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Resumen

El proceso de formacion de la bioscorodita es considerado como uno de los métodos
mas seguros para la inmovilizacién del arsénico y su disposicion. La formacion de este mineral
ha sido ampliamente estudiada, buscando mejorar € innovar el proceso para obtener mejores
rendimientos a menores costos de operacion. El analisis de este proceso contintia siendo un area
de interés, dado que es un proceso aplicable y escalable a nivel industrial para la remocion de
arsénico de aguas residuales. Esta tesis tiene como objetivo analizar los fendmenos
involucrados en la formacién de la bioscorodita, que incluyen la oxidacion de hierro y/o
arsénico, la precipitacion de arsénico en su estado de oxidacion As(V) y la cristalizacion de
bioscorodita. El primer capitulo proporciona los antecedentes de este trabajo, el segundo
capitulo muestra la justificacion de este trabajo, el tercer capitulo detalla los objetivos
establecidos, y el capitulo curto muestra los métodos empleados para analizar cada sistema. De
manera general se incluyen la construccion de modelos matematicos para cada caso: 1)
biooxidacion de hierro en condiciones de alta temperatura y pH acido; ii) biooxidacion de hierro
y arsénico por Acidianus brierleyi en condiciones extremas para la formacion de bioscorodita;
y iii) biooxidacién de hierro, precipitacion de arsénico y cristalizacion de escorodita en un
reactor neumatico. El capitulo cinco muestra los resultados con su respectiva discusion. Se
realizaron analisis de sensibilidad para los parametros cinéticos de cada modelo para determinar
los parametros que ejercen mayor influencia en las salidas del modelo. Los analisis realizados
por simulacion, incluyendo los andlisis de bifurcacion y estabilidad permitieron proveer un
panorama de la dinamica de cada sistema en regimenes batch y continuo, determinando
regiones factibles de operacion de los reactores para lograr mejores rendimientos. Finalmente,
el capitulo seis muestra las conclusiones del trabajo y las recomendaciones para la realizacion

de trabajos en el futuro.
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Abstract

Bioscorodite process formation is considered as one of the safest methods for the
immobilization of arsenic for its disposal. The formation of this mineral has been widely
studied, seeking to improve and innovate the process to obtain better yields at lower operating
costs. The analysis of this process continues to be an area of interest, since it is an applicable
and scalable process at an industrial level for the removal of arsenic from wastewater. This
thesis aims to analyze the phenomena involved in bioscorodite formation, which include the
oxidation of iron and/or arsenic, the precipitation of arsenic in its oxidation state As(V) and the
crystallization of bioscorodite. The first chapter provides the background, the second chapter
shows the justification, the third chapter details the objectives pursued, and the fourth chapter
shows the methods used to analyze each system. In a general way, the construction of
mathematical models for each case are included: 1) iron biooxidation under high temperature
and acid pH conditions; ii) iron and arsenic biooxidation by Acidianus brierleyi under extreme
conditions for bioscorodite formation; and iii) iron biooxidation, arsenic precipitation and
scorodite crystallization in a pneumatic reactor. Chapter fifth shows the results with their
respective discussion. Sensitivity analyses were performed for the kinetic parameters of each
model to determine the parameters that have the greatest influence on the model outputs. The
analyses performed by simulation, including the bifurcation and stability analyses, allowed to
provide an overview of the dynamics of each system in batch and continuous regimes,
determining feasible regions of operation of the reactors to achieve better yields. Finally,

chapter sixth shows the conclusions of the work and recommendations for future work.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Quimica del arsénico

El arsénico es un elemento que pertenece al grupo VA de la tabla periddica que es
clasificado quimicamente como un metaloide (semimetal), el cual es un material metalico de
color gris, fragil e insoluble en agua y ocupa el vigésimo lugar entre los elementos en
abundancia en la corteza terrestre (National Research Council, 1977). En la naturaleza, el
arsénico es encontrado principalmente en su forma de sulfuro en minerales complejos que
contienen plata, plomo, cobre, niquel, antimonio, cobalto y hierro (WHO, 2001). El arsénico
puede encontrarse en formas orgéanicas e inorgéanicas con estados de oxidacion de As* (arsina),
As® (arsénico), As’" (arsenito), As> (arsenato), aunque en el medio ambiente predominan las
formas As>" y As**. El arsénico es raramente encontrado en su forma elemental en la naturaleza
(ATSDR, 2007). El arsénico es uno de los principales constituyentes de mas de 200 especies
minerales, los cuales pueden ser clasificados en arsénico elemental, arsenitos (e.g. arsenolita,
claudetita), arsenatos (e.g. mimetita, escorodita, mansfieldita), sulfuros de arsénico (e.g.
arsenopirita, orpimento, realgar,), arseniuros (e.g. safflorita, sperrylita) y sulfosales de arsénico

(e.g. enargita, proustita) (National Research Council, 1977; O’Day, 2006).



Las especies de arsénico y su movilidad son dependientes del pH y el potencial redox
(Eh), y su toxicidad depende fuertemente de su union con elementos o ligandos (Henke and
Hutchinson, 2009). En aguas superficiales o subterraneas oxidantes (ambientes oxigenados), el
arsénico es encontrado principalmente como As>*. A valores de pH debajo de 2, el arsénico se
presenta como H3AsOys, sin embargo, en el rango de pH 2 a 11, el H3AsO4 puede disociarse
como H>AsOs y HAsO4*. En aguas subterraneas o hidrotermales con condiciones de baja
concentracion de oxigeno (condiciones reductoras/bajos valores de Eh), el arsénico puede
presentarse principalmente en su estado de oxidacion As*" como H3AsOs (WHO, 2001). Sin
embargo, en condiciones de pH mayor a 9, puede presentarse como H2AsO3", HAsO3?" y AsO3*

(Henke and Hutchinson, 2009).
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Figura 1. Diagrama potencial redox (Eh)-pH para especies de arsénico en medio acuoso a 25°C

y 1 bar de presion (Fuente: Henke and Hutchinson, 2009).



1.2. Contaminacién por arsénico y su impacto en la salud

El arsénico se encuentra en la atmosfera, en rocas, suelo, agua, sedimentos, aire y en
organismos. Estos compuestos pueden ser liberados al ambiente debido a causas naturales como
las actividades volcanicas y geotérmicas, la erosion de rocas y depositos minerales, y los
incendios forestales; asi como antropogénicas, entre las cuales destacan la fundicion de metales,
actividades de mineria, aplicacion de plaguicidas, combustion de madera, carbon y petrdleo,
disposicion e incineracion de desechos municipales (IARC, 2012; Cope, 2017; WHO, 2019).
Aunque el consumo de alimentos y medicamentos son fuentes de exposicion al arsénico (Roy
and Saha, 2002; WHO, 2019), el principal riesgo para la salud publica se origina en la
contaminacion de agua para consumo humano (WHO, 2011). En aguas subterraneas, las cuales
son fuente primaria de agua potable, las concentraciones de As pueden ser elevadas debido a
depositos sedimentarios y minerales provenientes de rocas volcéanicas (IARC, 2012; WHO,
2017). La calidad de estos recursos hidricos depende de la mineralogia y lixiviacion de
elementos toxicos provenientes de formaciones geologicas en los acuiferos, las condiciones
ambientales, asi como el impacto de las actividades humanas (Schwarzenbach et al. 2010). De
esta forma, el arsénico ha sido clasificado como uno de los 10 productos quimicos con mayor
y creciente importancia debido al riesgo que representa para la salud humana (WHO, 2017).

En 1993, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés) ha
recomendado una concentracion maxima de 10 pg L' de As en agua para consumo humano.
Este valor fue fijado debido a su relacion con el riesgo de la salud humana y las dificultades
practicas de su remocion, particularmente en cantidades pequefias (WHO, 2017). La
contaminacion en aguas subterraneas en algunas zonas de diversos paises puede alcanzar
concentraciones elevadas de arsénico (>10 pg L"), debido a la composicion natural del
sedimento del acuifero (Shaji et al. 2020). La presencia de As en agua para consumo humano

ha causado uno de los mayores problemas para la salud publica (Schwarzenbach et al. 2010).



Se estima que 1000 millones de personas estan expuestas al As en los alimentos y mas de 200
millones de personas ingieren arsénico en agua potable con concentraciones que exceden el
limite recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (Naujokas et al. 2013) (Tabla 1).
Los compuestos de As inorgédnico se pueden absorber mediante inhalacion, o ingestion y pueden
ser distribuidos hacia todos los érganos. Estos compuestos pueden causar cancer a través de la
exposicion a largo plazo (Hartwing and MAK Commission, 2016). Aunque los compuestos
pentavalentes y trivalentes son absorbidos rapidamente por el tracto gastrointestinal, los
compuestos de As** como: el trioxido de arsénico, As,Os, trifluoruro de arsénico, AsF3,
tricloruro de arsénico, AsClz y arsina, AsH3, son mas toxicos debido a su alta solubilidad
comparada con el As>* (Grund et al. 2008). La arsina es considerada la forma mas toxica de
arsénico, seguida por los arsenitos, arseniatos y los compuestos organicos de arsénico (WHO,
2017).

La ingesta de arsénico conlleva a la acumulacion del elemento en cabello, piel y ufias
(Roy and Saha, 2002; Naujokas et al. 2013; Hartwing and MAK Commission, 2016), lo cual
puede causar hiperqueratosis, hipertension, leucodermia, melanosis, disfunciones neurolégicas,
enfermedades cardiovasculares, bronquitis cronica, diabetes mellitus, entre otros efectos
(Grund et al. 2008; Schwarzenbach et al. 2010) (Figura 1). Adicionalmente, los compuestos de
arsénico pueden aumentar el riesgo de cancer de piel, pulmoén, vejiga, higado, prostata, etc.
(Naujokas et al. 2013; Young-Seoub et al. 2014, WHO, 2019). Debido a esta problematica,
surge la necesidad de desarrollar y aplicar tecnologias capaces de remover As y mejorar la

calidad del agua para consumo humano.



Tabla 1. Niveles de contaminacion por arsénico en distintos paises (Modificado de Shaji et al.

2020).

Pais Concentracion maxima (ng/L) Poblacion expuesta
Africa

Burkina Faso 1,630 560,000
Camerun 2,000 4000
Ghana 4,500 ND
Nigeria 750 ND
Asia

Bangladesh 4,730 85 millones
Burma 630 3.4 millones
Camboya 1,610 2.4 millones
China 2,000 19.6
India 3,880 50 millones
Japan 25,700 ND
Nepal 2,620 13 millones
Pakistan 2,580 13 millones
Rusia 360,000 ND
Australia y oceania

Vietnam 3,050 10 millones
Australia 300,000 1976
Guam 1,200 ND
Nueva Zelanda 8,500 1939
Europa

Francia 263 17,000
Alemania 550 ND
Italia 1,300 ND
Espafia 613 50,000
UK 355 ND
Norte América

Canada 100,000 ND
México 2,400 2 millones
USA 24,300 ND
América del Sur

Argentina 14,969 2 millones
Brazil 100,000 ND
Chile 27,000 500,000

ND: No disponible.



1.3 Arsénico en aguas residuales de la industria metalirgica

Las actividades de mineria extractiva (pirometalurgia e hidrometalurgia),
procesamiento de minerales o el drenaje de acidos procedentes de minas pueden liberar gran
cantidad de arsénico al ambiente. Algunos paises donde se ha observado contaminacién en
suelos debido a procesos de mineria son: Ghana, Zimbabue, Sudafrica, México, Canada y los
Estados Unidos de América (Bissen and Frimmel, 2003). Los procesos de hidrometalurgia
generan subproductos de arsénico. Por ejemplo, en el proceso de lixiviacion y biolixiviacion de
enargita se obtienen compuestos de arsénico en estados de oxidacion As(IIl) y As(V), los cuales
deben ser recuperados para su disposicion final. De los procesos de pirometalurgia se obtienen
metales de interés como Cu, Ni, Pb, Zn y Ca, aunque también se pueden obtener materiales
toxicos, como Sb, Hg y As, presentdndose este tltimo en forma de As>O3 o As»S3, los cuales
presentan un alta toxicidad y solubilidad en agua (Filippou and Demopoulos, 1997) en
comparacion con los compuestos de As(V).

Las técnicas desarrolladas para la inmovilizacion de arsénico son dependientes de las
especies de arsénico. Es por esto que en la mayoria de estos procedimientos, primero se
considera el cambio de estado de oxidacion de As(III) a su estado pentavalente, debido a que
As(V) presenta un mayor grado de remocidén (con mayor estabilidad) y es menos toxico
(Liévremont et al. 2009).

La oxidacion de As(IIT) a As(V) con oxigeno es una reaccidon que ocurre en el ambiente.
En condiciones de laboratorio, se ha observado que la reaccion ocurre a muy bajas velocidades
(Bissen and Frimmel, 2003). Otros agentes oxidantes fuertes como peréxido de hidrogeno,
ozono, hipoclorito, ferrato (Fe(VI)), permanganato, carbén activado, o mezcla de gases han sido
evaluados en la oxidacion de arsénico a su estado pentavalente. Algunos de estos agentes
oxidantes son utilizados en procesos industriales para la oxidacion de As(IIT) a As(V). También,

algunos de estos agentes oxidantes han sido evaluados empleando luz ultravioleta,



observandose resultados prometedores. Una de las principales desventajas en estos procesos
son los costos altos de los materiales (Nazari et al. 2016).

Una alternativa biologica a los procesos de oxidacion quimica antes mencionados, es la
biooxidacion, en la cual se emplean microorganismos para cambiar el estado de oxidacion del
compuesto toxico. Por ejemplo, en procesos de precipitacion de arsénico se ha estudiado la
oxidacion de Fe(Il) a Fe(Ill), el cual en presencia de As(V) puede precipitar en forma de
bioscorodita (Gonzalez-Contreras et al. 2009). Para estos procesos se ha empleado una amplia
gama de bacterias y arqueas, entre ellas Leptospirillum, Thiobacillus ferroxidans, L.
ferriphilum, Thiobacillus prosperous, Sulfolobales, entre otros (Johnson et al. 2012). En este
sentido, Okibe et al. (2014) ha evaluado la capacidad de Acidianus brierleyi para la oxidacion
simultdnea de Fe(Il) y As(III) en un mismo reactor para la precipitacion de As(V) como
bioscorodita, la cual es considerada como uno de los materiales mas seguros para disposicion

de arsénico.

1.4 Procedimientos de inmovilizacion de arsénico en la industria

metalargica

Las técnicas convencionales para la inmovilizacion de arsénico incluyen un conjunto de
procesos fisicoquimicos, entre los cuales se encuentran, los procesos de oxidacidon/reduccion,
en la cual se alteran los estados de oxidacidn, pero no se remueve el arsénico de la solucion.
Generalmente, estos procedimientos se usan como etapas previas de otros procesos. La
adsorcion e intercambio idnico son técnicas que emplean materiales solidos como flocs de
hidréxido de aluminio o hierro para la remocion de arsénico disuelto. En los procesos de
precipitacion se forman minerales a partir de arsénico disuelto, los cuales pueden ser removidos
con mayor facilidad a través de sedimentacion o filtracion. Se llama coprecipitacion al proceso

donde se adiciona algin agente coagulante (Duarte et al. 2009).



La precipitacion es uno de los métodos economicos utilizados para la remocion de altas
concentraciones de arsénico en agua. La neutralizacion con cal (CaO) es una técnica empleada
para precipitar arsénico, donde Ante et al. (2005) describe un proceso de neutralizacion con cal
para disminuir los volumenes de residuos y los costos operativos. Nazari et al. (2016) presentan
un esquema del proceso: en el primer paso se afiade la cal a una temperatura de 50-80 °C. Paso
seguido, se aumenta el pH de tal forma que precipite yeso puro (CaSO4-2H>0) a pH acido
(pH<1). Tercer paso, se incrementa el pH para precipitar yeso, arsenito de calcio e hidroxidos
de metales pesados. Cuarto paso, el arsenito residual se precipita como arsenito férrico a pH
neutro, empleando una relacion molar Fe/As mayor a 3:1. Una desventaja de este proceso es la
baja estabilidad del precipitado a tiempos prolongados.

Otro método de inmovilizacion de arsénico es la precipitacion de sulfuro. En este
proceso se alimenta el material a lixiviar (e.g. enargita, CusAsSs), el cual se somete a una
temperatura de 80-105 °C en presencia de NaOH y NaS, de acuerdo con la siguiente expresion:

2Cu3AsS,;+3Na,S—3Cu,S+2Nas AsS,

Posteriormente se lleva a cabo una separacion solido-liquido, donde el cobre es
recuperado y se envia a fundicidon. Los procesos de evaporacion, enfriamiento (30-40 °C) y
filtracion permiten la recuperacion de Na;AsS, en forma de cristales, los cuales son tratados
con acido sulfurico para formar As;Ss, de acuerdo con la siguiente expresion

2Na3AsS,;+3H,S0,—3H,S+As,S5+3Na, SOy

En el tratamiento de efluentes de la industria metalurgica que contienen altas
concentraciones de arsénico, la coprecipitacion con ferrihidrita ha sido sefialada como la
tecnologia disponible mejor demostrada (U.S. EPA) (Nazari et al. 2016). Este proceso suele
llevarse a cabo con una neutralizacion con cal en presencia de exceso de hierro
(Fe(IT)/As(V)>3). Cabe resaltar que el arsenato (As(V)) es removido con mayor eficiencia que

el arsenito (As(III)) debido a su mayor afinidad a la ferrihidrita, por lo tanto, es preciso aplicar



como primer paso la oxidacion de arsenito soluble, el cual es la especie de arsénico cominmente
encontrado en las operaciones metalurgicas. Las formas solubles de arsénico son incorporadas
en la fase metalica de hidroxido y coprecipitadas. Posteriormente, los solidos pueden ser
separados por sedimentacion o filtracion. Se ha reportado que la existencia de co-iones, como
el niquel, aluminio o calcio pueden mejorar la estabilidad del arsénico (De Klerk et al. 2015;

Nicomel et al. 2016).

1.5 Precipitacion de escorodita

El arseniato férrico cristalino es un mineral secundario supergénico de arsénico
conocido como escorodita (FeAsO4:2H20), el cual puede encontrarse en la naturaleza en
combinacion con azufre como la arsenopirita (FeAsS), enargita (Cu3AsS4) o tennantita
(Cui2As4S13) (Okibe et al. 2014). La escorodita es el arseniato (As>") natural mas comun,
seguido de otros arseniatos como la annabergita, Ni3(AsO4'8H>0) y eritrita, Co3(AsO4'sH20).
La presencia de escorodita en el ambiente sugiere que su solubilidad puede controlar la
concentracion de arseniato en aguas superficiales y cercanas a la superficie (Dove and Rimstidt,
1985), asi como la movilidad en el drenaje 4cido de minas y aguas termales (Henke et al. 2009).
Por otra parte, los influentes industriales que contienen altas concentraciones de arsénico
representan una problematica que debe resolverse.

Una de las formas de remocion de arsénico es mediante la precipitacion del arseniato
férrico amorfo, sin embargo, este método puede requerir altas cantidades de hierro para su
obtencion (relacion molar Fe/As al menos de 4). Ademads, los cristales obtenidos pueden
presentar un bajo contenido de arsénico (Jia et al. 2003). Una opcion para la precipitacion de
As(V) es la cristalizacion de escorodita, la cual posee una mayor estabilidad termodindmica,
una alta capacidad de remocion de arsénico y requiere bajas cantidades de hierro, lo que puede

conducir a la obtencion de volimenes bajos de material de desecho. Este mineral es aceptado



ampliamente como la forma mas estable para la disposicion de arsénico (Riveros et al. 2001;
Jia et al. 2003; Paktunc et al. 2008). Por un lado, la formacion de la escorodita se ha llevado a
cabo mediante el uso de condiciones de autoclave. En el tratamiento hidrotermal suele utilizarse
condiciones de oxidacion acida bajo presion, es decir, temperaturas arriba de los 170 °C y
presion de oxigeno de hasta 2000 kPa. Paktunc et al. (2008) report6 la cristalizacion de
escorodita utilizando con soluciones de sulfato y altas temperaturas (mayores a 125 °C) para
lograr una cristalinidad adecuada. Estos factores pueden incrementar los costos de operacion
del proceso (Nazari et al. 2017). Por lo que ha surgido un amplio interés en el estudio de la
precipitacion de arsénico de efluentes industriales bajo condiciones de menor presion y
temperatura, asi como las cantidades de hierro (relacién molar) necesarias para su formacion.
Por otro lado, diversos trabajos han reportado la cristalizacién de escorodita bajo condiciones
de presion atmosférica y temperaturas por debajo de los 100 °C. Por ejemplo, Demopoulos et
al (1995) reporto la formaciéon de escorodita a presion ambiental a temperaturas de 80 — 95 °C.
Por otro lado, Fujita et al. (2008) reporto la cristalizacion de escorodita a partir de soluciones
de sulfato, en un rango de temperaturas de 50, 70, y 95 °C, encontrando una precipitacion de
arsénico del 34% a la temperatura de 50 °C y 98 % a las temperaturas de 70 y 95 °C. Sin
embargo, la formacion de escorodita puede ser llevada a cabo mediante el uso de sistemas
biologicos, utilizando ambientes controlados para la formacion del mineral, los cuales pueden
presentar diversas ventajas respecto a los métodos quimicos. El mineral de origen biologico
obtenido recibe el nombre de bioscorodita.

La cristalizacion de la escorodita puede ser llevada a cabo mediante el uso de sistemas
biologicos controlados que permiten llevar a cabo la oxidacion de elementos metéalicos como el
arsénico, hierro, cromo, entre otros. La oxidacion simultanea del As(IIl) y Fe(Il) por medio de
microorganismos puede favorecer la cristalizacion de la bioscorodita (Gonzalez-Contreras et

al. 2010; Bahar et al. 2013). En procariotas, existe una amplia gama de microorganismos con
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diferentes metabolismos para la oxidacion del hierro, entre ellos se encuentran los fototrofos o
quimiodtrofos, autotrofos o heterotrofos aerobios o anaerobios, acidéfilos o neutrofilos,
psicrofilos, mesofilos o termoéfilos (Ilbert and Bonnefoy, 2013; Tabla 2). La cadena de
transferencia de electrones entre Fe (II) y Oz de Acidithiobacillus (At.) ferrooxidans es uno de
los sistemas mas estudiados. La cual consiste en una proteina (Citocromo C Cyc2) localizada
en la membrana externa, donde ocurre la oxidacion del Fe (I1), la proteina de cobre periplasmica
(rusticianina), la proteina Citocromo C Cyc/ unida a la membrana, y la proteina Citocromo
oxidasa aa3 localizada en la membrana interna, la cual cataliza la reduccion del oxigeno (Ilbert
and Bonnefoy, 2013). En bacterias heterotroficas (que utilizan fuente de carbono organica) el
proceso de oxidacion se describe como un mecanismo de desintoxicacion, que convierte el As
(ITI) a una forma menos toxica, As (V). Por otra parte, las bacterias autotrofas (obtienen la
fuente de carbono de sustancias inorganicas como el CO2) son capaces de utilizar el As (II)
como un donador de electrones, el oxigeno como aceptor de electrones. Se ha reportado que la
oxidacion de As (II1) esta ligada a la actividad catalitica de la arsenito-oxidasa (designada como
aio), la cual es una enzima localizada entre la membrana y el espacio peripldsmico (Bahar et al.
2013).

La remocidn de metales en sistemas acuosos por medio del uso de hongos (aislados de
diferentes ambientes) es un proceso ampliamente estudiado, donde se ha caracterizado que éstos
son capaces de llevar a cabo procesos de bioacumulacion, biosorcion, biovolatilizacion, entre
otros. Sin embargo, poco es estudiado el proceso de oxidacion metales por medio hongos, los
cuales posiblemente pueden utilizar mecanismos diferentes a las bacterias, como el uso de
enzimas extracelulares o la produccion de peroxido de hidrégeno (H>O» agente oxidante
producido en la biodegradacion de celulosa), para favorecer la oxidacion de compuestos de
arsénico (Hofmann et al. 2001). La oxidacion de arsénico y hierro de sus estados de oxidacion

As (IIT) a As (V) y Fe (II) a Fe (IIT) puede favorecer la cristalizacion de la bioscorodita en el
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sistema, la cual es controlada por la supersaturacion. A su vez, la supersaturacion es el factor

principal que controla el proceso de nucleacién-crecimiento (Gonzalez-Contreras et al. 2010;

Riveros et al. 2001). Los sistemas bioldgicos mas cominmente usados son las procariotas

(bacterias y arqueas), las cuales pueden soportar altas temperaturas (>70 °C) y condiciones de

pH bajos (<2) (Gonzalez-Contreras et al. 2010).

Tabla 2. Bacterias capaces de oxidar hierro (Fuente: Ilbert y Bonnefoy, 2013).

Dominio Microorganismo Temperatura

Eubacteria Acidithiobacillus ferrooxidans Mesofilo
Acidithiobacillus ferrivorans Psicrotolerante
Sulfobacillus sibiricus Terméfilo moderado
Thiobacillus prosperus Mesofilo
Mariprofundus ferrooxydans Mesofilo
Sideroxydans lithotrophicus Mesofilo
Dechloromonas agitata Mesofilo

Archea

Ferroplasma acidarmanus
Metallosphaera sedula
Sulfolobus metallicus

Sulfolobus tokodaii

Metallosphaera yellowstonensis

Termofilo moderado
Termofilo moderado
Termofilo
Termofilo

Termofilo

1.6 Biorreactores para la cristalizacion de escorodita

La cristalizacion de bioscorodita ha sido estudiada en biorreactores con diferentes

configuraciones, tales como botes seroldgicos, matraz agitado, reactor tanque agitado y reactor

de agitacion neumatica, en regimenes de operacion batch (por lotes) y continuos, empleando

diferentes condiciones de operativas (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas de procesos bioldgicos utilizados para la formacion de bioscorodita.

Autor Sistema/Operacion ~ Microorganismo Metal 2L Fe/As Matqual
oxidado Temperatura semilla
Gonzalez- L
Contreras et al., ,B.O e Aczc{mnus Fe(I) 0.8/80 °C 1-5.5 Yeso
serologico/batch Sulfidivorans
(2009)
Gonzalez- L. L
Contreras, et DO /;Zrt‘;fglco Sﬁ;ﬁ’f:r‘; . Fe)  0880°C 11 -
al., (2010)
Gonzélez- Tandue
Contreras et al., acitado /c(i)n tinuo Sulfolobales Fe(I) 1.2/72 °C 1 -
(2012a) &
Okibe et al., Matraz Acidianus As(IIT)/ o .
(2013) agitado/batch brierleyi Fery ~ 1°/70°C 1354 Jarosita
Okibe et al., Matraz Acidianus As(IIT)/ 1.5/70 °C 1.4- B
(2014) agitado/batch brierleyi Fe(I) ) 5.5
Tanaka et al., Matraz Acidianus As(IIT)/ o .
(2017) agitado/batch brierleyi Fe(I) 1.5/70°C 1.4-3 Escorodita
Tanaka and Matraz Acidianus As(Ill)/  1.2-1.3/70 08-6 Escorodita
Okibe, (2018) agitado/batch brierleyi Fe(I) °C )
Vega- Bote Sulfobacillus ~ As(IIT)/
Hernandez et . 1.3/70 °C 1.34 -
al., (2019) serologico/batch  and Sulfolobales ~ Fe(Il)

Uno de los procesos comercializados a escala industrial para la remocién de arsénico
mediante la formacidn de escorodita biogénica es descrito por Gonzalez-Contreras et al. (2012).
Un diagrama de los fendmenos involucrados en el proceso se muestra en la Figura 2. El proceso
se lleva a cabo a temperatura entre 70-80 °C, bajo pH (~1.2) y bajas relaciones molares Fe/As
(1<Fe/As<l1.3). Las bacterias o arqueas extremofilas pueden crecer en los efluentes de los
procesos metalirgicos y oxidar los iones metalicos que inducen la formacion biomineral en un
solo paso in situ (Gonzalez-Contreras et al., 2012). Una vez en solucion los iones Fe(Ill) y
As(V), estos reaccionan para formar la escorodita. El reactor empleado es de agitacion

neumatica (airlift), debido a importantes ventajas que aporta al proceso.
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Bioscorodita

c) :' o
P

Figura 2. Representacion general de los procesos involucrados en la cristalizacion de

escorodita para la remocion de arsénico.

Los reactores airlift (RAL) son sistemas agitados neumaticamente, que constan de dos
secciones caracteristicas conocidas como: riser (zona de ascenso del fluido), donde
generalmente se lleva a cabo la introduccion de una fase gaseosa, y downcomer (zona de
descenso), lo cual les proporciona un patréon de flujo bien definido. La Figura 3 muestran un
esquema representativo de un RAL. La diferencia de densidades entre ambas secciones y, por
ende, de la fraccion de retencion de la fase gas (eg, hold-up) proporciona la fuerza impulsora
para la recirculacion dentro del sistema. Los reactores airlift han sido ampliamente usados en
aplicaciones biotecnologicas como el tratamiento de aguas residuales, produccion de quimicos
de interés o la biodegradacion de compuestos recalcitrantes (Guieysse et al. 2011; Tec-Caamal
et al. 2018). Estos sistemas pueden presentar diversas ventajas sobre los mas cominmente
utilizados como los tanques agitados que pueden presentar un mayor estrés de corte, lo cual
puede causar modificaciones fisiologicas de las células. Por otro lado, se conoce que los RALs
consumen menos energia debido a la ausencia de una fuerza mecanica para el mezclado, ya que

esto se lleva a cabo mediante la inyeccion de aire al sistema (Chisti, 1989). Se ha observado
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que los bioprocesos en RALs dependen fuertemente del comportamiento hidrodindmico y de la
transferencia de masa (Luo et al. 2011). A su vez, estos procesos dependen de variables como
el disefio del aireador (tamafo de burbuja), configuracion geométrica del RAL, velocidad
superficial de la fase gaseosa (Ug) y de las propiedades fisicoquimicas del medio de cultivo
(Chisti, 1989). Debido a que muchos de los procesos bioldgicos se llevan a cabo en condiciones
aerobias, los RALs resultan un sistema adecuado debido a que estos presentan alta transferencia

de masa (Guieysse et al. 2011).

Entrada de Alre

= Salida de ane

% Sepurador de gus

> Aireador

¥ Zona de ascenso
(Riser)

P Zona de descenso
(downcomer)

2  Tubo concéntrico

—t—P Fondo

| ]

D

1C

D,

Figura 3. Diagrama representativo de un biorreactor airlift. Lr, altura del reactor, Ltc longitud

del tubo concéntrico, Drc diametro del tubo concéntrico, Dr didmetro del reactor.
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1.6.1 Factores que controlan la formacién de bioscorodita

Entre los principales factores que controlan la formacion de bioscorodita en sistemas
donde ocurre la oxidacion de Fe(Il) y/o As(IIl), se encuentran los relacionados al crecimiento
del microorganismo, como la concentracion de Fe(II)/As(II), el pH, la adicion de material
semilla, la concentracion de inoculo, la composicion del medio (contenido de extracto de
levadura), la relacion molar Fe/As y los parametros relacionados al oxigeno (Gonzalez-
Contreras et al. 2010; Gonzalez-Contreras et al. 2012a; Okibe et al. 2014; Okibe et al. 2017).
En estos sistemas de ha observado que la relacion molar Fe/As entre 1 y 1.4 es un rango 6ptimo
para la remocién casi completa de arsénico (Okibe et al. 2013). Cabe resaltar que este rango
observado es el mas cercano a la relacion estequiométrica teoérica (Fe/As=1), lo cual indica que
el proceso requiere bajas cantidades de Fe(Il) para la remocion de arsénico. Sin embargo, es
importante resaltar que aunque la relacion molar Fe/As puede ser mantenida, el empleo de altas
concentraciones de Fe(Il) o As(IIl) puede generar inhibicion de la biomasa o influenciar en la
formacion de otros minerales. Con respecto al pH, el rango 6ptimo observado es reducido, entre
1.2 y 1.5. El valor de pH del medio de cultivo es determinante en el proceso, debido a que
promueve el crecimiento de la biomasa y la formacién de escorodita. Con relacional medio de
cultivo, la adicion de extracto de levadura ha mostrado un efecto positivo en la capacidad de
oxidacion de As(IIT) (Okibe et al. 2014) y Fe(Il) (Gonzalez-Contreras et al. 2012b), a través de
la produccion de exopolisacaridos y la formacién de biopeliculas las cuales pueden estar
relacionadas al mejoramiento de la oxidacion. La evaluacion de la concentracion de indculo ha
mostrado que aumenta la velocidad de oxidacion de hierro y arsénico (Okibe et al. 2014). Dado
que la supersaturacion de escorodita es controlada por la oxidacion de Fe(Il), este factor puede
ser clave en el mejoramiento del proceso. Por otro lado, se ha observado que en procesos de
oxidacion de Fe(II) continuos, la transferencia de oxigeno a la fase acuosa puede ser una etapa

limitante.
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Por lo tanto, se necesitan cubrir ciertos requerimientos de transporte de masa en el sistema,
como el empleo de valores del coeficiente volumétrico de transferencia de masa (Kia) de

aproximadamente 30 h™'.

1.7 Modelos generales para reactores biolégicos

El modelado matematico de reactores bioquimicos ha sido ampliamente reconocido
como una herramienta de gran importancia en el estudio de la dinamica y control de
bioprocesos, lo cual requiere de un modelo cinético robusto que pueda predecir con la mejor
definicion posible la dinamica del proceso en cuestion. Estos modelos se basan principalmente
en las leyes de conservacion de materia y energia. De manera general, las funciones del modelo
consideran en su estructura los componentes dindmicos y los pardmetros (constantes) ajustados
para cada condicion de operacion. Entre los enfoques de modelado, los modelos
fenomenoldgios son de relevancia en el andlisis de bioprocesos debido a que encuentran un
punto intermedio entre la complejidad y practicidad (Veldzquez-Sanchez et al., 2014), ya que
estas estructuras matematicas expresan los resultados de los fendmenos observados de manera
coherente con la teoria fundamental, pero sin prestar atencion detallada a su significado
fundamental (Thewlis, 1973). Una vez propuesto el esquema de reaccidon, pueden construirse
modelos cinéticos para realizar simulaciones bajo diferentes escenarios. El desarrollo de
modelos matematicos validados experimentalmente permite la generacion de un panorama mas
completo de la dindmica del proceso, la propuesta de estrategias de operacion del reactor y la
elaboracion de enfoques de escalamiento, disefio, optimizacion y control del proceso.

De forma general, el modelo de los bioprocesos es desarrollado con base en balances de
masa, como se observa en la Ec. (1), donde V es el volumen del cultivo (L3), C;; es la

concentracion de entrada (m L), C,; es la concentracion de salida (M L), rg; es la velocidad

de generacién (M L3 T™) y r; es la velocidad de generacion (M L3 T™).
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dVve,)
dt

=FC,; —FCi+Vrg, —Vre,; (1)

A partir de esta expresion, dependiendo de la variacion de los flujos Fi y F2 se simulan
los reactores en régimen por lote, semicontinuo y continuo. Suponiendo que el reactor opera en
régimen cotinuo, i.e., F1=F», entonces el volumen es constante, lo cual conduce a la obtencion
de la Ec. (2).

ae;)
dt

=F(Cpi— Cpp) + V(rgi —1ei) (2)

Ahora, considerando el crecimiento microbiano en el reactor, asumiendo que no hay
entrada de biomasa y considerando V=cte (dividiendo entre V ambos lados de la Ec. 2), se
obtiene la Ec. (3). Despué¢s, considerando F/V como D (tasa de dilucion, T) y 1, ; como pg(B),
donde up es la tasa especifica de crecimiento microbiano, la cual puede ser expresada por

diferentes modelos cinéticos de limitacion e inhibicidn por sustrato, se obtiene la Ec. (4).

dB) _ _F, 5
A @)

d(B)

2 = DB +us(B) (4)

Para la dinamica de la concentracion de sustrato, se considera la concentracion de
entrada como constante, existe salida de sustrato debido a que no todo es consumido. No hay
formacion del sustrato solo consumo. Bajo la consideracion de volumen constante y D=F/V, la
expresion para esta variable esta dada por la Ec. (5), donde Sis es la concentracion de sustrato

alaentrada M L?3)y Yg /s €s el rendimiento biomasa-sustrato (M M.

d(s) _ ug(B)
T —D(Sin — S) — Vas

)

Para la generacion del producto, se considera volumen constante, no hay entrada de

producto al reactor, hay salida y existe formacion, quedando el balance de masa por la Ec. (6).

d(P) 15 (B)
W = —D(P) + T/p (6)
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En sistemas aerobios, el balance de masa de oxigeno es importante, donde se considera
la tasa de transferencia de oxigeno desde la fase gas (burbuja) hasta la fase acuosa. Bajo las
consideraciones anteriores, el balance de oxigeno queda expresado por la Ec. (7), donde k.a es
el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (T-!), C; es la concentracion de
saturacion de oxigeno en la fase liquida (M L) y Yx/02 es el rendimiento biomasa-oxigeno (M
M1,

d(C B
) _ o — iy~ o®

7
Ys/02

El modelo para el proceso continuo, se considera el modelo descrito con anterioridad,
asumiendo que el volumen no es cero, sino que tiene un valor constante, de manera que se afiade

una expresion para el cambio de volumen, i.e.

a(s)
T = (Cte. (8)

El modelo para un reactor en batch es el expresado por las Ecs. (4-7), considerando
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Capitulo 2

Justificacion

La presencia de compuestos toxicos de arsénico en efluentes de la industria metalurgica
ha llevado al desarrollo e implementacion de procedimientos capaces de remover arsénico. Una
de las principales técnicas utilizadas es la precipitacion. Dentro de estas técnicas, la formacion
de escorodita por medios bioldgicos representa una solucion prometedora para el tratamiento
de efluentes que contienen altas concentraciones de arsénico, siendo este mineral uno de los
materiales mas seguros para la inmovilizaciéon de arsénico debido a sus caracteristicas
termodindmicas. La cristalizacion de bioscorodita ha sido ampliamente estudiada en reactores
operando en regimenes batch y continuo. Sin embargo, todavia no se han realizado estudios con
herramientas numéricas que permitan: i) proveer un panorama de la dinamica de estos procesos
bajo escenarios diferentes, lo cual resulta de gran utilidad al disminuir costos de
experimentacion, ii) analizar regiones de operacion mas amplias, iii) determinar condiciones
operativas que permitan un desempefio mejor del proceso, 1v) proponer estrategias de operacion
de los reactores en sus diferentes configuraciones, v) realizar estudios de factores que controlan
la biocinética, vi) asi como estudios energéticos de los procesos, ademas de vii) la generacion
de esquemas de optimizacion, escalamiento y control del proceso. Debido a esto, resulta crucial
la realizacion de esta clase de estudios mediante la generacion de modelos matematicos
experimentalmente validados, que consideren los fenomenos involucrados en la cristalizacion
de escorodita, y que puedan ser utilizados como plataformas robustas en la realizacioén de dichos

estudios.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo general

o Analizar la dindmica de los procesos involucrados en la cristalizacion de bioscorodita para
la remocion de arsénico en condiciones de alta temperatura y pH acido mediante

herramientas de modelado matematico y simulacion.

3.2 Objetivos particulares

O Desarrollar modelos matematicos para los procesos simultaneos de Fe(Il) y As(III) por
Acidianus brierleyi y un consorcio de Sulfolobales, la precipitacion de As(V), la dinamica
de oxigeno, y la cristalizacion de bioscorodita.

O Analizar mediante simulacion el comportamiento de los sistemas en regimenes de operacion
batch y continuo.

O Estudiar los factores que controlan la biocinética para la determinacion de regiones factibles

de operacion del proceso.
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Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1 Modelo cinético para la oxidacién de Fe(II) por un consorcio de

Sulfolobales en un CSTR bajo condiciones extremas

El modelo que describe la dindmica del crecimiento microbiano de un consorcio de
Sulfolobales, 1a oxidacion de Fe(Il), la generacion de Fe(Ill) y el oxigeno disuelto en el medio
liquido estd compuesto por un conjunto de ecuaciones diferenciales que consideran términos de
entrada, salida, generacion y transporte de masa (oxigeno). El modelo fue construido bajo las
siguientes hipotesis: 1) los principales factores que controlan el crecimiento microbiano es la
fuente de energia (Fe(Il)) y el oxigeno, siendo este ultimo utilizado como aceptor de electrones;
i1) el consorcio estd compuesto por microorganismos autotroficos, los cuales usan dioxido de
carbono (COz) como fuente de carbono. En un estudio previo realizado por Gonzalez-Contreras
et al. (2012b) se observo que el proceso de oxidacion de Fe(Il) no esta limitado por CO» y se
considerd en exceso para los requerimientos de crecimiento. Por lo tanto, los términos de CO»
no fueron considerados en las ecuaciones del modelo; iii) Los autores antes mencionados,
observaron que la oxidacion de Fe(Il) se da principalmente por via microbiana, de manera que
la oxidacion por oxigeno disuelto no ocurre, por lo tanto, estos ultimos términos no se
consideraron en la estructura del modelo; iv) el pH del sistema es considerado constante debido

a ligeros cambios observados experimentalmente (~0.2 unidades de pH). v) el reactor es
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operado a temperatura constante (72 °C) y con condiciones de mezclado ideal. Bajo estas
consideraciones, el modelo se presenta a continuacion.

La tasa especifica de crecimiento microbiano (L) puede ser definida como una funcion
de la tasa especifica maxima de crecimiento (Umax) y los factores que limitan el crecimiento

(Murwanashyaka et al., 2020), como se observa en la Ec. (9).

(e TN 1_[ f(S:) 9)
i=1

donde, n es el nimero de factores limitantes y f(Si) es una funcién de multiples recursos
limitantes. En la literatura, es comun encontrar el empleo de modelos no estructurados que
consideran limitacion e inhibicidn por sustrato (Pina et al. 2010; Melton et al. 2014). Las Ecs. (10-

14) muestran ejemplos de modelos no estructurados para la tasa especifica de crecimiento.

Modelo de Monod.
B S
M= omax KorS (10)
Modelo de Luong
SIl
l’lx:l’lmax KS+Sn (1 1)
Modelo de Andrews
B S
My Hinax g2 (12)
Ks+S+ G
Modelo de Webb
9S
os(irg) 3
M Hinax q2 (13)
Ks+S+ G
Modelo de Tessier
S S
[T T O ( E) -€Xp ( @) (14)
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La Ec. (15) representa la tasa especifica de crecimiento dada por una doble limitacion
de sustrato (Fe(II) y O2), donde pmax €s la tasa especifica maxima de crecimiento (d'), Ksre(n
es la constante de afinidad de Fe(II) (g L), Kirear) es la constante de inhibicion de Fe(IT) (g L-

"y Ksoz es la constante de afinidad de oxigeno (g L).

Fe(Il)

0,
P Hma 2 (Ks +0> (15)
Kspeqry+Fe(I) +Fe(II) 0272

Kigear

Considerando la operacion en régimen continuo, la ecuacion que describe la produccion
de biomasa en el reactor esta dado por la Ec. (16), donde D es la tasa de dilucion definida como
el cociente del flujo de entrada y el volumen del reactor, el cual se considera constante (D=F/V,

d") y X es la concentracion de biomasa (g L).

dX

— = DXl [X] (16)
Después, el balance de masa para Fe(II) esta dado por la Ec. (17), donde rreqn es la tasa

de oxidacion de Fe(Il) (g L' d*"), Fe(Il)in es la concentracion de Fe(Il) a la entrada del reactor

y Yxrean es el rendimiento biomasa-Fe(Il). En este sentido, la generacion de Fe(III) esta dada

por la Ec. (18).

D e J-DIFeqn]-—2—[X] 17)
dt n Y x/Fe(m)
aFeD _ brrem+ ——[x] (18)
d Y x/Fe()

El balance de masa para el oxigeno en la fase liquida esta dado por las Ecs. (19,20),
donde O2;n es la concentracion de oxigeno de entrada, TTO es la tasa de transferencia de
oxigeno (g L' d), qo,, es la tasa especifica de consumo de oxigeno (g g' d"), kza es el coeficiente
volumétrico de transferencia de masa, C* es la concentracion de saturacion de oxigeno en el medio liquido

y Yxio2 es el rendimiento biomasa-oxigeno (g g")
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do,
— ~Pl02,u]-DIO,]+OTRq,,,  (X) (19)

TTO=k a(C"-0,)
_ iy (20)
A0, Yx0,

4.2 Modelo cinético para la biooxidacién simultdnea de Fe(II)/As(I1D),

precipitacién de As(V) y cristalizacién de escorodita

En esta seccion de describe la construccion de un modelo cinético que describe la oxidacion
simultanea de Fe(I) a Fe(Ill) y As(Ill) a As(V) en un biorreactor, asi como la precipitacion de As(V) y la
cristalizacion de bioscorodita. La Figura 4 muestra un diagrama general de los fendémenos del
sistema. Este proceso fue disefiado para la inmovilizacion de altas concentraciones de arsénico (~1000
ppm) de efluentes de la industria metaltirgica. Por lo tanto, el modelo fue construido bajo las siguientes
consideraciones: 1) la oxidacion de Fe(Il) y As(Ill) es llevada a cabo principalmente por via microbiana
(Acidianus brierleyi), i) la oxidacion por oxigeno disuelto no ocurre de acuerdo a observaciones
experimentales en sistemas similares en condiciones de alta temperatura y pH acido, iii) el oxigeno
(aceptor de electrones) es suministrado por la agitacion constante del biorreactor (matraz agitado), iv)
Acidianus brierleyi es la inica cepa microbiana, la cual obtiene su fuente de carbono del CO» disuelto en
el medio liquido. Sin embargo, como se menciond en la seccion anterior (Sec. 4.1), este sustrato no se
considera un limitante en el proceso, por lo tanto, se consider6 en exceso y no se considero en la estructura
del modelo, v) los principales factores que limitan el proceso es la concentracion de Fe(Il) y el oxigeno,
vi) el pH del sistema se considera constante (1.2) debido a que experimentalmente se ha observado que su
valor sufte ligeros cambios en el tiempo (Okibe et al. 2017), y vii) el reactor es operado a temperatura
constante (70 °C) y con condiciones de mezclado ideal. El desarrollo del modelo se presenta a
continuacion.

La oxidacion de Fe(IT) y As(II) por via microbiana esta dada por las expresiones:
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1 1
Fe(ID+7 O +H' —Fe(II)+ 2 H,0 (21)

1
As(I)+5 0+2H —As(II)+H,0 (22)

De aqui, Pesic et al. (1989) y Kirby et al. (1999) propusieron una formula para la tasa
de oxidacion bioldgica de Fe(Il), que considera la concentracion de biomasa, Fe(Il), O y
protones, donde rren es la tasa de oxidacion de Fe(Il), k es la constante de velocidad (L3 mg™!
mol? h™), Cpio es la concentracion de biomasa (mg L, peso seco), Oz es la concentracion de

oxigeno (mol L), y Fe(Il) y H" estan dadas en mol L',

dFe(IT)
Tre(™ g =-k(Cio) [0, ][Fe(ID)][H'] (23)
Ambiente acido Oxidacion microbiana Precipitacion de As(V)
Fe(ll (PH ~1.5) y cristalizacién de
e(ll) —> 02 bioscorodita

Fe(ll) —— Fe(lll)

1

1

1

% o L@ ®~
£ bubble / [O:] [Fe(ID)] [As(IID)] i -

1

§ |

0, i

(] P——. el
High temperature S(lll) =——> As(V)
(70 °C)

Figura 4. Representacion esquemadtica de los fendomenos involucrados en el proceso de
formacion de bioscorodita, empleando un cultivo de Acidianus brierleyi en condiciones

extremofilas.

Sin embargo, debido a que experimentalmente se ha observado que el crecimiento

microbiano (bajo las condiciones evaluadas en simulacidon) es bajo, considerandose que la

26



concentracion de células permanece esencialmente constante, llevando a un cambio en la

estructura de la Ee. (23), como:

dFe(1l
Tre(In)= % =—kpio[O,][Fe(ID)][H'] (24)

donde, ki, €s la constante de velocidad agrupada (mol L' s7'). En este mismo sentido, Sheng
et al. (2017) propone un cambio de la Ec. (24) utilizando una cinética de Monod y evaluar la

concentracion de Fe(Il) y de protones, como:

_ dFe(Il) . Fe(II) H" )5
rFe(II)_ dt “Rbio KSFe(II)+Fe(II) KSH++H+ ( )

donde, Ksreary es la constante de saturacion de Fe(I) disuelto (mol L") y Ksu: es la
concentracion de protones (mol L"), Sin embargo, debido a que los experimentos utilizados
para el ajuste paramétrico emplearon pH constante, los términos de protones no se consideraron
en la estructura. Ademas, este factor puede ser evaluado por separado (Garcia-Rios et al. 2020).
Un enfoque similar fue utilizado para nuestro caso de estudio, quedando expresada la tasa de

oxidacion de hierro en el reactor batch por la Ec. (26).

_dFe(II)_k ) Fe(II) ( 0, ) 26
Tre()™ " q; Mbio\“bio KspeantFe(ll) ) \Ksp,+0, 0

En este mismo sentido, la tasa de oxidacion de As(IIl) a As(V), esta expresada por

_dAsan_ €) As(I1I) ( 0, ) 27
Pasam™ g Kbio S bio KssqmTAs(III) / \Ks, +0, 7

donde, Ksasa es la constante de afinidad con respecto al As(III) disuelto (mol L!). Después,
una vez que el Fe(Il) y As(IIl) han sido oxidados, estos pueden reaccionar y precipitar, de

acuerdo a la siguiente expresion que considera generacion y precipitacion de As(V):

dAs(V)
dt

=t a5y ks [Fe(ID ] [As(V)] (28)

donde, k45 es la constante de precipitacion de As(V) (mol L' h'!). Después, el balance de

masa para Fe(III) en el biorreactor estd dado por la siguiente expresion:
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dFe(1II)
dt

=Tpe(ny-Kasr) [Fe(IID] [As(V)] (29)

El balance de masa para el oxigeno en el biorreactor estd dado por el término de

transferencia de oxigeno debido a la agitacion continua (TTO), y el término de consumo (TCO):

do,
— ~TTO-TCO (30)

donde,

TTO=k a(C"-0,)

1 1 31)
TCO= 1 Tre(n ™ 5 T

Para la dinamica de la cristalizacion de bioscorodita en el reactor, se considerd que la
deposicién de masa es llevada a cabo primeramente por un proceso de difusion, donde las
moléculas de soluto son transportadas del seno liquido a la fase solida (Mullin, 2001). Después,
ocurre una reaccion de primer orden, donde las moléculas de soluto se disponen en una red
cristalina. Estas dos etapas pueden ser asociadas en un coeficiente global de crecimiento de

cristal, Kg (Ec. 32).

L 32
Ko ki K (32)

Entonces, la tasa de deposicion de masa (Rg, kg m? d!) queda dada por:

) (33)

Después, la relacion entre Rg y la tasa de crecimiento lineal (G, m d') esta dada por la
expresion:

1 dm 3a _3(1 dL
G_F 'pSco E (34)

RG_K dt B p Sco
donde, pg_ es la densidad de la escorodita (3280 kg m>), o y B son factores de volumen y

forma. Para octaedros, 6a/B=0.816 (Mullin, 2001). De la Ec. (34) se obtiene que:

~dL B dmg,,

dt :3a'A-pSco dt

(35)
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donde, dmsco/dt es la tasa de cambio de la masa de escorodita, la cual esta relacionada a la
precipitacion de As(V) en la solucion. Ademds, debido a que se detectaron bajas
concentraciones a la salida del reactor, se asume que el arsénico es acumulado en el reactor
como un precipitado, por lo tanto, se obtiene la siguiente expresion para la formacion de

bioscorodita:

dmg, . ( dAs(V)
~¥1Sco -

dt dt ):MsCo-V(kAs(w [Fe(IID][As(V)]) (36)

donde, V es el volumen constante de reacion (L), Msco es el peso molecular de la escorodita

(0.230 kg mol!). Después, de las ecuaciones de masa total y area superficial (Ecs. 37,38) se

obtiene la Ec. (39).
W=n-p,_ oL’ (37)
A=n-fL> (38)
B LC.pSco
€ "Sco 39
aA w (39)

donde, L. es el tamafio de cristal caracteristico (m), zn es el nimero de cristales (adimensional),
W es la masa de los cristales (kg) y A es el 4rea de la particula (m?). Después, reemplazando la
Ec.(39) en (35) y usando (36), obtenemos la Ec. (40), la cual siendo integrada describe el

tamafio del cristal (m) en el tiempo.

dL L¢M 'V
== (ks [Fe(IDI[As(V)]) (40)
La tasa de crecimiento lineal esta dada por la Ec. (41).

dL
Rg=0.408 pg, =~ (41)
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4.3 Modelo cinético para el proceso industrial THIOTEQ™ Scorodite

(PAQUES Technology, Holanda)

El proceso THIOTEQ™ Scorodite es un proceso patentado por PAQUES Technology
(Holanda), para la remocion de arsénico de aguas residuales. De forma general consta de los
siguientes procesos que ocurren simultdneamente en un mismo biorreactor: oxidacion de Fe(Il)
via microbiana, generacion de Fe(Ill), precipitacion de As(V), consumo/transporte de oxigeno
y la cristalizacion de bioscorodita en la fase liquida. Todos estos fendmenos estan descritos por
un conjunto de ecuaciones diferenciales compuestas por términos de entrada, salida,
generacion/consumo, y transporte de masa (oxigeno). La Figura 5 muestra un diagrama general

del proceso THIOTEQ™ Scorodite.

Biorreactor
aerobio
Agua residual
conarsénico 0O
O
O
O
OO
L) —, Aguatratada
Alimentacion de O O
hierro —_— O
Bioscorodita

Inyeccion de aire

Figura 5. Esquema general del proceso de precipitacion de As(V) como bioscorodita

(modificado de PAQUES Technology, Holanda).

Se puede observar que una solucion que contiene Fe(Il) y otra conteniendo As(V) son
alimentadas al biorreactor airlift. El empleo de este tipo de reactor es justificado principalmente

por la agitacion neumatica (que induce el mezclado), bajo estrés cortante y bajo costo de
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inversion y operacion, comparado los reactores tradicionales agitados mecanicamente. Por otro
lado, se observa la recuperacion de los cristales de escorodita por sedimentacion para su
disposicion final. En este trabajo nos enfocaremos especificamente en los fenomenos que
ocurren en el biorreactor. El desarrollo del modelo se muestra a continuacion.

Suponiendo un reactor operando en régimen continuo, la Ec. (42) muestra el balance de
masa para Fe(Il), donde D es la tasa de dilucion la cual esta en funcion del flujo de entrada (L
d") y el volumen del reactor, el cual se asume constante (L) (D=F/V, d!), Fe(I)in es la
concentracion de Fe(II) a la entrada del reactor (g L), y rrean es la tasa de oxidacion de Fe(1I)
(g L' d'!) dada por la Ec. (26) (Seccion 4.2).

dFe(IT)
dt

D[Fe(Il), |-D[Fe(ID]-rgm) (42)

El balance de masa para O, es expresado por la Ec. (43), donde Oz es la concentracion
de O3 a la entrada del reactor (g L"), TTO y TCO estan dados por las Ee. (31).

do,
T=D[om]-D [0,]+OTR-TCO (43)

La concentracion de As(V) en el biorreactor esta dada por la Ec. (44), donde As(V)in €s

la concentracion de As(V) a la entrada del reactor (g L).

dAs(V)
dt

=D[As(V), |-D[As(V)]-kyy [Fe(IID][As(V)] (44)

El balance de masa para Fe(III) esta dado por la Ec. (45).

dFe(1II)
dt

=-D[Fe(IID) +1¢ery — Ky [Fe(LID][As(V)] (45)

Las Ecs. (36-41) fueron utilizadas para la simulacion de la cristalizacion de bioscorodita
en el reactor. El proceso THIOTEQ™ Scorodite fue simulado en un reactor operando en batch
por 35 dias, cambiando régimen continuo durante 37 dias mas. Para esto en el diagrama de
bloques en Simulink® se programo un switch para activar el flujo de entrada (F)) al biorreactor.

También se debe mencionar que para la simulacion de los tamafnos de cristal, se utilizaron
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tamafos de cristal caracteristicos diferentes para cada régimen de operacion, L.y para régimen
batch y Lcc para régimen continuo. Para el andlisis de este sistema en régimen batch, se
consideré D=0 d'.

4.4 Determinacién del indice de saturacién (IS)

El indice de saturacion (IS) es un parametro que indica si se ha formado una fase
mineral, la cual es calculada de acuerdo a la Ec. (46) (Mbamba et al. 2015), donde arem y aasv)
son las actividades del i6n férrico y arsenato, respectivamente, y Kspsco €s la constante del

producto de solubilidad de escorodita (Gonzéalez-Contreras et al. (2010).

(aFean>)(anV))>

SI=log10 < K

Las actividades quimicas pueden ser determinadas de las concentraciones de Fe(IIl),

(46)
sp,Sco

As(V) y protones, de acuerdo con las Ecs. (47,48).

Fe(I1I) 47)
a =
Fe(III) i K R K1K22+K1K2K33 +K1K2K34K4
A+
o (ag)  (ay) (ay+)
As(V)
AAs(V)™ )

2 3
agt (aH*) (aH*)
1T I0Ks TRIGK,

Las constantes para la determinacién de la actividad quimica de Fe(III) fueron: Ki=10
218 Kp=10347 K3=10"63!, K4=1078, y para As(V) fueron: K;=1022%, K,=10%, K5=10"11>!
(Gonzalez-Contreras et al. 2012). Para una fase acuosa, se pueden presentar tres condiciones
diferentes: 1) [S<O0, la fase acuosa esta sub-saturada y el mineral escorodita puede disolverse en
el medio, 11) IS=0, la fase acuosa esta en equilibrio, y ii1) [S>0, la fase acuosa esta supersaturada

con respecto al mineral, y ocurre la precipitacion (Mbamba et al. 2015).
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4.5 Estrategia de ajuste de parametros

El ajuste de los parametros cinéticos se realizdé mediante el desarrollo de un diagrama
de bloques en Simulink® que consta de las ecuaciones diferenciales del modelo, el cual trabaja
en la plataforma de Matlab® (R2016a). El programa simula los procesos de oxidacion,
precipitacion y cristalizacion, y envia los resultados a Matlab® para andlisis posteriores.
Después, en la herramienta Parameter estimation de Simulink® se seleccionaron los
parametros a ajustar. Se afiadié un nuevo experimento donde se especificaron las sefiales de
salida del modelo y las sefiales de salida medidas. Se seleccion¢ la funcion de costo (suma del
cuadrado del error), la cual es la diferencia entre la salida simulada y la medida. Se utiliz6 el
método de optimizacion Nonlinear least squares (Isgnonlin) para minimizar la funcion de costo
cambiando los valores de los parametros hasta alcanzar el criterio de paro especificado para el
problema de optimizacion (1x10-%). La resolucion del problema de minimizacion se realizo
mediante los algoritmos Trust Region y el Levenberg-Marquardt, los cuales tiene sus bases en
el algoritmo de Gauss-Newton. Este tultimo algoritmo es uno de los métodos empleados para la
resolucion de problemas de minimos cuadrados no lineales de la forma:

m
min, f(b)=min, 3 Ir(b)[3=min 5 Y r(b)? (49)
i=1
donde, x€ER", y
11(x)
r(x)=< : ) ER™; r;(x)=y,-0(x,t;); i=1,...,m

Iin (X)

Este algoritmo consiste en una linealizacion del modelo empleando una expansion de
series de Taylor en la vecindad de un conjunto de valores iniciales de los parametros (bo), donde

se calculan solamente las derivadas parciales de primer orden (Constales, 2017),
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f(bo"'Ab)zf(bo)'i‘Jo ‘Ab

donde, Jo es la matriz Jacobiana:

r of of 1
—— (x1,bg) == (x4,bg)
o of S .. of E
—(x,,b —(x,,b
_aBI (Xn’ 0) aBp (Xna 0)-

Sin embargo, como los elementos de la matriz Jo depende de la posicion de b en el
espacio de parametros, las estimaciones Optimas de los pardmetros se obtienen por

aproximaciones sucesivas (iteraciones).

b =(713) " T (y-£(b)
4.6 Analisis de sensibilidad paramétrica global

El analisis de sensibilidad es un grupo de herramientas que permiten la evaluacion de la
influencia de los parametros en las variables de salida. Uno de los principales roles de este
analisis es la reduccion de un modelo dado. Es decir, del conjunto de pardmetros del modelo
matematico, existen parametros con mayor influencia en las salidas, mientras que otros son
esencialmente irrelevantes. De esta manera, el espacio de pardmetros puede ser reducido,

haciendo mas simple el modelo para el sistema con la misma complejidad (Jarret et al. 2014).

El analisis de sensibilidad local (ASL) fue realizado empleando simulaciones de Monte
Carlo. Este enfoque emplea un set global representativo de muestras para explorar el espacio
de parametros. Como primer paso, en la herramienta “Analisis de sensibilidad” de Simulink®

se defini6 un espacio de parametros generando valores de entrada aleatorios (100 valores por
o 1 Ay’ :
pardmetro) que seguian una distribucion normal | */ e2\s/ |. Después, se definio la
oV2n

funcion de costo, creando un requerimiento de disefio en la sefial del modelo (Signal Matching
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time-domain). La funcién de costo fue evaluada posteriormente en cada combinacién de
parametros generados. Finalmente, los resultados se analizaron mediante analisis estadistico,
empleando los coeficientes de regresion lineal estandarizada, calculado entre la funcion de

costo y cada parametro.
4.7 Analisis en estado estacionario

La caracterizacion del proceso continuo de la remociéon de arsénico en estado
estacionario fue llevada a cabo por medio de un analisis de bifurcacion. Las bifurcaciones son
inherentes a lo sistemas biologicos dado que estos sistemas son susceptibles perturbaciones
ambientales. Un analisis de bifurcacion provee un panorama del comportamiento en estado
estacionario en respuesta a cambio de un parametro (parametro de bifurcacion). Una

bifurcacion de un sistema dinamico de la forma:

x=f(x, ®),xER", ®eR¥
tiene lugar cuando uno o mas de estos parametros (o) es modificado, lo que causa un cambio
en la estructura cualitativa de las soluciones de las ecuaciones del modelo (Figueroa-Estrada et
al. 2020; Tec-Caamal et al. (2019)). Los resultados de este analisis se resumen en diagramas de
bifurcacion. En este trabajo para el sistema continuo de oxidacion de Fe(II) (CSTR) y para el
reactor neumatico para precipitacion de As(V) se emple¢ la tasa de dilucion y la concentracion
de Fe(Il) como parametros de entrada. Los rangos evaluados de los parametros de bifurcacion

fueron establecidos de acuerdo con datos encontrados en la literatura.
4.8 Analisis de estabilidad por el segundo criterio de Lyapunov

La estabilidad de los puntos en estado estacionario fue analizada por medio del primer
criterio de estabilidad de Lyapunov (Popovic et al. 2019). Para esto consideramos un sistema

dinamico no lineal de la forma:
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X(D)=1(x(1)) y x(0)=xo
Después, suponemos que ftiene un punto de equilibrio (Xeq), de modo que f(x.,)=0. En
la vecindad del punto de equilibrio (Xo,Up), el sistema lineal correspondiente estéd representado

por:

X (=A% (t)+Bii(t)

Entonces, la matriz Jacobiana de las derivadas parciales del sistema es calculado para
determinar los eigenvalores (valores propios) (Fadali y Visioli, 2013). Basado en esto, si los
valores propios de la matriz A presentar parte real negativa, el punto de equilibrio se considera
asintoticamente estable; mientras que, si uno de los valores propios de la matriz A posee parte
real positiva, se considera que el punto de equilibrio es inestable para el sistema no lineal. Sin
embargo, los sistemas no lineales pueden presentar multiples puntos de equilibrio y su

comportamiento de estabilidad no es global (Demirel y Gerbaud, 2019).

4.9 Andalisis estadistico

El anélisis estadistico para comparacion de medias de los valores de las constantes
obtenidos en el ajuste de paramétrico bajo diferentes condiciones operativas se realizé mediante

un andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via usando a=0.05.

4.9 Software

Los modelos matematicos que constaron de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs)
fueron implementados en la herramienta Simulink que trabaja con la plataforma de Matlab®
(R2016a). Simulink® simul6 el oxidacion de Fe(Il) y As(IIl), la precipitacion de As(V) y la
formacion de bioscorodita en términos de diagramas de bloques con interconexiones. Los datos
de salida del modelo son enviadas a Matlab para analisis posteriores. Las simulaciones fueron

realizadas con el solucionador de ecuaciones (solver) ode-4-Runge-Kutta, el cual fue
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seleccionado en Simulink, con un tamafio de paso fijo de 0.01. Para los analisis de bifurcacion,
el modelo se implementd en un programa (script) de Matlab, empleando los pardmetros de
bifurcacion de interés. Para la solucion de las EDOs, se utilizo el solver ode23s de Matlab, el
cual es empleado para la solucion de EDOs rigidas con funciones que usan ¢ y y como
parametros de entrada. El analisis de estabilidad se realiz6 con un programa de Matlab donde
se programaron las funciones y se establecieron condiciones iniciales para la solucion en estado
estacionario, empleado el comando fso/ve de Matlab. El analisis de varianza fue realiado en

Excel (Microsoft®, 2020).

4.10 Colecta de datos experimentales para la validacion de los modelos

Datos experimentales para el sistema continuo de oxidacion de Fe(Il)

Los datos experimentales para la oxidacion de Fe(Il) fueron tomados del trabajo de
Gonzalez-Contreras et al. (2012). Estos autores reportan la oxidacion en un reactor tanque
agitado continuo (abreviado CSTR en ingles), empleando un cultivo de Sulfolobales. El
consorcio microbiano estaba compuesto principalmente por Acidianus brierleyi con un 98-99%,
y Metallosphera sedula con 1-2%. El biorreactor fue equipado con electrodos para la medicion
de oxigeno disuelto, pH y temperatura. Los experimentos fueron realizados a temperatura
constante (75 °C) y el pH inicial fue fijado a 1.3. Se utiliz6 un difusor de acero inoxidable para
inyectar aire al reactor a una tasa de 0.4 volimenes de aire por volumen de medio por minuto,
usando un rotdmetro. El aire suministra el oxigeno y el dioxido de carbono para la oxidacion
bioquimica fe Fe(Il) y para el crecimiento microbiano. El Fe(Il) fue alimentado al reactor
mediante una solucion con una concentracion de 3 g L', Después, el reactor fue operado con
diferentes tasas de dilucion (D). Las concentraciones de las especies de hierro fueron
determinadas por una técnica espectrofotométrica y las células fueron contadas en una cadmara

Biirker-Tiirk. Debido a que las unidades de células estdn definidas en masa por unidad de
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volumen en el modelo, las concentraciones celulares fueron convertidas a g L' usando un factor
de conversion promedio. Para los demas detalles técnicos con respecto al medio de cultivo
empleado o la configuracion experimental, el lector es referido a Gonzélez-Contreras et al.

(2012b).

Datos experimentales para para la validacion del modelo para el sistema continuo

de oxidacion de Fe(ID/As(III), precipitacion de As(V) y formacion de bioscorodita

La precipitacion de escorodita generalmente es evaluada en condiciones extremofilas de
cultivo, es decir, alta temperatura y pH 4acido, para proveer un ambiente Optimo para el
crecimiento microbiano y promover la formacion de la bioscorodita. Los experimentos
descritos en esta seccion fueron realizados con Acidianus brierleyi. Este microorganismo puede
ser cultivado en un medio con caracteristicas propias de una solucidon proveniente del proceso
de refinacion de cobre, i.e., alta temperatura (50-70 °C), pH acido (pH 1-2) y concentraciones
de As(IIT) y Fe(IT) de ~1000 ppm (Okibe et al 2014). Estas caracteristicas pueden proveerle a
A. brierleyi condiciones favorables para su crecimiento, dado que su pH y temperatura 6ptimos

son pH=1-2 y 70 °C, respectivamente.

Para la validacion del modelo de este sistema, se emplearon tres conjuntos de datos
experimentales reportados por Okibe et al (2014), y Tanaka et al. (2017). Los experimentos en
los cuales se observé la formacion de bioscorodita, fueron empleados para la validacion del
modelo. Todas las corridas fueron realizadas usando un medio de cultivo definido
suplementado con extracto de levadura (0.01-0.02 p/v %) en matraces agitados de 500 mL con
200 mL de volumen de operacion, usando temperatura y agitacion constante de 70 °C y 100
rpm, respectivamente. En todas las corridas experimentales se usdé una relacion molar
Fe(Il)/As(IIT)=1.4. Solamente en el experimento de Tanaka et al. (2017) se considero el uso de

material semilla (escorodita).
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Datos experimentales para la validacion del modelo para el proceso industrial

THIOTE®Q™ Scorodite

THIOTEQ™ Scorodite es un proceso patentado por PAQUES B.V. (Holanda) para el
tratamiento de efluentes que contienen arsénico (PAQUES Technology, 2020). Brevemente, el
proceso consiste en un biorreactor anaerobio (reactor neumatico airlift) el cual tiene entradas
para la alimentacion de Fe(IT) y As(V). La inyeccion de aire al reactor airlift induce el mezclado,
pero también provee el oxigeno y el diéxido de carbono (del aire) requeridos para la oxidacion
bioquimica de Fe(Il) y para el crecimiento microbiano. En el reactor, Fe(I1l) y As(V) reaccionan
para formar escorodita, la cual es recuperada por sedimentacion para su disposicion final. Un
diagrama general del proceso se muestra en la Figura 5. Una parte de los datos experimentales
de la prueba de principio, la seleccion del reactor y evaluacion de condiciones de operacion
para desarrollar este proceso se utilizaron para la estimacion de parametros y la validacion del
modelo. Los datos experimentales fueron publicados anteriormente por Gonzalez-Contreras et
al. (2012). Este proceso de un solo paso tiene lugar en un biorreactor airlift a pH=2 y 72 °C. El
uso de este tipo de reactor se justifica principalmente por la mezcla inducida por la inyeccion
de aire, las bajas tasas de estrés cortante y los bajos costos de inversion y operacion en
comparacion con los reactores tradicionales de agitacion mecanica.

En resumen, los experimentos fueron realizados en un reactor de cristal de 9-L equipado
con un control de flujo de aire para obtener una velocidad superficial de 45 cm s™!, y bafios de
enfriamiento para condensar el agua y regresarlo al reactor, y para mantener el reactor a 72 °C.
El reactor fue primero operado en régimen batch durante 35 dias, cambiando a régimen
continuo durante 37 dias mediante la activacion de un flujo de entrada al reactor con D=0.1 d
I, La concentracion inicial (#=0) de Fe(II) y As(V) fueron de 1.8 y 2.4 g L', respectivamente,
resultando en una relacion molar Fe/As=1. Al activarse el flujo de entrada al reactor, una

solucion fue alimentada al reactor con concentraciones de Fe(I) y as(V) de 2.4 g L', resultando
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en una relacion molar Fe/As=1.3. El consorcio utilizado para la oxidacion de Fe(II) es el mismo
descrito en la Seccion 4.11.2. Por otra parte, se tomaron muestras del reactor peridédicamente
para analizar las concentraciones de Fe(II) espectrofotométricamente y arsénico mediante
cromatografia de exclusién de iones anidnicos seguida de deteccion de UV. No se afiadio al
reactor ninguna especie de material semilla. Para la caracterizacion de los precipitados y los
estudios de distribuciones de tamafio de los cristales producidos en el reactor, se tomaron tres
muestras al dia 30 del cultivo batch, y a los dias 41 y 72 del cultivo continuo. Todas las muestras
fueron identificadas como escorodita cristalina por andlisis de difraccion de rayos X. El tamafio
del cristal fue calculado mediante la determinacidn del didmetro Stokes de los cristales, que se
basa en las tasas de sedimentacion. La densidad de los cristales fue de 3,322 kg m™ (Mineralogy
database, 1997). Para mas detalles técnicos, el lector es referido al trabajo realizado por

Gonzalez-Contreras et al. (2012).
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Capitulo 5

Resultados y Discusion

5.1 Analisis de la oxidaciéon de hierro usando un consorcio de

Sulfolobus en condiciones de alta temperatura y pH acido

En esta seccion se analiza la oxidacion de Fe(IT) en un reactor tanque agitado continuo,
considerando la siguiente estrategia: 1) se realizd el ajuste de diferentes modelos cinéticos para
la prediccion de la tasa especifica de crecimiento del consorcio microbiano (Sulfolobales),
empleando modelo de limitacion e inhibicion por sustrato; ii) una vez seleccionado el modelo
se procedio al ajuste paramétrico con datos experimentales de oxidacion de Fe(II), considerando
una cinética de inhibicion por Fe(Il) y por limitacion de oxigeno. iii) finalmente, se realizé un
analisis del sistema en estado estacionario, mediante analisis de bifurcacion y estabilidad para

determinar regiones de operacion factibles.
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5.1.1 Comparacion de modelos cinéticos no estructurados para la tasa especifica de
crecimiento microbiano

En esta seccion se discute la comparacion de los modelos cinéticos no estructurados
para el proceso de oxidacion de Fe(Il) en régimen por lote. El modelo seleccionado fue
empleado después para realizar las simulaciones en régimen continuo, variando la tasa de
dilucion. Para este analisis se emplearon los modelos cinéticos de Monod, Teissier, Webb, Aiba
y Andrews, considerando un rendimiento biomasa-Fe(II) constante (Y yrean) (Figura 6A). Para
el ajuste de los modelos cinéticos se empled la herramienta Ajuste de curvas de Matlab®,
utilizando el algoritmo Trust-Region. La Tabla 4 muestra los valores de los parametros
ajustados y los coeficientes de determinacion (R?) para cada modelo. En esta tabla se puede
observar que los modelos con menor R? fueron Monod y Luong. Esto es debido a que estos
modelos no consideran la inhibicidn por sustrato. Por otro lado, los modelos que si consideran
inhibicion por sustrato presentaron R?>0.96. Gonzalez-Contreras et al. (2012b) sefiala una
concentracion de inhibicion de 8 g L' de Fe(1l). Este efecto se puede observar en la Figura 6A.
Por lo tanto, se considerd necesaria la seleccion de un modelo cinético que considere este
fendmeno. De manera general, utilizando el R? como criterio estadistico para la evaluacion de
los modelos, las expresiones cinéticas que consideran inhibicion por sustrato (modelos de
Andrews, Webb y Teissier) describen de una manera mas adecuada la tasa especifica de
crecimiento en funcion de la concentracion de Fe(II). A partir de esto, se selecciono el modelo
de Andrews, el cual presentd un R? de 0.95. La Figura 6B muestra los residuales (diferencia
entre dato calculado y dato medido en funcidn de la variable independiente), los cuales estan
distribuidos aleatoriamente respecto al eje horizontal cero, indicando que el modelo de Andrews

representa los datos adecuadamente.
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Figura 6. Modelado del crecimiento microbiano en un reactor en lote: A) Datos experimentales
y simulados de la tasa especifica de crecimiento en funcion de la concentracion de Fe(II),
usando varios modelos cinéticos no estructurados. B) Grafico de residuales indicando la bondad

de ajuste para el modelo de Andrews.

Es importante notar que la seleccion del modelo cinético es de relevancia, dada la no
linealidad de los sistemas, aunado a los comportamientos dinamicos complejos que pueden
presentar, como oscilaciones, comportamiento cadtico o multiplicidad de estados estacionarios,
los cuales pueden ser caracterizados por analisis posteriores del sistema mediante herramientas

numéricas, como el andlisis de bifurcacion y estabilidad (Estrada-Figueroa et al. 2020).
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Tabla 4. Comparacion de modelos de limitacion e inhibicion por sustrato para la tasa especifica

de crecimiento microbiano.

Pardmetros
Modelo Expresion cinética R?
Hmax (h-l) Ksre2 (g L-l) Kire2 (g L-l) (O] (-) o (-)

S

Monod Wt o 0.0675 0.23 - - - 0.89
Luong Wt s 0.0675 0.25 - - 0525 090
_ S
Andrews F b 0.0675 0.19 59.83 - - 0.95
KSJrSJrﬁ
S(1+%Si)
Webb ot ——y 0.0675 0.19 5145 0126 - 0.95
KSJrSJrf
1
S S
Teissier u:umax(exp(-ﬁ)-exp(-g)) 0.0675 0.44 51.05 - - 0.96

5.1.2 Andlisis paramétrico

En la seccion anterior se analizaron modelos cinéticos para la prediccion de la tasa de
crecimiento en funcion de la concentracion de sustrato. En esta seccion se utiliza el modelo de
Andrews el cual fue seleccionado. Ademés, dado que el proceso es dependiente de la
concentracion de oxigeno en el medio liquido, se considerd una estructura de Monod para esta
variable. El andlisis paramétrico fue realizado de la siguiente manera: primero se realizd un
analisis de sensibilidad local, después de conocer los parametros con mayor influencia en el
modelo se procedio al ajuste de éstos, considerando los datos experimentales de Gonzalez-
Contreras et al. (2012b), con las siguientes condiciones iniciales: Xo=0.035 g L', Fe(II)o=2.07
g L', Fe(Ill)o=0 g L', 02,0=0.1 ppm y pH=1.33. El reactor fue operado con tres diferentes tasas
de dilucion (D, d): D1=0.40, D;=0.43 y D;=0.46, durante un periodo de 100 dias. Las
simulaciones fueron realizadas corriendo el diagrama de bloques en Simulink®, donde fueron
establecidos tres switches para activar y modificar el flujo de entrada al reactor con una

concentracion de Fe(II)=3 g L. Los resultados del analisis de sensibilidad local se muestran
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en la Figura 7. Los puntos muestran los resultados de la evaluacion cada conjunto de valores
de parametros mediante la solucion del modelo, usando el requerimiento “SignalMatching” en

el software. El grafico de barras muestra el indice de sensibilidad de cada parametro para la

variable Fe(II).
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Figura 7. Analisis de sensibilidad para el modelo de oxidacion de Fe(II) en sistema continuo.

Bajo las consideraciones anteriores, por un lado se puede observar que es posible reducir
el espacio de parametros mediante el establecimiento de los rendimientos (Yx/02 y Yx/rearn) de
acuerdo con valores encontrados en la literatura, y ajustando solamente los parametros mas
sensibles (MUmax, Ksrean, Kirean, Kso2). Por otro lado, con relacién a la variable biomasa, es
posible la eleccion de un modelo que considere la concentracion de la biomasa como una
constante (Sheng et al. 2017). Sin embargo, para nuestro caso de estudio creemos necesaria la

consideracion de esta variable en el modelo, debido a que se ha observado experimentalmente

45



que la concentracion celular puede influenciar significativamente las velocidades de oxidacion
(Okibe et al. 2014). El ajuste de los parametros se realizo dejando fijas las constantes Yx/02 y
Yxrear) de acuerdo con Gonzalez-Contreras et al. (2012a). La Tabla 5 muestra los valores de
los pardmetros ajustados mediante la minimizacion de la funcion objetivo (Ec. 49, Foj). Es
posible notar que los valores de las constantes Ksreqr) y Kirer) estan de acuerdo con lo reportado
por Gonzalez-Contreras et al. (2012b), quienes obtuvieron una Ksrean=0.18 g L*!, y observaron

que el crecimiento microbiano se inhibe a concentraciones de Fe(II) mayores a 8 g L.

Tabla 5. Parametros cinéticos del modelo de oxidacidon en un sistema continuo.

Pardmetro Descripcion Unidades Valores
Lmax Tasa especifica méxima de crecimiento d! 0.477
Ksreqn Constante de afinidad de Fe(II) gLt 0.176
Kireqrn Constante de inhibicion de Fe(II) gL! 7.976
Kso2 Constante de afinidad de oxigeno ppm 0.10
Y x/Fe(ny* Rendimiento biomasa-Fe(II) gg! 0.014
Yx/02% Rendimiento biomasa-oxigeno gg! 0.013
K" OC;(;fglclfnte volumétrico de transferencia de 4! 130
Fobj Valor de la funcion objetivo - 0.05
R? Coeficiente de determinacion - 0.86

*Parametros definidos con base a la literatura (Gonzalez-Contreras et al. 2012).

También se ajustd la constante pmax, 1a cual fue estimada previamente por los autores
antes mencionados (1.584 d!'). Es posible notar que el valor ajustado (0.47 d') es
aproximadamente tres veces menor que el dato obtenido por Gonzalez-Contreras et al. (2012b).
Sin embargo, como es sabido, la tasa de dilucion (D=F/V) maxima en un sistema continuo esta
dada por la tasa especifica maxima de crecimiento, de otra manera, el reactor estaria en una

region de lavado, donde la biomasa es expulsada del biorreactor. Como se vera en la siguiente
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seccion, la tasa maxima aplicada al reactor continuo fue cercana a 0.46 d!, en la cual no se
observo crecimiento microbiano (mediante simulacion). Este valor de D estd cercano a la
Umax=0.47 d'.

Es importante resaltar que, aunque la tasa de dilucion fue variada en el tiempo de
operacion del reactor, todas las simulaciones fueron realizadas con un Unico conjunto de
parametros, evitando una re-identificacion de los pardmetros para cada escenario, lo cual
permite a la vez determinar las limitaciones de la estructura del modelo propuesto, asi como la

viabilidad de la aplicacion de enfoques de optimizacidn, control o escalamiento en el futuro.

5.1.3 Validacion del modelo

La capacidad del modelo para predecir el proceso de oxidacion de Fe(Il), fue evaluada
mediante el valor de la funcion objetivo (Fobj) y €l coeficiente de determinacion (R?) de
regresion lineal. El valor menor de Fopj fue de 0.05 y el R?=0.86, con p<0.001, indicando de
esta manera que no hay diferencia estadisticamente significativa entre el dato simulado y el
experimental.

En esta seccion al mencionar detalles experimentales, nos referiremos particularmente
al conjunto de experimentos realizados por Gonzalez-Contreras et al. (2012b). El lector es
referido a esta referencia para obtener mayores detalles.

El experimento fue realizado con una tasa de dilucion (D) inicial de 0.40 d,
posteriormente fue incrementada a 0.43 d-'después de 24 dias, y finalmente fue aumentada a
0.46 d'' después de 46 dias, la cual fue mantenida hasta el final del cultivo (tiempo total=100
dias). Una solucion con una concentracion de Fe(I)=3 g L' y pH=1.2 fue alimentada al
biorreactor, con las condiciones iniciales mencionadas en la seccion anterior. Es importante
notar que el experimento se opero inicialmente con una concentracion de 6 g L', sin embargo,

debido a inestabilidades posiblemente relacionadas a la inhibicién de las células a altas
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concentraciones de hierro, la concentracion de Fe(Il) de entrada al reactor fue disminuidaa 3 g
L, donde se observo nuevamente un comportamiento estable. La region con comportamiento
estable fue usada para la validacion del modelo cinético. La estrategia experimental empleada
fue aumentar D, tanto como sea posible a la tasa maxima especifica de crecimiento, empleando
una trayectoria tipo escalonada para D (0.40 a 0.46 d'). Resulta importante destacar que,
aunque el pH genera un efecto en el proceso de oxidacion, para la simulacidon se considerd un
pH constante (1.2), debido a que experimentalmente no se observaron cambios significativos
en esta variable (~0.01 unidades).

La Figura 8 muestra los datos experimentales y simulados para la concentracion de
Fe(Il), donde se puede observar que las simulaciones siguen la tendencia observada en la
experimentacion. También se puede observar que conforme la D se acerca a 0.46 d’!, la
concentracion de Fe(Il) a la salida del reactor tiende a alcanzar la concentracion de
alimentacion, lo cual a su vez disminuye la productividad (P=[Fe(II)]*D) (Figura 8A). Es
necesario aclarar que debido a que en este proceso se busca aumentar la oxidacion de Fe(II),
por ende la productividad debe ser la menor posible. La concentracion de Fe(Il) cercanaa 3 g
L' ala salida es explicada principalmente por el lavado del reactor, donde la tasa de crecimiento
(~0.32 d'!) es menor a D (0.4-0.46 d!), observandose una concentracion menor a 1x10* células
mL! al final del cultivo. Ademas, debido a estas condiciones, la productividad es la mas alta
posible, ~1.3 g L' d"!. Por otro lado, la baja tasa de oxidacion de Fe(Il) se ve reflejada en la
concentracion de O; en el seno liquido, la cual alcanza la concentracion de saturacion (3.71
ppm a 75°C) después del dia 50, indicando un bajo consumo por los microorganismos.
Las predicciones de la concentracion de O; estan de acuerdo con los datos experimentales, que
indican que la concentracion de O» permanece cercana a 3.23 ppm en el reactor.
Experimentalmente se observo que el pH en el medio de cultivo tendié a mantenerse en 1.2.

Este efecto se le atribuyd a la adaptacion del consorcio microbiano a este pH acido. Sin
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embargo, se pudo observar que este efecto también puede ser explicado principalmente por la
baja concentracion de biomasa la cual utiliza los protones en su metabolismo, por lo cual, el

biorreactor tiende a igualar el pH de la solucidon alimentada.
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Figura 8. Comparacion de datos experimentales y simulados para la oxidacién continua de
Fe(Il). A) Concentracion de Fe(Il), productividad y tasa de dilucion. B) concentracion de

oxigeno disuelto y concentracién de biomasa.

Una vez que fue evaluada la capacidad de prediccion del modelo cinético, se procedio
al empleo de este para la realizacion de un analisis basado en modelos para la construccion de
superficies de respuesta para poder identificar regiones adecuadas de operacion del biorreactor

para mejorar la productividad del reactor.

49



5.1.4 Andalisis del reactor en estado estacionario

El modelo matematico fue usado para realizar un estudio exploratorio y encontrar
regiones factibles de operacion del biorreactor. Para esto se realizd un andlisis de bifurcacion
usando la tasa de dilucion y la concentracion de Fe(Il) a la entrada del reactor (Fe(Il)in) como
parametros de bifurcacion, lo cual permitio la construccion de diagramas de contorno, las cuales
ilustran el efecto de ambos parametros en la concentracion de Fe(II) a la salida del reactor y en
la concentracion de oxigeno disuelto. El rango de D fue 0.025-0.45 d! y el intervalo para Fe(I1)in
fue 0.45-8 g L"!. Ambos intervalos fueron seleccionados considerando valores encontrados en
la literatura abierta (Gonzalez-Contreras et al. 2012b; Okibe et al. 2013). En particular, los
limites superiores fueron elegidos considerando la D en la que se observo (mediante
simulacion) lavado de la biomasa, y la concentracion de Fe(Il)i» fue la que puede presentar
inhibicion del crecimiento microbiano (8 g L™!). La Figura 9 muestra los diagramas de contorno
obtenidos del andlisis de bifurcacion. En esta figura se puede observar que mientras mas baja
sea la tasa de dilucion, la cantidad de Fe(Il) oxidada aumenta, debido al mayor tiempo de
residencia del liquido en el reactor, lo cual aumenta el tiempo para la biorreaccion. También es
posible notar que al emplear Fe(I)in=8 g L' y D>0.1 d!, la concentracion a la salida tiende a
aumentar, lo cual puede ser explicado ya sea por inhibicion microbiana debido a la alta
concentracion de Fe(Il) o el acercamiento de D a la tasa de lavado (0.46 d™).
Por otro lado, es importante remarcar que se deben seleccionar condiciones de operacion del
reactor considerando que es posible caer en regiones de limitacion por oxigeno. De manera
general, en la Figura 9 se puede observar que al utilizar valores de D>0.35 d*!, la concentracion
de oxigeno es entre 3 y 3.7 ppm, es decir que en esta region no hay una limitacion por consumo
de oxigeno, ya que las concentraciones son mantenidas cercanas a la concentracion de
saturacion. Sin embargo, en la region 0.1<D<0.22 d"' y 3<Fe(I)in<8 g L' se puede observar

que la concentracion de O esta cercana a 0 ppm. Es preciso mencionar que en estas condiciones
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de baja concentraciéon de O, la actividad microbiana puede verse afectada; por ende, estas
regiones de operacion deben evitarse, o bien emplearse estrategias para mejorar el transporte
de oxigeno hacia la fase acuosa. Entre estas alternativas esta el empleo de una mayor velocidad
de agitacion o la disminucion del diametro de burbuja en el reactor mediante el uso de
aireadores con tamafos de poro mas pequenos (AL-Mashhadani et al. 2015). Debido a que estas
estrategias han sido ampliamente estudiadas y la factibilidad de su aplicacion es alta, no se
considerd necesaria la integracion de una estructura de inhibicién por oxigeno en el modelo

cinético.
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Figura 9. Diagramas de contorno obtenidos del analisis de bifurcacion, considerando la tasa de
diluciéon (D) y la concentracion de Fe(Il) en la alimentacién al reactor (Fe(Il)i) como

parametros de bifurcacion.

Por otro lado, se ha observado que cuando se emplean microorganismos extremofilos
(como cepas de Sulfolobales), una exposicion prolongada a una alta concentracion de oxigeno
mayor a 4 ppm puede reducir considerablemente la actividad microbiana (De Kock et al. 2003).
Sin embargo, debido a que la concentracion de saturacion de oxigeno en fase acuosa no excede

3.7 ppm (a 75 °C), este limite no tiene relevancia en las consideraciones para la construccion
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del modelo. De la Figura 9 se sugiere el empleo de D<0.1 d! como la regiéon con mayor
productividad sin observar alguna limitacién por oxigeno.

El andlisis de estabilidad mediante la determinacion de los valores propios del sistema
(AFean, Ao2 Y Ax), mostrd que para la region 0.025<D<0.45 cubriendo todo el rango de
concentraciones de Fe(II) (0.45<Fe(Il)in<8) el sistema se comporta estable, es decir, de acuerdo
con el segundo criterio de Lyapunov todos los valores Aren, Ao2 y Ax tienen parte real negativa.
En un solo caso de todo el rango de condiciones se observd inestabilidad. Es decir, empleando
D=0.365 d"!' y Fe(II)in=0.45 g L', para la variable O se observé un valor positivo para Aoz
(4.72x10®). La Figura 10 muestra las oscilaciones en la variable O en el tiempo, las cuales se
encuentran en el rango 3.704-3.712 ppm. Es preciso resaltar que este comportamiento no es de
gran relevancia en el proceso debido a que la concentracion esta cercana a la saturacion (3.7
ppm), ademas, estos cambios son dificilmente detectados por los sensores, ya que la variacion

estd en el orden de 10° g L.
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Figura 10. Oscilaciones en la variable O, evaluando D=0.365 d! y Fe(I1)ix=0.45 g L.
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5.2 Modelado de la cristalizacion de bioscorodita en condiciones extremas: Aspectos
cinéticos de la biooxidacion in-situ de Fe(I1)/As(IIl), y precipitacion de As(V)
5.2.1 Ajuste paramétrico, estadistica y analisis de sensibilidad

El ajuste paramétrico se llevo a cabo para tres conjuntos de datos experimentales
reportados por Okibe et al. (2014) y Tanaka et al. (2017). Los parametros cinéticos del modelo
fueron obtenidos ajustando el modelo a los datos experimentales, mediante la minimizacion de
la funcién objetivo (Ec. 49). Los parametros para el Sistema 1 fueron obtenidos considerando
las siguientes condiciones iniciales (mM): Fe(I1)o=9, As(Ill)¢=6.5, 02,0=0.07; para el Sistema
2, Fe(I1)o=18, As(Il)o=13, 02,0=0.07; y para el Sistema 3, Fe(II)o=4.35, As(I11)o=6, O2,0=0.07.
Las concentraciones de As(V) y Fe(Ill) fueron consideradas cero a =0 para todos los casos.
Todos los experimentos fueron realizados con un pH inicial de 1.5, temperatura constante de
70 °C, y una concentracion de indculo (Acidianus brierleyi) de 1x107 células mL™! (0.01 g L).
Los sistemas 1 y 2 fueron realizados bajo las mismas condiciones operacionales, variando
unicamente la concentracion inicial de Fe(Il) y As(III) (misma Fe(I1)/As(III)=1.4). El sistema
3 fue realizado bajo las mismas condiciones operacionales, con una concentracion inicial de
extracto de levadura diferente y una relacion molar de Fe(IT)/As(III)=1.4. La Tabla 6 muestra
los valores de los pardmetros ajustados para cada sistema evaluado. Como se esperaba, los
valores de las constantes variaron para cada sistema. Esto es posible considerando que las
condiciones de cultivo tienen un efecto en las constantes de afinidad (Ks) y las constantes de
velocidad de reaccion (Owens and Legans, 1987). La Tabla 6 muestra los valores de la funcion
objetivo (Fopj) y los coeficientes de determinacion (R?) global usando los datos experimentales
y las predicciones del modelo de Fe(Il), As(III) y As(V). Los valores de R? y Fobj fueron usados
como criterio para evaluar la capacidad de prediccion del modelo. El valor de Fopj mas bajo fue
obtenido para el sistema 3, seguido por el 1 y 2, con valores de R? entre 0.96 y 0.98, siendo

Fe(I) y As(Il) las variables con mayores R? individuales (R?>>0.98).
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Tabla 6. Valores de los parametros del modelo de oxidacion de Fe(Il) y As(III), y precipitacion de As(V) en régimen batch.

Valor
Parametro Descripcion Unidades
Sistema 1?2 Sistema 2? Sistema 3
keeq) Cg:igﬁi flf g:l}?:(iﬁa)‘d mM d-! 43.189+7.618 43.55+5.63 42.387+2.41
Kasam %‘e’nrset:?;eoie dze}f:(ilcﬁ)d mM d-! 12.29142.576 5.4010.195 13.25145.233
Kasc) precigi‘z;;tggtgedzs W L Hgﬂorl 6.4x10-+1x10 1.83x102£2x10 3x103£2x10
KSkeq) CO“Sta‘g: gz &?;uradén mM 4.945+0.375 3.20+1.231 0.698+0.258
Kso2 C"“Stantzgi)iamradén mM 0.236:0.001 0.21+0.04 0.206+0.001
Ksasam CO“Stagtee ::(fﬁt)umién mM 0.638+0.070 0.80+0.20 0.610£0.071
Fob, Valoroi?elgf‘;m"’“ - 0.108 0.110 0.021
R Coeficiente de ; 0.97 0.96 0.99

determinacion

2 Datos experimentales tomados de Okibe et al. (2014). ® Datos experimentales tomados de Tanaka et al. (2017).
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Para la variable As(V) se obtuvieron R? (a=0.05) entre 0.88 y 0.98. En términos
globales, esto indica que el modelo tiene una adecuada capacidad de prediccion. Es importante
resaltar que el modelo puede presentar algunas imprecisiones que pueden estar relacionadas a
procesos de adsorcion de As(V), los cuales no fueron considerados en la estructura del modelo
cinético (Vanlier et al. 2013).

Por otro lado, se realizd un analisis estadistico para los valores de las constantes
obtenidas en el ajuste paramétrico, dado que las condiciones ambientales y operacionales en el
biorreactor pueden tener un efecto significativo sobre los valores de los parametros de la
cinética de Monod (Muloiwa et al. 2020). Fue interesante observar que para los parametros
krean), kasam, Ksasam y Kso2 no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(a=0.05) para los tres sistemas. De manera general, esto puede estar relacionado a que
independientemente de las concentraciones iniciales de Fe(Il), 4. brierleyi puede mantener su
capacidad metabdlica para oxidar Fe(Il) y As(III). Ademas, del analisis de Kso2, se puede
interpretar que el oxigeno no es un sustrato limitante para el proceso, lo cual esta de acuerdo a
las hipdtesis generalmente consideradas para el modelado matematico de la oxidacion de Fe(II)
en biorreactores (Sheng et al. 2017). Sin embargo, es necesario considerar la concentracion del
O en la velocidad de oxidacion, debido a que, usando concentraciones mas altas de hierro o
evaluando sistemas continuos de oxidacion, el O, puede tener efectos significativos en la
oxidacion, observandose como una limitante en el proceso (Acevedo, 2000; Plessis et al. 2006).
Ademas, esta variable puede ser utilizada como una variable manipulable facilmente medible
para realizar inferencias globales del sistema (Esquivel-Rios et al. 2014; Ordaz-Cortés et al.
2019). Para los parametros kasv) y Ksreqn existieron diferencias estadisticamente significativas
(a=0.05) entre los tres sistemas. Una discusion mas detallada de la fenomenologia involucrada

en los cambios relacionados a las constantes se puede encontrar en la siguiente seccion.
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Adicionalmente, se llevo a cabo un analisis de sensibilidad paramétrica para identificar
los parametros que tienen mas influencia en las predicciones del modelo cinético. De esta forma
se pueden optimizar parametros objetivo (identificados del analisis de sensibilidad) en una
futura exploracion experimental, disminuyendo costos experimentales relacionados a la
determinacion de pardmetros que no tienen influencia en las predicciones del modelo. Con este
analisis se puede reducir el espacio de parametros cinéticos (Jarret et al. 2015), con la ventaja
de generar un “modelo reducido”, el cual puede disminuir el tiempo de computo requerido. De
manera general, cuando un pardmetro tiene una sensibilidad baja, se considera que tiene un
efecto despreciable en la simulacion, y los parametros altamente sensibles tienen una influencia
fuerte en las predicciones del modelo y requieren un nivel de certidumbre para realizar
simulaciones robustas (Croicu et al. 2017). El analisis de sensibilidad se realizé mediante
simulaciones de Monte Carlo considerando los seis parametros ajustados del modelo. Se
generaron valores aleatorios de cada parametro con una distribucién normal, los cuales fueron
evaluados mediante la solucion del modelo para generar los indices de sensibilidad que se
muestran en diagramas de Tornado, usando la regresion lineal estandarizada. El signo indica si
un aumento del valor del parametro corresponde a un aumento o disminucion del valor de
requerimiento (SignalMatching). Las sensibilidades fueron calculadas usando el modelo
propuesto y el conjunto de pardmetros para el sistema 1, considerando las siguientes
condiciones iniciales (mM): Fe(I)o=6.5, As(Ill)o=13, 02,0=0.07, As(V)o=0, Fe(Ill)o=0; y los
datos experimentales correspondientes. Las concentraciones de Fe(II), As(I1l) y As(V) fueron
fijadas como variables de referencia para determinar la sensibilidad. La Figura 11 muestra los
resultados del analisis de sensibilidad, donde se puede observar que para las tres variables, los

parametros mas sensibles fueron krearn, kasim, Ksrean.
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Figura 11. Analisis de sensibilidad. A) Grafico de dispersion de las evaluaciones del modelo

para las variables Fe(II), As(IIl) y As(V). B) Indices de sensibilidad.

La sensibilidad de As(V) muestran dependencia de las velocidades de oxidacion de

Fe(Il) y As(III), lo cual es consistente con la literatura, donde se encuentra que la precipitacion

de arsénico como escorodita es dependiente de la relacion molar Fe/As (Tanaka et al. 2018). A
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partir de esto, se desprende que se requiere una calibracion posterior de los parametros sensibles
para mejorar la calidad de prediccion del modelo, mediante evaluaciones cinéticas con
diferentes concentraciones de Fe(Il) y As(III), asi como la concentracion de indculo. Los
parametros kasv), Ksasam, Kso2 mostraron un efecto menor en las predicciones del modelo
(Figura 11). Este andlisis permite reducir el vector de parametros al dejar fijos los valores
menos influyentes, de manera que se pueden optimizar los parametros mas sensibles del modelo

(Kostrytsia et al. 2018).

5.2.2 Evaluacion del modelo. Cinética de biooxidacion, precipitacion y cristalizacion

En esta seccion se analiza la inmovilizacion de As(II) usando el arqueon
termoacidofilico Acidianus brierleyi para evaluar la capacidad de prediccion del modelo bajo
diferentes condiciones, dado que la formacién de escorodita biogénica por A. brierleyi es
afectada por diversos factores, tales como la relacion molar Fe(II)/As(Ill), pH, temperatura,
adicion de material semilla, oxigeno disuelto o la composicion del medio de cultivo (Okibe et
al. 2018; Okibe et al. 2017; Vega-Hernandez et al. 2019). Los datos experimentales usados para
el ajuste del modelo matematico presentaron formacién de escorodita. De manera general,
usando relaciones molares Fe(II)/As(III) entre 2.5 y 6 se promueve la precipitacion de jarosita,
donde el As(V) puede adsorberse; y otros minerales amorfos. A una relacion molar de 1.4 se
obtiene escorodita cristalina. Esta relacion molar estd muy cercana a la composicion tedrica de
Fe/As=1. Los experimentos seleccionados fueron realizados usando Fe(Il)/As(III)=1.4, con
diferentes concentraciones iniciales. La descripcion de estos datos se encuentra en la Seccion
2.11.2. El ajuste paramétrico se realizo para cada ensayo, dado que la composicion del medio
de cultivo puede promover cambios en la cinética de Monod, i.e., las constantes de velocidad
de oxidacion y las constantes de afinidad al sustrato (Muloiwa et al. 2020). Las Figuras 12-14

muestran la comparacion entre datos simulados y datos experimentales para los tres sistemas

58



evaluados. Para el Sistema 1 (Figura 12), ser observa que mas del 97 % de Fe(Il) y As(Ill) es
oxidado en los primeros 2 y 4 dias, respectivamente, lo cual es comparable con los datos
simulados. En este sistema se observo por simulacién que la concentracion de oxigeno disuelto
en la fase acuosa alcanza la concentracion de saturacion (~0.132 mM) después de los cuatro
dias, lo cual corresponde al tiempo donde se observa la oxidacion de Fe(Il) y As(III) por el
microorganismo. Asimismo, para la mayoria del tiempo de cultivo el indice de saturacion para
escorodita fue mayor a 0, lo cual indica que el mineral precipit6. El tamafo de cristal estimado
a =14 d fue de 1.1 micras. Estas estimaciones del modelo estan de acuerdo con lo observado
experimentalmente por Okibe et al. (2014). Obsérvese que de acuerdo a los datos simulados,
mas del 90% de As(III) es oxidado, sin embargo la concentracion de As(V) disminuye cerca
del 28% al dia catorce (comparable con ~32% de remocion experimental), lo cual es explicado
principalmente por una constante de velocidad de precipitacion relativamente baja (Tabla 6).
Por otro lado, debido a que la tasa de precipitacion depende de las concentraciones de Fe(Ill) y

As(V), es posible aumentar la velocidad al utilizar mayores concentraciones de ambos sustratos.
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Figure 12. Datos experimentales y simulados del Sistema 1. Biooxidacion de Fe(Il) y As(II),
precipitacion de As(V), oxigeno disuelto, indice de saturacion de escorodita y tamaio de cristal.

Fuente de datos experimentales: Okibe et al. (2014).
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Esto puede observarse en la Figura 13 (Sistema 2), donde es posible notar un aumento
de la precipitacion de As(V) (82% simulado, comparable con 86% experimental) a los 14 dias,
usando concentraciones iniciales de Fe(Il) y As(IIl) de 18 y 13 mM, respectivamente, donde
cerca de la totalidad de Fe(Il) y As(III) fueron oxidados en 2.5 y 10 dias, respectivamente. La
Figura 14 muestra el comportamiento dinamico del Sistema 3, donde se observa una
precipitacion de As(V) del 18.7% (comparable con 21.27% simulado). Este experimento fue
realizado usando material semilla (escorodita), donde se observa por simulacion que se obtiene
un tamafio final cerca de 69 micras. El tamafio promedio inicial del cristal se consider6 de 60
micras segun observaciones de Tanaka et al. (2017). Los datos experimentales y las
simulaciones muestran que la cantidad de remociéon de As(V) aumenta al aumentar las

concentraciones de hierro y arsénico.

— Mocdeio ©® Duaton experymorisies

Figura 13 Datos experimentales y simulados del Sistema 2. Biooxidacion de Fe(Il) y As(II),
precipitacion de As(V), oxigeno disuelto, indice de saturacion de escorodita y tamaiio de cristal.

Fuente de datos experimentales: Okibe et al. (2014).
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Cuando Acidianus brierleyi crece con As(Ill)o=6.5 mM, se observa un aumento en el
numero de células (de 1x107 a 6x107). Sin embargo, no hay crecimiento cuando el proceso se
lleva a cabo con As(III)o=13 mM, sino que se induce in mecanismo de desintoxicacion de
As(III) cuando la concentracion de As(IIl) alcanza un nivel requerido. Los experimentos fueron
realizados usando una concentracion inicial de 1x10° células mL™' y entre 0.015-0.02 %(p/v)
de extracto de levadura. Segun las observaciones de Okibe et al. (2014), la oxidacion puede ser
mejorada significativamente afiadiendo este ultimo sustrato al medio de cultivo, lo cual
promueve la produccion de sustancias poliméricas extracelulares (SPE), las cuales a su vez
pueden generar un cambio en la superficie celular (considerada como mediador de electrones).
De esta manera, se forma un compartimiento SPE de reaccién donde los iones de Fe(Ill) y
As(III) se concentran por complejacion (Sand and Gehrke, 2006), donde la oxidacion de As(I11)
acoplada con la reduccion de Fe(III) tiene lugar en el compartimiento SPE. Estas SPE también
han sido observadas en el proceso continuo de oxidacion de Fe(Il) (en ausencia de arsénico y
con extracto de levadura) usando un consorcio microbiano identificado que tenia la cepa
Acidianus brierleyi como componente principal (98-99%) (Gonzéalez-Contreras et al. 2012b).
Debido a este mecanismo usado por Acidianus brierleyi esta cepa es capaz de oxidar mayores
concentraciones de Fe(Il) (54 mM), como se observa en el trabajo de Gonzalez-Contreras et al.
(2012b). Un experimento adicional realizado por Okibe et al. (2014) fue simulado, donde se
utilizé una concentracion de indculo de 1x10% células por mL!. Bajo estas condiciones se
observo una velocidad de oxidacion mas rapida en comparacion con el uso de concentraciones
de in6culo mas bajas (1x10%-1x107 células por mL!). Naturalmente, esto se esperaba debido a
que una mayor cantidad de células en el medio acuoso tienen acceso a ambos sustratos (Figura
15). Ademas, bajo estas condiciones, se favorecid la formacion de una escorodita mas cristalina.
De manera que el uso de altas concentraciones de Fe(II)/As(IIl) (no necesariamente mayores

relaciones molares) pueden mejorar la cristalizaciéon del mineral. Experimentalmente, se

61



observo que el As(V) precipitd en su totalidad cerca del dia ocho, lo cual difiere con la

simulacion. Esto es explicado por un incremento en la velocidad de precipitacion bajo estas

condiciones (Tabla 6).
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Figura 14 Datos experimentales y simulados del Sistema 3. Biooxidacion de Fe(Il) y As(II),

precipitacion de As(V), oxigeno disuelto, indice de saturacion de escorodita y tamaio de cristal.

Fuente de datos experimentales: Tanaka et al. (2017).
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Figura 15. Experimento simulado con las condiciones reportadas por Okibe et al. (2014) con

una concentracion de indculo de 1x10% células por mL.
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Otro factor importante en el proceso de oxidacidon es la concentraciéon de oxigeno
disuelto, dado que es el aceptor de electrones. En las Figuras 12-14 se puede observar un
cambio en la tasa de consumo de oxigeno en los primero dias de cultivo como resultado de
diferentes velocidades de consumo del Fe(Il) y As(III). De acuerdo con los datos simulados en
sistemas batch, el oxigeno puede ser considerado como un sustrato que no limita el proceso de
oxidacion, dado que las tasas de transferencia de oxigeno se acercan a cero conforme el tiempo
de cultivo transcurre. Esto es debido a que el biorreactor se encuentra continuamente agitado,
alcanzando la concentracion de saturacion al consumirse el Fe(Il) y As(III) en su totalidad. Sin
embargo, en sistemas continuos de oxidacién con altas concentraciones de sustrato existen
parametros de oxigeno requeridos para no limitar el proceso, debido a la alta demanda
microbiana de oxigeno. En sistemas de oxidacion de Fe(Il), biolixiviacion de minerales como
pirita o enargita, o formacion de escorodita, se requieren coeficientes volumétricos de
transferencia de oxigeno (krao2) entre 120 y 720 d-! (Gonzalez-Contreras et al. 2012a; Acevedo,
2000). Por consiguiente, debido a la viabilidad de escalar el proceso para aplicacioén industrial
en sistemas continuos, estos pardmetros deben ser analizados a futuro con mayor detalle a nivel
experimental. En la siguiente seccion se analiza el efecto de algunos factores que pueden

controlar la dindmica del proceso.
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Figura 16. Tasas de transferencia de oxigeno para los tres sistemas.
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5.2.3 Factores de control en la cinética: Inoculo, y concentraciones iniciales de Fe(Il) y As(III).

El analisis de bioprocesos basado en modelos matematicos provee informacion valiosa
de la dinamica del proceso bajo diferentes escenarios operacionales. El objetivo de esta seccion
es emplear el modelo cinético propuesto para evaluar mediante simulaciones numéricas la
inmovilizacién de As(V) como escorodita y su sensibilidad a varios factores, tales como las
concentraciones iniciales de Fe(II) y As(IIl), asi como la concentracion de indculo y oxigeno
disuelto. El valor de la relacion molar Fe(II)/As(Il) inicial puede fijarse a un valor
recomendado por la literatura (Min et al. 2015), donde se sugiere el uso de Fe/As=1.5, que es
el valor mas cercano a la relacion molar Fe/As dada por estequiometria para escorodita
(Fe/As=1). No obstante, las concentraciones iniciales de Fe(II)o y As(III)o pueden variar, siendo
mantenida la misma relacion molar. Por otro lado, aunque el pH es un factor que puede afectar
el proceso de manera significativa, para efectos de simulacion se considerd constante (1.5)
debido su rango Optimo especifico observado experimentalmente (pH=1.2-1.5). Las
simulaciones se realizaron con el modelo desarrollado y con el conjunto de parametros
ajustados para el Sistema 2 (ver Tabla 6), variando las concentraciones de Fe(Il) y As(IIl) en
un rango de 9-31.3 y 6.5-22.6 mM, respectivamente. Para la serie de experimentos numéricos,
la Fe(IT)/As(III) fue fijado a 1.4, de acuerdo con la sugerencia de Okibe et al. (2014), quienes
sugieren este valor para la cristalizacion de escorodita, evitando la formacion de otros minerales
amorfos o la adsorcidon de As(V) en jarosita. Por otro lado, dado que se han observado que la
cantidad de biomasa esencialmente no cambia a la largo del cultivo, la concentracién de
biomasa se asume constante. Sin embargo, de acuerdo con el estudio de Okibe et al. (2014), el
incremento de la concentracién de indculo puede mejorar la oxidacion de hierro y arsénico,
ademas de mejorar la cristalinidad de la escorodita. En general, los bajos rendimientos de
biomasa se consideran un cuello de botella para procesos de oxidacion de Fe(Il). Para efectos

de evaluaciéon numérica de la concentracion de indculo se utilizaron los siguientes valores:
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1x10%, 1x107 y 1x10% células mL"!, considerando un peso promedio de las células de 1 pg. El
sistema se considero isotérmico (70 °C), sin adicién de material semilla y un tiempo de cultivo
de 15 dias.

La Figura 17 muestra el efecto de las concentraciones de Fe(Il), As(III) e inoculo en la
precipitacion de As(V) y el perfil de concentraciones de oxigeno disuelto en fase acuosa. En
general, el aumento de la concentracion de indculo influy6 en las cantidades de Fe(Il) y As(I1I)
oxidadas durante el tiempo de cultivo para todo el rango de concentraciones iniciales. Para la
concentracion de indculo de 1x10° células mL!, el aumento de las concentraciones de Fe(Il) y
As(III) resultdé en una disminucion de la precipitacion de As(V) del 36 al 12%. Aunque los
sustratos estan biodisponibles para los microorganismos debido a su solubilidad, el bajo nimero
de células contribuye a disminuir la tasa de oxidacion de ambos sustratos, lo cual resulta en una
baja velocidad de precipitacion. Para esta concentraciéon de indculo, los tamafnos de cristal
obtenidos fueron entre 1.04 y 1.066 micras. Para la concentracion de indculo de 1x107 células
mL-!, los porcentajes de precipitacion de As(V) variaron entre 96 y 99% para todo el rango de
concentraciones iniciales. Los porcentajes de remocion de As(V) para la concentracion de
inoculo de 1x10% células mL™! variaron entre 98 y 100%. Esta precipitacion de As(V) mayores
al 96% estan relacionadas a la completa oxidacion (99%) de Fe(Il) y As(IIl) en los 15 dias de
cultivo. Para el indculo de 1x107 células mL' se obtuvieron tamafios de cristal entre 1.2 y 1.4
micras. Este rango fue similar para el inoculo de 1x10% células mL!, lo cual esta relacionado a
las cantidades de As(V) precipitado, las cuales fueron similares.

Adicionalmente, al utilizar las diferentes concentraciones de inodculo, se pudieron
observar diferencias en las velocidades de consumo de oxigeno. Esto se debido a que aunque
la oxidacion de Fe(Il) y As(III) se lleva a cabo simultineamente, estas ocurren a diferentes

velocidades, siendo la oxidacion de As(IIl) mas lenta segiin lo observado experimentalmente,
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lo cual conduce a la obtencion de perfiles de concentracion de O> como se observa en la Figura

17B2.
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Figura 17. Precipitacion de As(V) y concentracion de O; en funcion de la concentracion inicial
de Fe(Il) y As(III). Inoculo: 1x10% (A1,B1), 1x107 (A2,B2), 1x10% (A3,B3) células mL"'.
Fe(IT)o/As(I1l)o (mM): 9/6.5 (azul), 13.6/9.8 (naranja), 18/13.97 (amarillo), 22.4/16.2 (morado)

y 26.9/19.4 (verde).

En las Figuras 17B1-B3 se puede apreciar que al aumentar la concentracion de indculo,
el tiempo de oxidacion de Fe(Il) y As(IIl) es reducido, alcanzando mas rapido la concentracion
de saturacion de O (0.132 mM). En un sistema por lotes, donde no hay entradas ni salidas en
el sistema, el Oz puede ser considerado como un sustrato que no limita el proceso (sustrato no
limitante) debido a que el sistema estd tiene inyeccion de aire y agitacion constantes. Sin
embargo, en sistemas continuos la capacidad del biorreactor para transferir O> a la fase acuosa
(krao2) toma relevancia, debido que el proceso es altamente demandante de O,. Ademas, para

la evitar la inhibicion de los microorganismos extremofilos, es necesario mantener una
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concentracion de O; en el rango de 0.031 a 0.125 mM para evitar la inhibicion de la biomasa
(De Kock et al. 2003). Valores por debajo de 0.031 mM pueden disminuir 50% la oxidacion de
Fe(Il), mientras que concentraciones mayores a 0.125 mM en condiciones de exposicion
prolongada puede disminuir la actividad de oxidacion de Fe(II) entre 20 y 60%. De esta forma,
se sugiere que para determinar condiciones operacionales en sistemas continuos (sin limitacion
por oxigeno), se deben realizar posteriormente estudios experimentales relacionados al efecto
del coeficiente volumétrico de transferencia de O: sobre el proceso global de oxidacion.
Ademas, dada la viabilidad del escalamiento del proceso a nivel industrial, resulta necesaria la
exploracion y determinacion de regiones de operacion del reactor que promuevan un

desempefio adecuado del proceso con altos rendimientos al menor costo operacional posible.
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5.3 Analisis de la oxidacion de Fe(II), precipitacion de As(V) y cristalizacion de
bioscorodita en un reactor con agitacion neumatica

En esta seccion se analizan los procesos de oxidacion de Fe(II), precipitacion de As(V)
y la cristalizacion de escorodita biogénica, los cuales ocurren simultdneamente en el mismo
biorreactor usando un consorcio de Sulfolobales. Para cumplir nuestro objetivo se construy6 un
modelo matematico para cada fendmeno que ocurre en el reactor neumatico. Se realiza un
analisis de sensibilidad, seguido por un ajuste paramétrico. Después se realizo la validacion del
modelo con datos experimentales en un sistema por lote y continuo (CSTR). Finalmente se
realizaron simulaciones para evaluar parametros operacionales en ambos regimenes de

operacion, tales como la relacion molar Fe/As, la concentracion de indculo y la tasa de dilucion.

5.3.1 Andalisis paramétrico

La oxidacion de Fe(Il) ha sido ampliamente estudiada mediante el empleo de
microorganismos mesoéfilos y termofilos, lo cual ha derivado en la generacion de diversos
modelos matematicos que evalian la temperatura, pH o concentracion de sustrato
principalmente, empleando modelos cinéticos que consideran limitacion o inhibicion por
sustrato en la tasa especifica de crecimiento microbiano (Nemati y Harrison, 2000; Pina et al.
2010). Sin embargo, en sistemas de oxidacion simultanea de Fe(Il) en presencia de As(IIl) o
As(V), se ha observado que la concentracion de biomasa no cambia significativamente, por lo
cual esta variable se ha considerado como constante para efectos de simulacion. La Figura 18
muestra las regresiones lineales y los coeficientes de determinacion (R?) para las variables
Fe(Il) y As(V) empleando el modelo descrito en la Seccion 4.3. Los parametros ajustados para
el modelo se muestran en la Tabla 7. Las condiciones consideradas para el ajuste de parametros
se muestran en la Tabla 8. El valor de la funcion objetivo (Fobj) fue de 0.35. El analisis de

regresion muestra que para las variables Fe(Il) y As(V), los R? son de 0.90 y 0.86,
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respectivamente (con p-value<0.001), lo cual indica que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre datos simulados y datos experimentales, mostrando que el modelo tiene una

buena capacidad predictiva.
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Figura 18. Regresiones lineales para las variables Fe(Il) y As(V).

Tabla 7. Pardmetros cinéticos utilizados para realizar simulaciones en regimenes batch y

continuo.
Sensibilidad
Parametro Descripcion Unidades Valor
Fe(II) As(V)
Kb Fe(m Constante de oxidacion de Fe(IT) gL!'d! 974.14 -0.730 0.727
Ksre Constante de saturacion de Fe(II) gL! 1.647 -0.390 -0.434
Ksoz Constante de saturacion de O, gL! 0.0016 -0.651 -0.672
Constante de precipitacion de 141
kasv) As(V) Lg'd 0.180 0.023 0.231
L Tamafio caracteristico de cristal 66 i i
b para el régimen batch Hm
Tamafio caracteristico de cristal
Lec para el régimen continuo Hm 400 ) )
Fobi Valor de la funcion objetivo - 0.28 - -
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Tabla 8. de parametros operacionales empleados para la simulacion.

Parametro Descripcion Unidades Valor
Chioo Concentracion de biomasa inicial células L 0.001
Fe(Il)n Concentracion de hierro férrico inicial gL! 1.8
AS(V)in Concentracion de arsenato inicial gL! 24

D Tasa de dilucion (D=F/V) d! 0.1
kea Coeficiente volumétrico de transferencia de 4 430

O

Como pudo observarse en la Seccion 4.3, cuatro parametros conforman el espacio de
parametros, a saber, la constante de oxidacion de Fe(Il) (ks reap), las constantes de saturacion
(Ksrean), Kso2) y la constante de precipitacion de As(V). En analisis de sensibilidad de este
conjunto de parametros fue realizado mediante simulaciones de Monte Carlo, considerando el
régimen de operacion batch (D=0 d!) y las siguientes condiciones iniciales: Fe(I)=1.8 g L,
Fe(Il=0 g L', X=0.001 g L', As(V)=2.4 g L, 0=4.11 ppm. El valor de pH se asumi0 constante para
la realizacion de las simulaciones. Generalmente, los pardmetros con bajo indice de sensibilidad presentan
un efecto despreciable en las predicciones del modelo, contrariamente, los pardmetros mas influyentes
requieren un nivel de certidumbre mayor para mejorar la robustez del modelo (Vanlier et al. 2013). La
sensibilidad de los pardmetros para la simulacion de las variables Fe(IT) y As(V) se muestran en la Tabla
7, donde se puede observar que la constante ks, re) €s €l parametros mas sensible, seguido por las
constantes de afinidad Ksreqr, Kso2. Por un lado, la sensibilidad de estos parametros guarda
congruencia con la literatura donde se encuentra que la tasa de oxidacion y la disponibilidad de
oxigeno son factores considerados como cuellos de botella en procesos continuos de oxidacion
de Fe(Il) y de cristalizacion de bioscorodita para inmovilizacién de arsénico (Bertoldo et al.

2004). De este andlisis se puede observar que, del espacio de parametros explorado, estos tres
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parametros deben ser determinados con tanta precision como sea posible para mejorar la
confianza en las predicciones. Por otro lado, se puede observar que la constante de precipitacion
de As(V) es el parametro menos sensible. Esto esta relacionado a que la precipitacion de As(V)
es dependiente de la disponibilidad de Fe(IIl), la cual a su vez depende de la velocidad de
oxidacion de Fe(Il). Es importante remarcar que las limitaciones del proceso antes
mencionadas, pueden ser consideradas como un area potencial de investigacion para realizar
estudios exploratorios enfocados en la optimizacién del rendimiento del biorreactor. Por
ejemplo, el empleo de microorganismos modificados genéticamente puede proveer ventajas
importantes, como el aumento de la tolerancia a altas concentraciones de Fe(Il) o aumentar la
velocidad de biooxidacion (Gumulya et al. 2018).

El ajuste paramétrico fue realizado mediante la solucion del modelo en Simulink®,
usando las siguientes condiciones iniciales (t=0): Fe(Il)=1.8 g L', Fe(Il)=0 g L', X=0.001 g L,
As(V)=2.4 g L', 0:=0.00411 g L. El reactor continuo fue operado con una tasa de dilucion de 0.1 d*!
después de 35 dias de operacion en batch. La Tabla 7 presenta los valores ajustados de los
parametros del modelo. Noétese que se evitd una re-identificacion paramétrica para cada
régimen de operacion, obteniendo un solo conjunto de parametros, el cual fue usado para las
simulaciones en régimen batch y continuo, y para la realizacioén de los analisis de bifurcacion y
estabilidad. El valor del parametros ks rey) obtenido (63.63 22.6 g L' d™!) fue comparable con
el valor maximo (22.6 g L' d") obtenido por Sheng et al. (2017), quienes evaluaron la
capacidad de oxidacion de microorganismos aislados de sedimentos de minas en biorreactores
continuos. Las diferencias de estos valores pueden ser atribuidas a las condiciones de cultivo,
por ejemplo, la composicion del cultivo mixto o el pH (pH>2.7). El valor de Ksgeary (1.64 g L
1 fue comparable con el valor obtenido por Nemati y Harrison, (2000), quienes determinaron
Ksrean=1.30 g L' para Acidianus brierleyi, la cual es la cepa con mayor presencia en el

consorcio microbiano. En el mismo sentido, este valor fue similar al observado (1.22 g L") en
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la oxidacion de Fe(Il) en sistemas continuos (Sheng et al. 2017). El valor de la constante
afinidad de oxigeno fue similar a los obtenidos en los sistemas de oxidacion de Fe(Il) y As(I1I)
(ver Secciones 3.1y 3.2). Las simulaciones de la cristalizacion de bioscorodita fueron realizadas
considerando un tamafo de cristal caracteristico para el cultivo en batch (Lcy) y otro para el
cultivo en régimen continuo (Lcc), esto debido a que este ultimo inici6é con una carga de masa
de cristales. Estos valores fueron ajustados a Lcy=66 um y Lc.=400 um. Estos valores estan de
acuerdo con los encontrados en experimentos para la evaluacion de la tasa de crecimiento de
cristal (Gonzalez-Contreras et al. 2012a). A continuacion, se discute la validacion del modelo

con el conjunto de parametros cinéticos antes descritos.

5.3.2 Evaluacion del modelo

El coeficiente de determinacion (R?) y el valor de la funcion objetivo (Fob) fueron
empleados como criterios para evaluar la capacidad del modelo para predecir la oxidacion de
Fe(Il), la precipitacion de As(V) y la cristalizacion de escorodita. El valor mas bajo de Fopj fue
de 0.28, y los R? para Fe(Il) y As(V) fueron 0.87 para ambas variables, con p-value<0.001, lo
que indica que no hay diferencia significativa entre los datos experimentales y los predichos
por el modelo. Es comun evaluar la bondad de ajuste por los coeficientes R? en combinacion
con los graficos de los residuales. En la Figura 19 se puede observar para ambas variables que
los residuales se encuentran distribuidos aleatoriamente respecto al eje horizontal cero, lo cual

indica que el modelo representa los datos experimentales correctamente.
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Resdunles

Residuales

La Figura 20A-B muestra los datos experimentales y las predicciones del modelo para
la oxidacion de Fe(Il) y la precipitacion de As(V). En esta figura se puede observar que a los
35 dias se activo el flujo de entrada al reactor con una D=0.1 d-'. En sistema batch, se pudo
observar una oxidacion del 80% y una precipitacion de As(V) de 69%. Estos datos
experimentales fueron comparables con los datos simulados, 83% y 67%, respectivamente. Es
posible notar ademas que la simulacion guarda congruencia con los datos experimentales en
régimen continuo. Las diferencias observadas entre datos experimentales y simulados pueden
atribuirse a errores en la medicion debido que las muestras no son medidas en linea, sino que
son tomadas del biorreactor y analizadas aparte. También, estas diferencias pueden ser

explicadas por mecanismos de regulacion o inhibicion que no son considerados en la estructura

del modelo.
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Figura 19. Grafico de residuales para las variables Fe(Il) y As(V).
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Figura 20. Datos experimentales y simulados para Fe(II) (A) y precipitacion de As(V) (B).

Predicciones del modelo para las variables Fe(Ill) y Oz (C) e indice de saturacion (D).

Las Figuras 20C-D muestran la concentracion de Fe(IIl), oxigeno disuelto y el indice
de saturacion de bioscorodita en la fase liquida. Se puede observar que la concentracion de
Fe(III) es menor a la concentracion de Fe(Il) en el tiempo debido a que el Fe(III) precipita con
As(V) como escorodita. La Figura 20D muestra que el indice de saturacion nunca fue cero
(equilibrio), pero fue mayor a cero durante el tiempo que As(V) precipitd para ambos regimenes
de operacion. Por otro lado, de la caracterizacion de los cristales de bioscorodita, se obtuvieron
las frecuencias de distribucion de tamafio de los cristales producidos en el reactor a los dias 30
(fin del cultivo batch) y a los dias 41 y 72 del reactor continuo. Se ajustaron distribuciones

normales, obteniendo los siguientes resultados para media (1) y desviacion estandar (o):
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u,_157.85y06,=33.48 paradia 30, u,_49.36 y 6,=21.47 paradia4l, p,_65.64 y 63=20.31 parael dia
72. Los datos experimentales y las predicciones de los tamafios de cristal para estos dias se presentan en la

Figura 21.

En biorreactores bioquimicos, los parametros relacionados al oxigeno, como el coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno (kia) y la tasa de transferencia de oxigeno (TTO), son de

importancia en el proceso debido a que el oxigeno es utilizado como aceptor de electrones en la oxidacion

biologica.
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Figura 21. Frecuencias de distribucion de tamafio de cristales de bioscorodita producidos en el

reactor a diferentes tiempos. Frecuencias dia 30 (verde), 41 (azul) y 72 (rojo).

Gonzalez-Contreras et al. (2012a) indica que el proceso de oxidacion de Fe(Il) para la
cristalizacion de bioscorodita se observa una limitacion por transporte de masa de oxigeno. Esto
puede estar relacionado a la alta temperatura del proceso, lo que disminuye la concentracion de
saturacion de oxigeno en agua (4.25 ppm a 72°C). Se puede observar en la Figura 20D, que la
concentracion de oxigeno en la fase acuosa se mantiene cercana a 4.25 pm, lo cual esta de

acuerdo con las observaciones experimentales, donde se observa que el O> se mantuvo entre
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3.8 y 4.2 ppm. Debido a que los fenomenos de transporte de oxigeno pueden representar una
etapa limitante en el proceso (Bertoldo et al. 2004), se deben realizar estudios posteriores

enfocados en el mejoramiento de la transferencia de O en condiciones de cultivo extremas.

5.3.3. Analisis de parametros operacionales basado en modelos: Reactores en régimen batch

y continuo

En esta seccion se discute el efecto de variables de operacion (concentracion de indculo
y la relacion molar Fe/As) en un biorreactor batch. También, se discute el efecto de relacion
molar y la tasa de dilucion en la operacion en un reactor continuo. Las simulaciones fueron
realizadas considerando el modelo y el conjunto de parametros mostrados en la Tabla 7, con
las siguientes condiciones iniciales (t=0): Fe(I[)=1.8 g L', Fe(IlH=0 g L', X=0.001 g L', As(V)=2.4

gL', 0=4.11 ppm.

Entre las principales variables de disefio de reactores batch para la remocion de arsénico
como bioscorodita se encuentran la relacion molar Fe/As, la concentracion de indculo y el pH.
Sin embargo, debido a que el rango de pH 6ptimo para la biomasa y la formacion de escorodita
en el reactor es muy especifico, el valor de este factor se consider6d constante (pH=1.2) para
fines de simulacion. La Figura 22 muestra el efecto de la concentracion de indculo en la
oxidacion de Fe(Il), la generacion de Fe(III) y su impacto en la precipitacion de As(V). El efecto
del aumento de precipitacion de As(V) al aumentar la concentracién de inoculo es esperado
debido a la dependencia de la variable As(V) en la concentracion de Fe(IIl) disponible en el

medio.
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Figura 22. Efecto de la concentracion de inoculo en: A) la oxidacion de Fe(IT), B) precipitacion
de As(V), C) generacion de Fe(Ill) y velocidades maximas de oxidacion de Fe(Il) y

precipitacion de As(V).

De manera general, el incremento en la concentracion de indculo mejora la precipitacion
de As(V). Cabe resaltar que el rango de concentracion de biomasa fue elegido conforme a la
literatura (Gonzalez-Contreras et al. 2012a; Okibe et al 2014). Okibe et al. (2014) observaron
que el incremento de indculo aumenta significativamente la oxidacion de Fe(Il) y As(III), lo
cual mejor6 al mismo tiempo la precipitacion de As(V). Como se puede observar, el empleo de
1x103 células mL-!' aumenta la tasa de generacion de Fe(I1]) (tasa maxima de oxidacion de Fe(1l)
y precipitacion de 3.02 g L' d'' y 0.41, g L' d°!, respectivamente (Figura #-D)), en los primeros
dias, alcanzando una concentracion de 1.5 g L!. Se puede observar este efecto observado las
pendientes mas pronunciadas al incrementar la concentracion de biomasa. Es importante
resaltar que, en la operacion de reactores por lotes, el tiempo de inactividad (#;) entre los lotes

es un factor de relevancia (Fitzpatrick, 2019). Del anterior analisis podemos rescatar que el
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empleo de concentraciones de inoculo puede reducir el ¢, ya que se observa que el 67% de
As(V) es removido en 35 dias empleando el indculo de 1x10° células mL™!, comparado con 18
dias (50% menos tiempo) utilizando un indculo de 1x108 células mL!'. Los tamafios de cristales
observados para todo el rango de concentraciones de indculo varian entre 50 y 54 um al final

del cultivo.

Otro factor importante en la remocion de As(V) como escorodita es la relacion molar
Fe/As, la cual determina la cantidad de arsénico removido. En la Figura 23 se muestra el efecto
de este factor en el porcentaje de precipitacion de As(V) y en el tamafio de cristal al final del
cultivo de 35 dias, usando un in6culo de 1x10° células mL™'. Se observa un comportamiento
asintodtico en la precipitacion de As(V) y el tamafio de cristal conforme Fe/As aumenta, aunque
a partir de Fe/As=1.75 se puede notar que las diferencias con los valores obtenidos al aumentar
Fe/As no cambian mas del 3% para ambas variables dependientes. Para Fe/As=1.75 se observa
una remocion de 95% y un tamafio de cristal de 58 pm. Sin embargo, uniendo el andlisis de la
concentracion de indculo con el efecto de Fe/As, se observa que empleando Fe/As=1.5 y un
indculo de 1x107 células mL! es posible aumentar la cantidad de precipitacion de As(V) a 99%.
Esta observacion esta completamente de acuerdo con Okibe et al. (2014), quienes indican que,
empleando la misma concentracion de inoculo, la relacion Fe/As optima para el proceso es 1.4,
que es el valor que mas se acerca a la relacion estequiométrica para escorodita (Fe/As=1). Asi,
se sugiere que el empleo de una mayor concentracion de indculo puede disminuir la cantidad
de Fe(Il) utilizada para la precipitacion, lo que a su vez implica que el proceso puede ser
mejorado en relacion con los costos de operacion, considerando que la escorodita es un material
ampliamente recomendado para la inmovilizacidon de arsénico debido al empleo de relaciones
molares bajas para su cristalizacion. Finalmente, es importante notar que bajo estas condiciones

no se observo ninguna limitacion por O», obteniéndose concentraciones cercanas a la saturacion
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(4.25 ppm), debido principalmente a la consideracion de que el sistema estd continuamente

aireado mediante inyeccion de aire al biorreactor.

Bl reciotacen de AV =@= Tumano oo Crate
- - 80

Precipitacion de AstV) (%)
Tamano de cnatal (j«m)

05 0715 1 126 15 115 2
Relacién Fe/As (-)

Figura 23. Efecto de la relacion molar Fe/As en la precipitacion (%) de As(V) y la cristalizacion

de escorodita (um).

Los reactores en régimen continuo presentan ventajas sobre los procesos en batch,
principalmente por la ausencia de tiempos de inactividad, mayores productividades o la
flexibilidad operativa, entre otras. El analisis del sistema continuo fue realizado en estado
estacionario, empleando la tasa de dilucién y la relacion molar Fe/As como variables
manipulables (parametros de bifurcacion). También se demostré numéricamente si los puntos

en estado estacionario son operacionalmente estables mediante el criterio de estabilidad de

Lyapunov.
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Precipitacion de As(V), C) Concentracion de oxigeno y D) Concentracion de Fe(III).
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En este andlisis se considerd una concentracion de indculo de 1x10° células mL™', la cual
fue la utilizada en la validacion del modelo matematico. El rango de Fe/As fuede 0.5a2,y la
tasa de dilucion de 0.025 a 0.335 d-'. La tasa de dilucion maxima (Dyax) fue seleccionada con
base a la observacion de la oxidacion de Fe(Il), i.e., la D donde la oxidacion fuera al menos 10-
15%. La evaluacion de la tasa de dilucion (D, d') y la relacion Fe/As en la dindamica del proceso
se muestra en la Figura 24. De manera general, es posible observar que el incremento de la
relacion molar Fe/As aumenta la precipitacion de As(V) como escorodita. Ademas, el
incremento de D disminuye ambos, la oxidacion de Fe(II) y la precipitacion de As(V). Segin
nuestros resultados, para lograr altas remociones de As(V) se requiere el empleo de bajas Dy
Fe/As mayores a 1. Un andlisis detallado de la bifurcacion con D=0.1 d!, sugiere el uso de
Fe/As=1.4, donde mayores a este valor solo podria representar un incremento en el gasto
operacional debido principalmente al uso de mayores cantidades de Fe(Il) para la precipitacion.
Para Fe/As=1.4 se obtiene una remocion de 30%, mientras que para Fe/As=2 solo aumenta un
7%, con una productividad de Fe(Ill) de 0.021 y 0.029 g L' d!, respectivamente. Estas
observaciones estan de acuerdo con la sugerencia de Okibe et al. (2014), quienes indican que
Fe/As=1.4 es el valor Optimo para la cristalizacion de bioscorodita empleando Acidianus
brierleyi como microorganismo oxidante. Por otro lado, se puede notar que, en la region
evaluada para el analisis de bifurcacion, el oxigeno no representa un sustrato limitante en el
proceso. Esto estd relacionado a la continua aireacion del sistema, donde debido a la

caracteristica propia de los reactores airlift, existe una adecuada transferencia de masa.

Simulaciones adicionales mostraron que el empleo de una mayor concentraciéon de inoculo
mejora significativamente la oxidacién, mejorando a su vez la precipitacion de As(V), sin
observarse tampoco limitacion por oxigeno. Sin embargo, es necesario realizar experimentos

en el futuro para comprobar estas observaciones numéricas.
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Capitulo 6

Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

I La biooxidacion de Fe(I) en condiciones extremas es una parte esencial en el proceso de
remocion de arsénico como bioscorodita. Para el analisis del proceso se selecciond el
modelo de Andrews para la simulacién del proceso (R?=0.86), encontrandose que los
parametros Hmax Y las constantes de afinidad e inhibicion (Ksreqr), Kirean y Kso2) fueron los
parametros mas sensibles del modelo. El modelo cinético permiti6 la determinacion de una
region operativa adecuada para el proceso: D<0.15 d*' y 3<Fe(Il)in<7 g L'!. El empleo de
mayores concentraciones no fue recomendable debido a la posible inhibicion del
crecimiento microbiano por altas concentraciones de Fe(II).

I La construccion de un modelo matematico validado experimentalmente para los procesos
simultdneos de biooxidacion de Fe(Il)/As(IIl) por Acidianus brierleyi, precipitacion de
As(V) y cristalizacion de escorodita, permitio el andlisis de factores que controlan la
biocinética. Encontrandose que el proceso puede ser mejorado al emplear concentraciones
celulares mayores a 1x107 células mL' y empleando una relacion molar Fe(II)/As(111)=1.4
como valor 6ptimo.

I La construccion de un modelo cinético validado para el proceso THIOTEQ™ Scorodite

(oxidacion de Fe(Il), precipitacion de As(V) y cristalizacion de bioscorodita en un reactor
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neumatico) permitid analizar el proceso mediante simulacion numérica y determinar
condiciones Optimas de operacion en regimenes batch y continuo. Encontrandose que la
inmovilizacién de As(V) se mejora empleando concentraciones celulares iguales o mayores
a 1x107 células mL! y una relaciéon molar Fe/As=1.4. Para el reactor continuo las
condiciones Optimas fueron similares, afiadiendo el empleo de D~0.1 d-!.

En los sistemas analizados separadamente, se observo que el oxigeno es un sustrato que no

limita los procesos de oxidacion.

6.2 Recomendaciones

i

Desarrollar modelos cinéticos que consideren el efecto de la temperatura en las constantes
cinéticas.

Corroborar experimentalmente la dindmica de las condiciones Optimas de operacion
determinadas mediante simulacion numérica en reactores batch y continuo.

Evaluar el modelo matematico en diferentes configuraciones de reactor, como el reactor
semicontinuo, continuo en serie o flujo piston.

Analizar los sistemas de biorreaccion para la remocion de arsénico desde una perspectiva
de consumo energético y aspectos econdomicos.

Construir modelos cinéticos para sistemas que empleen materiales que contribuyan al
mejoramiento del proceso de oxidacion de Fe(Il) y precipitacion de arsénico, como el uso

de carbon activado.
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Abstract

The contamination of arsenic from natural processes and anthropogenic activities represents a global concern; therefore, the
study of arsenic transformation is an important research topic. This work proposes a simple phenomenological kinetic model
that describes the removal of arsenic by means of the crystallisation of scorodite using an extremophile archaeon (Acidianus
brierleyi), considering the chemical reaction network to propose the corresponding mass balances. To determine the satisfac-
tory predictive capacitive of the kinetic model structure and the usefulness of the parametric identification, two additional
experimental campaigns of the formation of bioscorodite performed in shaking flasks with initial As(III) concentrations
of (mM): 4.3—13 and Fe(II) concentrations of (mM): 6-18 were tested. Furthermore, a parametric sensitivity analysis was
performed to determine points of special importance related to analytical techniques, to improve the precision of the results
that can be used for further in silico studies. Statistical results suggest that the proposed model showed an acceptable fit for

all tested conditions.

Keywords Arsenic removal - Bioscorodite - Kinetic analysis - Acidianus brierleyi - Parametric sensitivity analysis

Introduction

In the environment, arsenic (As) is found in organic and inor-
ganic compounds, predominantly with the oxidation states
of As>* (arsenite) and As>* (arsenate), with arsenite being
more toxic than the latter (Henke 2009). These compounds
can be released into the environment in natural ways, such
as via volcanic emissions and forest fires, and via anthro-
pogenic mechanisms, such as pesticide application, metal
melting and mining activities (Tchounwou et al. 1999; Leist
et al. 2000). In the metallurgical industry, arsenic-rich dust
may contain about 76% arsenite (As,0;). Also, due to the
low investment in technology for arsenic recovery, concerns
arise (Kuan et al. 2004). Nevertheless, several technologies
have been developed for the removal of arsenic, such as
adsorption, coagulation—flocculation, ion exchange, reverse
osmosis or ultrafiltration (Kuan et al. 2004; Eljamal et al.
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2013). However, most of these methods are useful only when
the arsenic concentration is low (i.e. ppb levels) and could
be dependent on pH and the presence of other ions (Nicomel
et al. 2016). One of the safest methods for the removal and
storage of arsenic is the induced crystallisation of scorodite
(useful for As levels of mg L"), due to its low solubility and
high stability (Gonzalez-Contreras et al. 2010). Scorodite
(FeAsO, 2H,0) is a naturally occurring arsenic mineral,
often found as a secondary supergene mineral formed from
arsenic-bearing primary minerals (Salzsauler et al. 2005).
This process may be carried out by means of chemical or
biological oxidation, with the first being a procedure per-
formed under high temperature (80—150 °C) and low pH
(>2) conditions (Gonzalez-Contreras et al. 2010; Okibe
et al. 2014; Filippou and Demopoulos 1997); this may use
strong oxidants such as hydrogen peroxide, pure oxygen,
chlorine and ozone (Nicomel et al. 2016; Fujita et al. 2008)
as a previous step for the oxidation of ferrous iron and arsen-
ite to scorodite reactants (arsenate and ferric iron) (Hug and
Leupin 2003; Okibe et al. 2014; Gonzalez-Contreras et al.
2010). A biotechnological approach is the use of microor-
ganisms that are capable of oxidising arsenite to arsenate and
ferrous iron to ferric iron under extremophile conditions that
lead to the formation of biogenic scorodite in the presence or
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This paper analyses the oxidation of ferrous iron via chemical and biological means in a class of Sequential Batch
Reactors (SBR-type). For this, a kinetic model for the study of iron oxidation system is proposed, followed by a
parametric sensitivity analysis and a bifurcation analysis, which allow selecting the most influential kinetic
parameters in order to ensure a suitable prediction capacity of the mathematical structure. The system consists
of two SBR bioreactors, the first being used to produce hydrogen peroxide (H,0,) that is fed to a second reactor
where the iron oxidation is carried out by chemical-biological processes. Model predictions were compared with
experimental data for the production of H,0, and for ferrous iron oxidation, finding suitable correlation coeffi-
cients (2 > 0.98) for each state variable. The bifurcation analysis showed the trajectories of the main variables,
such as, biomass, H,0-, and ferrous iron, under the change of the most influential kinetic parameters. This analysis
demonstrates the usefulness of the constructed model to predict the kinetic behaviour of the SBR-type process.
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1. Introduction

The production of hydrogen peroxide and the oxidation of ferrous
iron by bacteria are well-known in the literature [1,2]. As a coupled pro-
cess they can present interesting properties [3,4]. The importance of the
first one is based on the high oxidizing strength of H,0, (0.695 V),
which oxidizes a wide range of pollutants of environmental concern.
The interest of the latter is due to the modification of the oxidation
state of Fe?™ since this property facilitates its removal by physicochem-
ical techniques, or its immobilization by joining it to other compounds
such as sulfur or arsenic by biological processes [5,6]. On the one
hand, bacterial species of Lactobacillus are known to be suitable pro-
ducers of H,0, [7] and have been cultivated in aerated bioreactors
using a wide range of carbon sources [2,8]. Although lactic acid bacteria
could be cultivated under aerobic conditions, this does not imply that
oxygen is used in its energetic metabolism, but it can affect its physiol-
ogy, by inducing an oxidative stress that seems to be key to obtaining an
overproduction of H,0,, since the oxidative enzymes (such as pyruvate-
oxidase or NADH-oxidase) of these microorganisms reduce oxygen,
probably due to a detoxification mechanism [7,8]. On the other hand,
the oxidation of ferrous iron carried out using chemical and biological
methods simultaneously have presented an interesting performance
in bioreactors [3,9]. For instance, in the iron oxidation realized by
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H,0, and bacteria in the same container, the microorganisms act as a
catalyzer since the oxidation of ferrous iron under acidic conditions is
slow, moreover the use of high concentrations of H,O, (low molar
ratios of Fe?/H,0, between 0.33 and 33) may lead to an oxidative
stress/damage to the microorganism [10]. Bacterial species of the
genera Acidithiobacillus, Thiobacillus, Sulfolobus, among others, are
reported to be iron-oxidizing microorganisms, which can carry out
several redox reactions to transform ferrous iron into ferric iron,
which in turn may be delivered from the cell to the aqueous medium
to avoid precipitation [1].

Computational modeling of bioprocesses is a useful tool that aims to
develop predictive and explanatory models for describing complex
systems [11], which in many cases vary under different conditions.
This requires the construction of a mathematical structure that
considers the phenomenology of the case study as much as possible,
since the complexity of describing metabolic pathways as well as
measurements in vitro may lead to inaccuracies [12,13]. Once a model
has predicted the behaviour of the experimental data, it can proceed
to realize further analyses to improve the certainty and confidence of
the model predictions, which commonly includes identifiability, uncer-
tainty quantification, and sensitivity analysis [11]. The last one is
performed using a local or global sensitivity analysis, which consists of
perturbing one or more parameters and comparing the simulations
with a reference output [14].

A bifurcation of a dynamical system of the form % = f(x, ), xeR",
®ER takes place when one or more of these parameters () change.
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This work focuses on the open-loop and closed-loop analysis of a continuous stirred tank reactor for zinc leaching
from sphalerite (ZnS) via modeling and simulation approaches. The corresponding process analysis is based on a
multi-input multi-output, approach by considering the inlet flows of minerals, acid solution, and aeration as
process inputs and dissolved oxygen, ZnS concentrations, and pH as process outputs. An analysis of the relative
gain array matrix was performed to determine the best control input pairs. In addition, a bifurcation analysis was
carried out considering the process inputs as bifurcation parameters to show adequate operating regions. A local
stability analysis of the selected equilibrium points in the chemical reactor under the previously selected op-
erating conditions is presented, employing an eigenvalue analysis. Finally, a class of smooth super twisting
sliding-mode controller is proposed to regulate the corresponding dissolved oxygen and pH in the reactor, which
leads to increased sphalerite leaching; its performance was compared with a standard super twisting sliding-
mode controller. The controllability of the reactor was analyzed via the dynamic behavior of the uncontrolled
variables (zero dynamics). Numerical experiments show the satisfactory performance of the proposed controller

under the selected operating conditions.

1. Introduction

Chemical reactors are process equipment with highly non-linear
behavior due to the complex nature of the reactions. Therefore, the
basic aspects of operation are complicated, such as selecting the input/
output pairs, the local control capacity characteristics, the stability of
the open and closed-loop operation, and the selection of regions of
operation. For this reason, it is important to use optimization and/or
control strategies that allow improving the process performance.
Unfortunately, whole operation analyses for leaching systems are not
frequent in the open literature. There are tools that can help improve
the design and operation of reactors. The relative gain matrix (RGA) is
an analysis that allows obtaining parameters to select the best input/
output pairs (Jain and Babu, 2015; Valverde-Pérez et al., 2016; Yin and
Liu, 2017). Bifurcation analysis allows the identification of possible
operating regions with high performance, determining the responses of
variables at steady-state under selected variations of some parameter
(Velazquez-Sanchez et al., 2019; Veldzquez-Sanchez and Aguilar-Lépez,
2018). In addition, for control purposes, the local stability of the op-
erating regions can be determined through the analysis of their eigen-
values (Lyapunov's first method). The objective and control strategies
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are oriented to reach and maintain the mass concentrations of the se-
lected chemical species at the reactor outlet conditions by manipulating
some reactor control input (Liu and Granata, 2018; Zhou et al., 2018).
The regulation tasks for chemical reactors have been achieved with
linear PID, predictive, adaptive, fuzzy, neural, and 1/0 linearizing
controllers, among others that have been successful in the design and
application of state feedback controllers (Ali Reza and Mehdi, 2017;
Flores-Hernandez et al., 2018).

In particular, the named sliding-mode systems are designed to bring
the process states onto a specific and stable surface in the state space,
named sliding surface (SS). When the process reaches the SS, the sliding
mode control keeps the states on the neighborhood of the SS. The
standard design of the sliding mode control has two main steps. The
first step is related with the design of a SS so that the sliding motion
satisfies design specifications. The second is concerned with the selec-
tion of a discontinuous control law that will make the switching surface
attractive to the system state in finite time (Kravaris and Savoglidis,
2012; Musmade and Patre, 2015; Zhao et al., 2015). There are two main
advantages of sliding mode control. First is that the dynamic behavior
of the system may be tailored by the particular choice of the sliding
function. Secondly, the closed loop response becomes totally insensitive
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The purpose of this paper is to present an observer-based control design with application to continuous bioreactors. For this
purpose, phenomenological bioreactor models were represented by identified linear models plus unknown modelling error terms.
Therefore, an uncertainty-based observer with a polynomial structure capable of estimating the unknown modelling error of the
reactor representation is coupled to a linear input-output controller. The proposed methodology was evaluated in a sulphate
reduction bioprocess and an acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation process for butanol (biofuel) production, under
continuous regimes. Experimentally validated mathematical models were considered for this purpose. A theoretical framework is
presented to demonstrate the corresponding closed-loop stability of the systems, and numerical simulations were carried out to

corroborate the satisfactory performance of the proposed methodology.

1. Introduction

Biochemical reactors (BRs) are important process equip-
ment in the transformation industry, which are currently
employed in biomedical, food, fuel, and waste industries
with great success [1-3]. However, despite the great progress
of bioprocess engineering, several operating problems
persist due to the high complex behaviour of these types of
systems. From the above, processes design, operation
analysis, optimization, and process control are important
research issues, which can help to assure satisfactory per-
formance of the bioreactor behaviour. Nonlinear behaviour
is inherent in BR, where the state multiplicity, instabilities,
and multiplicity of input, among others, make the operation
of this process equipment a real challenge for process en-
gineers [4-6]. This situation has led to intensive research in
nonlinear dynamic analysis and consequently to the design
of well performing nonlinear control techniques, such as

predictive control, adaptive control, sliding-mode control,
and neural control, among others [7-9]. The proposal of
nonlinear control techniques has been very important to
study the closed-loop response of BR under a theoretical
framework, but unfortunately the complexity of these
techniques makes difficult the real-time implementation for
industrial plants. However, despite the aforementioned
problems, BRs are generally controlled employing linear
control designs. Among these, proportional-integral (PI)
and proportional-integral-derivative (PID) controllers are
widely accepted for industrial applications due to their
ability to compensate most practical industrial processes. In
addition, some robustness properties can be achieved with
an adequate choice of controller gains [10, 11]. In particular,
these controllers perform well for processes with benign
dynamics and modest performance requirements [12]. From
the above, it is important to consider the practical impor-
tance of developing a robust controller design to achieve
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ABSTRACT

Nowadays, the application of control approaches to complex process
is an important issue in the industry, since those systems are sensible to
external perturbations or forces that can modify their dynamic behavior.
To deal with some regulation tasks in reactor engineering processes, in
this work, a Lagrangian expression based on the state equation of a class
of nonlinear system is proposed to develop the corresponding functional.
From this, a control law is developed, and by employing the classical
Euler-Lagrange approach the operation of the system was led to a critical
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