referencia deja de ser valida. Se puede observar en las figuras que
la estimacion dada por el observador exponencial converge rapidamente y no presenta varia-
ciones con el valor de . En el instante de cambio, marcado como t..:.cr, aparecen diferencias
en la estimacion dada por el observador asintético, sin embargo se puede ver que a medida
que pasa el tiempo las estimaciones se empiezan a acercar y converger al mismo valor.

Las Figuras 1c y 1d muestran las concentraciones de biomasa residual, glucosa, nitrégeno y
PHB para los experimentos 1y 2 respectivamente. Se puede notar también que la respuesta
del observador es satisfactoria a pesar de las variaciones en la concentracion de nitrogeno.

5. CONCLUSIONES

En este trabajo se propone un esquema conmutado de observadores para estimar la tasa es-
pecifica de crecimiento en procesos de produccion de PHB con alta concentracion celular en
un escenario real. Mediante resultado experimentales se validaron los observadores propues-
tos.

El observador exponencial, si bien no presenta novedad, es un ejemplo de como se puede
conseguir rapida convergencia en las primeras horas con un disefio simple. Ademas permi-
te aprovechar la medida de OD disponible mientras esta es valida. El observador asintético
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Figura 1: Resultados experimentales

propuesto es capaz de estimar la tasa de crecimiento sin medida de biomasa, la cual no esta
disponible en este caso. El mismo es robusto ante incertidumbre en el coeficiente de correccion
por pérdidas gaseosas 7 y a variaciones en la concentracion de nitrégeno. Su disefo es simple
y puede ser implementado con facilidad en cualquier controlador de laboratorio o industrial.

Las ideas presentadas en este trabajo dieron lugar a una publicacion en revista internacional
[17]: Specific growth rate observer for the growing phase of a Polyhydroxybutyrate production
process, Martin Jamilis, Fabricio Garelli, Md.Salatul Islam Mozumder, Eveline Volcke y Hernan
De Battista. Springer Berlin Heidelberg. 2015
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