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ANOTACIJA

FERMENTACIJAS PROCESS AR PIEBAROSANU, ESCHERICHIA COLI,
BIOREAKTORI, FERMENTACIJAS PROCESA MODELESANA, UZ MODELI BAZETA
KONTROLE

Promocijas darba ietvaros, izmantojot matematisko modelésanu, tika noteikti dazada
veida un trajektorijas (substrata) piebarosanas profili rekombinanta Escherichia coli BL21
(DE3) pBR327 hepatita B kor-antigéna producenta biomasas ieguves fermentacijas procesam.
legiitie piebarosanas profili paredz&ti dazada biomasas augSanas atruma un iznakuma ieguvei
dotajam procesam. Darba ietvaros ieviestas un aprobétas iepriekSnoteikto piebaro$anas profilu
izmeklGtas piebaroSanas atruma tieSsaistes kontroles metodes — kontrole péc pO,, un uz
modeli bazeta kontrole ar prognozi, kur abas metodes nodrosina augstaku procesa drosibu un
atkartojamibu, kas vélamas GMP tipa procesiem.

Darba izstrades laika tika realizéti prieks-eksperimenti kolbas, fizikalkimisko parametru
temperatiiras un pH ietekmes noteikSanai uz biomasas iznakumu, ka ari veikti biomasas
mérfjuma precizitates un klidu aprékini. Piebaro$anas profilu aprékinam tika veikta
fermentacijas procesu modelésana, sakotngji lietojot kolbu eksperimentu datus, tad model&jot
fermentacijas procesus ar piebarosanu 5 | bioreaktora procesam. Tika identificéti 2 dazadas
sarezgitibas fermentacijas procesa modeli kolbu un bioreaktora mérogiem, kur sarezgitaka
modela gadijuma tika nemta veéra acetatu uzkraSanas. Identificétais vienkarSotais
matematiskais modelis, kura netiek nemta véra acetatu ietekme, tika lietots uz modeli bazétai
piebarosanas atruma kontrolei ar prognozi, realizacijai.

Literatiiras apskata apkopota un izvértéta informacija par laika periodu no 1949. gada
lidz 2016. gadam.

Promocijas darbs uzrakstits latviesu valoda, ta apjoms 114 lpp. Darbs satur 24 att€lus,

16 tabulas, 1 pielikumu, un taja izmantoti 148 literatiiras avoti.



ANNOTATION

FED-BATCH FERMENTATION PROCESS, ESCHERICHIA COLl,
BIOREACTORS, FERMENTATION PROCESS MODELING, MODEL BASED
CONTROL

Within doctoral work were evaluated and applied various type and trajectory (substrate)
feeding profiles for recombinant Escherichia coli BL21 (DE3) pBR327 hepatitis B core
antigen producer biomass production fermentation process. Evalutaed feeding profiles are
devised to be aplicable for the various biomass growth rate and yield fermentation proceses
provission. Were introduced and aprobed evaluated feeding profile advanced on-line control
methods — control depending on pO, signal, and model predictive control, where both
methods ensure higher process sfety and reproducibility standarts, desirable for GMP
processes.

Prior flask experiments were realized to detect temperature and pH influence on
biomass yield, as well as to calculate biomass measurement precision and errors. The
fermentation process modeling was made for the fed-batch profile calculations, where for the
initial model identification, were used the data from flask experiments, and later for model re-
identification the data from the 5 | bioreactor fed-batch fermentation proceses were used. Two
models with different complexity were identified for flask and 5 | bioreactor scales, where in
the more complex model, the accumulation of the acetate was taken into consideration. The
identified simplified mathematical model, where no acetate influence was taken in to account,
was used for realization of feeding profile model predictive control.

In the review of the literature, the summarized and analyzed information correspond to
sources published from year 1949 till 2016.

The theses are written in Latvian language, the volume of 114 pp. Thesis contains

24 figures, 16 tables, 1 attachment and 148 sources of used literature.
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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI UN APZIMEJUMI

AB Augsta biomasas iznakuma procesi;

ANN Maksligie neironu tikli;

BL21 (DE3) Echerichia coli celma veids;

CER Oglekla dioksida izdalisanas atrums, g/kg/h;
CIP SterilizéSana uz vietas;

DNS Dezoksiribonukleinskabe;

GMP Laba razoSanas prakse;

H Henrija konstante, Pa;

HBCcAg Hepatita B kor-antigéns;

HBV Hepatita B viruss

J Kontroles noveértésanas funkcija, g;

MPC Uz modeli bazgeta kontrole/kontrolieris ar prognozi;
oD Optiskais blivums, rel. vien.;

OTR Skabekla parneses atrums, g/kg/h;

OUR Skabekla uznemsanas atrums, g/kg/h;

PAT Procesu analitiskas tehnologijas;

pBR327 Plazmidas veids;

pH Udenraza jonu aktivitates negativais logaritms;
PID Proporcionalais, Integralais un Atvasinatais koecicienti PID tipa kontrolierim,;
PLC Programmgjams logiskais kontrolieris;

RE Rauga ekstrakts;

RQ Elposanas koeficients, g/g;

R? Korelacijas kvalitate;

Q? Prognozes kvalitate;

T Temperatiira, °C;

t Procesa laiks, h;

tH Kontroles horizonta laiks, h;

tre Rauga ekstrakta uznemsanas laiks, h;

VLB Vienreiz lietojamais bioreaktorus;

VLP Virusiem lidzigas dalinas;

Fac Skabes padosanas atrums, pie pH regulacijas, I/h;



Faf
Fp
Fe
Fiztv
Foar
Fs
FoRef

k._a

pCO,
PO,
p, P

a, A

02, O

Yxa

KxMax

Qary Qau
Kra

Pretputu lidzekla padosanas atrums, I/h;

Bazes padosanas atrums, pie pH regulacijas, I/h;

CO; Masas zudumu, I/h;

IztvaikoSanas atrums, g/h;

Paraugu nemsanas daudzums, g/h;

Substrata piebarosanas atrums, g/h;

References piebaroSanas atruma profils, g/h;

Tilpuma masas parneses koeficients prieks Oy, 1/h;

Maisitaja apgriezienu atrums, apgr./min.;

Izskidusa CO; parcialais spiediens, %;

1z8kidusa skabekla parcialais spiediens, %;

Gazu parcialais spiediens, Pa;

Specifiskais reakcijas / komponenta koncentracijas izmainas atrums, g/g/h;
Acetatu koncentracija, g/l;

Skabekla koncentracija, g/l;

Produkta koncentracija, g/l;

Substrata koncentracija, g/l;

Biomasas koncentracija, g/l;

Substrata koncentracija piebarojamaja, g/l;

Koncentracija, g/l;

Skabekla koncentracija, g/l;

Skabekla skidiba, g/l;

Komponenta i iznakums no komponenta j, g/g;

Biomasas iznakums no acetatiem gadijumam, kad netiek sintezg&ti acetati, g/g;
Biomasas iznakums no acetatiem gadijumam, kad tiek sintezeti acetati, g/g;
Biomasas fiziologisko funkciju uzturésanai nepiecieSama energija, g/g/h;
Mono konstante substrata uznemsanai, g/kg;

Mono konstante skabekla uznemsSanai, g/kg;

Substrata inhibicijas konstante, g/kg;

Acetatu inhibicijas konstante, g/kg;

Acetatu uznemsanas represijas konstante, g/kg;

Procesa laika maksimali sasniedzama biomasa, g/l;

Specifiskie acetatu raSanas/uznemsanas atrumi, g/g/h;

Acetatu uznemsanas represijas konstante (raksturo substratu konkurenci), g/kg;
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Biomasas inhib&Sana acetatu uznemsana, g/kg;

Ipatngjais biomasas aug3anas atrums, g/l;
Pielagojamo (identificéjamo) modela parametru vektors;
Modeléta i komponenta relativa novirze no eksperimentalajiem datiem izteikta

%; i komponenta relativa novirze no eksperimentalajiem vai modelétajiem

Kxau
XV Kulturas masa, g;
V Kultiras tilpums, tilpums, I;
(® Laika profils;
0o2 O, masas dala gaisa;
u
0
i
datiem, %.
Apaksraksts:

o — sakotngja vertiba;

a, A — acetats;

0,02, 0, 02 — skabeklis;

2o — Udens;

p, p — produkts;

s, s — substrats;

x, x — biomasa;

p — baze;

¢ — Ogleklis, oglekla dioksids;
af — pretputu lidzeklis;

Min — minimala veértiba;

Max — maksimala vertiba;

kr — kritiska veértiba;

end — beigu vertiba;

est — NOVErteta vertiba;

exp — €ksperimentala vertiba;
progn — Prognozeta vertiba;

ref — references vertiba;
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1. IEVADS

Mikroorganismu fermentacijas procesos ar piebaroSanu, ko realizé bioreaktoros, ieglst
unikalus produktus, kam ir liela nozime un pieprasijums pasaules tautsaimnieciba. Sados
procesos biitiska loma ir precizai substrata piebarosanas atruma kontrolei (piebaroSanas
profilam), kas tieSa meéra jutigi ietekm€ biomasas augSanas atrumu un tas iznakumu procesa
beigas. lepriekSminétajam ir iz8kiriga nozime biomasas sintez€ta mérka produkta ieguvé ar
maksimalu iznakumu un kvalitati.

Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centrs ir izstradajis E. coli BL21 (DE3)
pBR327 hepatita B kor-antigéna (HBcAg) producentu, kur HBcAg tiek intensivi pétits
vakcinas ieguvei pret hepatita B virusu ka lidzeklis dazadu hepatita B stadiju diagnostika un
kor-antigéna kapsidu struktiiras izmanto$ana ka dazadu imunologisko epitopu un poli-
/oligonukleotidu génu un imunsistému stimul&joso sekvencu nes€js. Aktuala ir §a producenta
kultivésanas procesa parnese no kolbu (0,5 I) uz laboratorijas bioreaktora (5 ) mérogu, kas ir
starpposms no procesa mérogoSanas lidz 5-10 m® apjomiem. Viens no bitiskakajiem $a
procesa mérogosanas uzdevumiem ir atbilstoSa piebaroSanas atruma profila izraudziSanas un
ta kontrole procesa laika, lai nodroSinatu kontrol€tu un optimalu biomasas pieaugumu.

Izaicinagjumu piebaroSanas atruma kontrolé fermentacijas procesos rada apstaklis, ka
procesa laika pie izteikti mainiga Tpatngja substrata uznemsanas atruma (E. coli glikozes
uznemSanas gadijjuma tas ir robezas 0,5-1,0 g-substrata/g-Stnu/h), ko ietekmé Stnu
fiziologiskais stavoklis, fizikalkimiskie un tehnologiskie parametri, piebarojama substrata
koncentracija fermentacijas vidé nepartraukti jauztur Sauras, zemas koncentracijas robezas,
kas tipiski E. coli procesiem ar glikozes piebarosanu ir ar kartu 10°-10 g/l. Realizgjot §adus
nosacijumus, iesp&jams nodrosinat biomasas augSanas atruma kontroli vélamajas 0,20-0,45 g-
Stinu/g-Stunu/h robezas, pie kuras nenotiek nevélama blakusprodukta — acetatu — uzkraSanas.

AtbilstoSu substrata piebaroSanas atruma kontroli iesp&ams nodro$inat, veicot uz
modeli bazétu piebaroSanas atruma profila aprékinu un to kombingjot ar izmekl&tam
piebaroganas atruma kontroles metodém. Sim noliikam ir nepiecie$ams precizs fermentacija
procesa modelis, ar kuru iesp&jams modelét procesa stavokla mainigos — biomasas (X),
substrata (s) un acetatu (a) koncentracijas. VienkarSots procesa modelis, bez acetatu ietekmes
modelésanas, var tikt lietots uz modeli bazéta piebarosanas atruma kontrolé ar prognozi
(MPC). Sada tipa procesu kontrolé lietderigi lietojama ari izmekléta piebarosanas atruma

kontrole péc kada no sensoru (pH vai pO,) tieSsaistes radijumiem.
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Aizstavamas tézes

1. Augstu biomasas produktivitati, kam ir biitiska loma rekombinanto olbaltumvielu ieguves
procesos, iesp&jams nodrosinat tikai ar kontrol&tu substrata piebarosanu.

2. Kontrolétu substrata piebaroSanu iesp&jams nodroSinat veicot fermentacijas procesa
matematisko modeléSanu, ka ari pielietojot izmekl€tas piebaroSanas atruma kontroles

metodes.

Promocijas darba mérkis: ir, lietojot uz modeli baz&tu fermentacijas procesa aprékinu
un izmekl&tu piebarosanas atruma kontroli, iegiit piebaroSanas profilu un to kontrolét E. coli
BL21 (DE3) pBR327 fermentacijas procesa optimala un kontroléta biomasas iznakuma

ieguvei procesa beigas.

Promocijas darba izvirzita mérka sasniegSanai izvirziti sekojosi uzdevumi:

1. Veikt biomasas optimizacijas petijjumu.
2. Dazadas sarezgitibas kultivéSsanas modelu un modela parametru noteikSana E. coli BL21

(DE3) pBR327 partijas procesam kolbas.

3. Dazadas sarezgitibas kultivésanas modelu un modela parametru noteik$ana E. coli BL21

(DE3) pBR327 bioreaktora partijas procesam ar piebarosanu.
4. Izmeklétas piebaroSanas atruma kontroles péc pO, aprobacija.

5. Izmeklétas uz modeli bazetas piebaroSanas atruma kontroles ar prognozi realizacija un

aprobacija.

Darba zinatniska novitate

1. Jauna un unikala rekombinanta E. coli BL21 (DE3) pBR327 hepatita B kor-antigéna
producenta (Latvijas Biomedicinas pétijjumumu un studiju centrs) uz modeli bazéta
biomasas ieguves fermentacijas procesa optimizacija, kuras ietvaros noteikti procesam
optimalie piebarosanas atruma (Fs(t)) un biomasas (x(t)) profili, un realizéta doto profilu

izmekléta kontrole tieSsaistes reZima.

2. Analizéta E. coli BL21 (DE3) pBR327 fermentacijas procesa stavokla mainigo —
biomasas (x), substrata (s) un acetata (a) aprakstoSo matematisko modelu precizitate un

atbilstoSajiem modeliem noteikti specifiskie/unikalie modela parametri.
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Darba praktiska nozime

1. Noteiktie optimalie piebaroSanas un biomasas augSanas profili kombinacija ar
aprob&tajam izmeklStajam piebaroSanas atruma kontroles metodém var tikt lietoti
rekombinanta E. coli BL21 (DE3) pBR327 hepatita B kor-antigéna ieguves fermentacijas

procesa meérogosanai un kontrolei pilota/razoSanas procesiem.

2. Aprakstita modela un modela parametro noteikSanas metodologija var tikt lietota lidzigu

fermentacijas procesu modelu un modela parametru noteikSanai.

3. Izmeklétas piebarosanas atruma kontroles metodes realizétas un aprob&tas A/S

«Biotehniskais centrs» komercialas bioreaktoru kontroles sistémas.

Darba aprobacija

Par promocijas darba zinatniskiem sasniegumiem un galvenajiem rezultatiem zinots 11
starptautiskas zinatniskas konferenc€s, piecas pilna teksta zinatniskas publikacijas un tris

recenzetas konferencu t€z€s. Autora publikaciju saraksts public€ts darba beigas.
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2. LITERATURAS APSKATS

2.1. Principiali mikroorganismu kultivéSanas un fermentacijas procesu ar

piebarosSanu kontroles aspekti

Pasaules tautsaimniecibas un socialajai izaugsmei bitisku devumu dod biotehnologiski
realizétie mikroorganismu fermentativie kultivéSanas procesi bioreaktoros. Biosintézes un
biokonversijas rezultata $adus procesus realiz€, kada meérka produkta ieguvei. Nozares
tendences iezimeé patstavigu pieprasijumu péc produktiem, ka biofarmacijas preparati
(antibiotikas, rekombinantas olbaltumvielas, hormoni, monoklonalas antivielas u. c.), analogi
savienojumi kimiskaja riipnieciba iegiistamajiem (enzimi, organiskas skabes, oglhidrati,
polimérmateriali u. C.), partikas industrija lietojamie savienojumi U. €. [1-5]. Lidz ar
rekombinantas DNS tehnologijas attistibu, fermentacijas tehnologija ievérojami attistijas
rekombinanto olbaltumvielu ieguves joma, pielietojot dazadas baktériju, raugu, dzivnieku
Sinu un mikroorganismu kultiras. Savu devumu mikroorganismu biotehnologiska
pielietojuma veicinasana, sekm&jusi sasniegumi $tinu metabolisma inzenierijas joma [6, 7].
Medicinas un slimibu diagnostikas attistiba, ka ar1 slimibu c€lonu izzinaSana, sekmé to, ka
pedgjas desmitgades ietvaros ar biotehnologijas metodém iegiistamo rekombinanto
olbaltumvielu un ar to ieguvi saistito procesu skaits parsniedz 200 [8]. Sakara ar infekcijas
slimibu ierosinataju pakapenisku noturibas veidoSanos pret medicinas praksé kadu laiku jau
lietotam antibiotikam, ir nepiecieSamiba tas uzlabot un aizstat [9, 10]. Latvija un pasaulé
ievérojami pétijumi norit virusiem lidzigo dalinu (VLP), taja skaita rekombinanta hepatita B
kor-antigéna (HBCAQ) ieguves joma [11-15]. Interesi par hepatita B virusa (HBV) génu
klonésanu un ekspresiju rada perspektiva E. coli fermentacijas procesa ieglit vakcinas pret
HBV, Iidzeklus daZadu hepatita B stadiju diagnostika, ka arT kor-antigéna kapsidu struktiiras
izmanto$ana, ka dazadu imunologisko epitopu un poli-/oligonukleotidu génu un imunistému
stimulgjoso sekvencu nes€ju [16-19]. Tiek intensivi pétita HBcAg un ta paveidu ieguve ar
Echerichia coli (E. coli), Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) un Pichia pastoris (P.
pastoris) mikroorganismu kultairam.

Stingras prasibas biofarmacijas produktu ieguvé un realizacijai attiecigajos regionos,
atbilstosi labas razosanas prakses (GMP) vadlinijam, noteikuSas Eiropas Savieniba [20], ASV
[21] un citas attistitas valstis. Produkta ieguves galvena stadija notiek bioreaktoros, péc kuras
seko produkta izdaliSana un attiriSana. Lidzas tradicionalo nertiséjosa térauda bioreaktoru
piclietoSanai fermentacijas procesa realizacijai, pédéjas desmitgades laika pielietojumu ir
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radusas vienreiz lietojamas, no polimérmaterialiem veidotas, bioreaktoru sistémas [22]. Ar to
palidzibu iesp€jams uzsakt razoSanu ar mazakiem kapitalieguldijumiem, vienkarSot razoSanas
rutinas darbibas, ka ar1 butiski atvieglot razoSanas validaciju atbilstosi GMP prasibam.

Biofarmacijas industrija dominé mikroorganismu kultivé$anas procesi ar piebaro$anu,
ar kuru palidzibu iesp&jams iegiit augstaku produktivitati d€l ieveérojami augstakiem biomasas
koncentracijas (X) iznakumiem procesa beigas, salidzinajuma, piem&ram, ar periodiskiem
(partijas) tipa procesiem. Mazak, bet tiek pielietoti ari perfuzijas (ar filtraciju) un
nepartrauktie procesi [23, 24]. Tomér procesi ar piebaro$anu ir sarezgitak izstradajami un
kontrol&jami, jo pamata $ados procesos janodroSina limitéta substrata koncentracija kulturas
videé de] apstakla, ka substrata koncentraciju kultiras vide, vari€jot piebaroSanas atrumu
atkariba no optimala mikroorganismu specifiskd augSanas un substrata pat€rina atruma,
nepartraukti jauztur Sauras, zemas koncentracijas robezas, kas tipiski izmantojamo substratu
un mikroorganismu gadijuma ir ar kartu 102-10 g/l [25, 26]. Picbarosanas atrums tie§a mera
jutigi ietekmé biomasas un produkta veidoSanos ar augstu produktivitati, kas ir biitisks
apstaklis, nosakot produkta cenu un ta konkur€tsp&ju tirgii. Tadel viens no industrialas
biotehnologijas lielakajiem sttrakmeniem, it Ipasi rekombinanto olbaltumvielu ieguvé, ir
saistits ar precizi kontrolétas substrata piebaroSanas nodroSinasanu, ka rezultata iesp€jams
ieglit optimalu biomasas pieaugumu, kas tiesi ietekmé katra konkréta tehnologiska procesa
produktivitati (skat. 2.1. att.).

Limit&ta substrata kontrolei, dinamiski mainigs piebaroSanas atruma profils atkariba no
procesa laika Fs(t) (kontrole bez atgriezeniskas saites) var tikt izraudzits, vai ari piebaro$anas
atruma kontrole atkariba no kada procesa tieSsaistes Sensoru merijjumiema, vai ari procesa
sensoru mérfjumu sasaistiSana ar biomasas aug8anas atrumu, Fs (procesa parametrs), var tikt
izraudzita limitetai substrata kontrolei ar atgriezenisko saiti. Picaugot $tinu koncentracijai uz
tilpuma vienibu, ka arT nemot véra to, ka procesa laika mainas maksimalais substrata
uznemsSanas atrums (Qsvax) ar kadu mikroorganismi sp€j uznemt nepiecieSamo substratu
biomasas vai mérka produkta veidoSanai, nepiecieSams nodroSinat atbilstoSu, laika mainigu
substrata padevi, tadgjadi procesa gaita pielagojoties specifiskajam procesa prasibam.
Izraugoties kontroli bez atgriezeniskas saites, mikrobiologisko procesu jutibas dél, taja skaita
sakara ar dazadiem procesa mainigajiem apstakliem, pieméram, tadiem, ka atskiriga
biomasas/substrata procesa sakuma koncentracija, islaicigas novirzes no uzstaditajiem procesa
vadibas fizikali kimiskajiem parametriem, jaunas barotnes izejvielu partijas lietoSana u. C.,
biomasas augSanas atrums var novirzities no iepriek§ noteikta, ka rezultata var notikt

nevélama “parbarota” vai pretéji — limitéta mikroorganismu augsana [27]. Tas var novest pat

16



pie partijas zuduma, ja vien neseko talitgja, atbilsto$a manuala vai automatiska piebaroSanas
atruma korekcija. ST apstakla dgl, piebarofanas atruma kontrole ar atgriezenisko saiti,
pielietojot izmekl&tas piebaroSanas atruma kontroles, taja skaita uz modeli bazetas, metodes,
sekm& GMP prasibam atbilstoSas kontroles nodroSinasanu.

Izmekl&tu piebaroSanas atruma kontroles metozu pielietosana, savukart prasa zinamas
model&Sanas iemanas, ka arT specifiska, biezi vien sarezgita un darga aprikojuma pielietoSanu.
Sterilitates nodro$inasana veicot analitiskos mérijjumus, ka ari sensoru funkcionalitates (t.i.
kalibracijas) saglabasanas péc sterilizacijas un sensoru materialu savietojamiba ar kultivacijas
vidi. Sis prasibas izteikti ierobezo biotehnologija izmantojamo sensoru klastu. Lidz ar to
praks€ trukst pietiekami aprobétas tieSas biomasas un substrata koncentracijas noteikSanas
metodes tieSsaistes rezima, atgriezeniskas saites nodroSinasanai piebaroSanas atruma
kontroles vajadzibam. No tehnologijas realizacijas aspektiem, katrai atseviskai kontroles
metodei jabut pietickami efektigai, taja pasa laika ta nedrikst bat arT parak sarezgita, kas

iesp&jami apgrutinatu tas ievieSanu un validaciju.

| PROCESA KONTROLE |

T, pH, pO; u.c.

| BAROTNESSASTAVS |\ N\ Samaisisana

Makro-elementi: C, H, N, O, P, S
Mikro-elementi: Na*, K*, Ca?*, Mg?*, Fe?*/Fe3*

| KULTIVACIJASMEROGS |——»

acje:

----------------- Substrata piebarosanas atrums

Biomasas iznakums
" (X), g/l

2.1. attels. Biomasas iznakumu ietekméjosie faktori

Optimala piebaroSanas profila aprékinam, lietderigi veikt procesa matematisko
model&sanu [28], tadgjadi ar noteiktu precizitati kvalitativi un kvantitativi aprakstot biomasas,
substrata, un produktu koncentraciju, ka ari kultiiras tilpuma mainas dinamiku, kas dod
IeSpEju ar zinamu precizitati izveleties atbilstosu, dinamiski mainigu, substrata piebarosanas
atruma profilu ka referenci, kas pie nepiecieSsamibas var tikt korigéta pielietojot izmekl&tas
piebaroSanas atruma kontroles metodes ka piebaroSanas pastarpinata kontrole péc izSkidusa
skabekla parciala spiediena (PO, uz modeli bazéta piebarosanas atruma kontrole ar prognozi
u. c.). Tadgjadi, matematiska modela noteikSna, kas ietver biutiskako procesu aprakstoso
kingtisko un masas lidzsvara vienadojumu sastadiSanu, ka ari So vienadojumu (modela)

parametru optimizaciju, ir procedira, kas javeic, lai ieglitu labu modela sakritibu ar
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eksperimentalajiem datiem un realiz€tu precizu uz modeli bazetu kontroli. Modela atkartotu
noteikSanu jeb uzlaboSanu, ja modelétie lielumi nepietiekami labi apraksta eksperimentalos
rezultatus, var veikt secigi no eksperimenta uz eksperimentu. Fermentacijas procesa
matematiska modelé$ana nodrosina padzilinataku un uz aprékiniem balstitu procesa izpratni,
kas var ievérojami samazinat tehnologijas izstrades laiku un izmaksas, dél labak planotiem
eksperimentiem, ka ari sekmgjot procesa validacijas un biezo re-validacijas procediiru
veikSanu [20, 21]. Tas dod iesp€ju ari industrija pielietot piecbaroSanas atruma uz modeli

bazétu kontroli ar prognozi [29, 30].

2.2. Escherichia coli biotehnologija

2.2.1. Rekombinanto olbaltumvielu sintéze

E. coli ir baktérijas, kas parasti sastopamas siltasinu dzivnieku (ieskaitot cilvéku) zarnu
trakta. Tas ir gram-negativas, sporas neveidojoSas un nosaciti anaeroba baktérijas. Tam ir
niijinveida forma ar ieapaliem galiem, 2,5 um garuma un 0,8 pm platuma. Siinai augot, ta
paliek garaka un tad vidusdala dalas uz pusém. E. coli ir viens no biotehnologija visbiezak
lietotajiem saimniekorganismiem ar pieejamam dazadam ekspresijas sisttmam rekombinanto
olbaltumvielu ekspresijai [31, 8]. Tomér E. coli pielietojumam olbaltumvielu ieguvé ir ari
zinami praktisi ierobezojumi. Pieméram, E. coli nav piemérots daudzu lielu un kompleksu
olbaltumvielu, sintézei, kas satur disulfitu saites, vai proteinus, kam nepiecieSamas
pectranslacijas modifikacijas. SveSu olbaltumvielu stabilitate E. coli var but vaja del
proteolitiskas degradacijas, ka ari, ja olbaltumvielas sintez&tas licla daudzuma, biezi vien
veidojas ka iesléguma kermeni (inclusion bodies), kurus péc tam nepiecieSams ar dargam un
sarezgitam metodém denaturét un mainit to struktiru, lai ieghitu to funkcion&josas formas.
Vairums panémienu, kas ietver dazadu promoteru un saimniekorganismu pielietoSanu,
Saperonu (chaperone) ko-ekspresiju un kultivacijas vides apstaklu mainu, tika pielietotas, lai
risinatu dazas no Stm problémam. Papildus, zinatnieki izstradajusi dazadas metodes, lai
novaditu rekombinanto olbaltumvielu sintézi dazados $tnu nodalfjumos [32]. E. coli sastav no
iek$€jas un argjas membranas, kas norobeZo tas organisma tris sadalas: citoplazmu,
periplazmu un arpussiinas telpu. Rekombinantas olbaltumvielas var tikt novirzitas uz vienu no
§tm sadalam. Ekspresijas sisteémas izv€le augsta Itmena olbaltumvielu sint€zei ir atkariga no
faktoriem, ka Stnu augSanas raksturs, ekspresijas Itmenis, iek$Siinas vai arpussinas

biosintéze, un mérka olbaltumvielas biologiska aktivitate. Papildus, katra ekspresijas sistéma
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prasa specifiskas izmaksas, kas saistds ar procesa izstradi un ekonomiskiem aprékiniem.
Lémums par rekombinantas olbaltumvielas novirziSanu uz citoplazmu, periplazmu vai
arpusunas vidi, balstas uz katras atseviskas ekspresijas sist€émas iesp&jam, priekSrocibam un
trikumiem. Gadijumos, kad par olbaltumvielas ekspresijas vietu izvéléta citoplazma,
olbaltumvielu uzkrasanas lielos daudzumos biezi realizgjas ar iesleguma kermenu veidosanos.
Iesleguma kermenu veidoSanas notiek lidz ar to, ka tie ir SGnai vieglak sintez&ami
starpprodukti neka dabiga, neiepakota proteina veidosana. Visparigi pienemts, ka augsta ne-
dabigu olbaltumvielu ekspresija (vairak par 2 % no kop€ja Siinu proteina) un augsti
hidrofobas olbaltumvielas 1pasibas, bus paklautas biosintézei iesléguma kermenu veida [33].
Dazi ekspresijas panémieni izstradati, lai sekm&tu nativu struktiiru veido$anos citoplazma. Sis
metodes ietver molekularo Saperonu (chaperone) ko-ekspresiju, tioredoksina (thioredoxin)
nepietiekoSu saimniekorganismu lietoSana, lai nodroSinatu vélamu redoks-potencialu,
olbaltumvielu sint€zes atruma samazinaSana, kultivéSanas temperatiiras samazinasana, un
augsti Skistosu sasaistes polipeptidu pielietoSana. Tomer, lai gan dazu olbaltumvielu
monome&ru un multiméru ieguves iznakumi tika palielinati, dazadu biosontézes uzlaboSanas
metozu priekSrocibas ir Sintez€jamas olbaltumvielas specifiski. Piedevam, $kistoSo mérka
olbaltumvielu attiriSana no citoplazmas olbaltumvielam ir relativi sarezgita, jo citoplazma
satur lielako vairumu no visam Sinas olbaltumvielam. Pretstata tam, biologiski aktivu
olbaltumvielu ieglisanai no iesléguma kermeniem, ir atseviSkas priekSrocibas. Pirmkart,
iesleéguma kermeni var tikt akumul@ti citoplazma daudz augstakos daudzumos (ierasti 25 %
no kopgja olbaltumvielu daudzuma) neka S$kistosas olbaltumvielas. Otrkart, iesléguma
kermeni sakotngji var tikt izdaliti ar augstu tiribas un koncentrétibas pakapi, veicot vienkarsu
centrifugé€Sanu, kas parasti bitiski samazina attiriSanas procesa prasibas, ar kuru palidzibu
jaatbrivojas no saimniekorganisma piemaisijuma olbaltumvielam. Treskart, iesleéguma
kermeniem nav biologiskas aktivitates, kas sekmé Stinai svesu olbaltumvielu ekspresiju, kas
citadi tam butu toksiskas E. coli. Ceturtkart, iesléguma kermeni ir noturigi pret E. coli
proteolizi, kas nodro§ina augstakus produkta iznakumus. Visbeidzot, gala olbaltumvielu titri
E. coli var tikt butiski paaugstinati kultivéSanas procesos ar augstu $tinu iznakumu, kas padara
iesp&jamu iegtt ap 100-200 g $tinu sausnes no litra. Tomér, sarezgiti un dargi denaturacijas un
dabigas struktiiras iegliSanas starpprocesi biezi nepiecieSami $ados gadijumos, lai iegiitu
rekombinantas olbaltumvielas dabigu struktiiru. AtseviSskam olbaltumvielam gala SkistoSo
frakciju iznakumi var bit saméra zemi, kas padara to iegiiSanu no iesléguma kermeniem

nepievilcigu [31].
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Olbaltumvielas gala pielietojums ir svarigs apstaklis planojot tas razoSanu, jo tas noteiks
nepieciesamo produkta tiribu un ar tas razo$anu saistitas izmaksas. Piem&ram, enzimiem, kas
lietoti cietes parstradg, jabiit razotiem liela daudzuma, un to tiribas pakape var nebit augsta.
Savukart medicina pielietotam olbaltumvielam cilvéka slimibu apkaroSana, nepiecieSami mazi
daudzumi, bet uz tam attiecas striktas prasibas pret produkta tiribu un sekvencu autentiskumu.
Svarigi ir lielu veribu pievérst ari visiem razos$anas procesa aspektiem, ietverot kodgjosa géna
autentiskumu, uzticamu transkripciju un translaciju, $tnu kultivéSanu, $iinas p&c-translacijas
modifikacijas, proteinu attiriSanas un produkta kvalitates kontroli. Salidzinajuma ar citiem
biotehnologija pielietotajiem mikroorganismiem, E. coli rod pielietojumu olbaltumvielu
sint€z€, kuram nav nepiecieSamas péec-translacijas modifikacijas. V&l joprojam saglabajas
izaicindajumi, lai izstradatu pilnigaku E. coli saimniekorganisma sistému. Izstradajot E. coli
metaboliskas un $tinu inZenierijas stratégijas, kas padara iesp&jamu glikolizes un citas péc-
translacijas modifikacijas, precizu olbaltumvielu struktiru veidoSanos (ipasi sarezgitas
struktiras olbaltumvielam), labak regulétu génu ekspresiju, un olbaltumvielu augsta iznakuma

sekréciju, ir patreiz aktuali jautajumi.
2.2.2. KultiveSanas process

Kad ekspresijas sistéma ir izveidota, augsta biomasas iznakuma procesi (AB) tiek
realizéti, lai iegltu augstus olbaltumvielu titrus. P&tjjumi ir paradijusi, ka baribas vielu
sastavs, baribas vielu piebaroSanas stratégija un fermentacijas mainigie, ka temperatiira, pH
un izS8kidusa skabekla ltmenis pO; var ietekm@t transkripciju, translaciju, proteolitisko
aktivitati, sekréciju, produkta Iimeni un ta stabilitati. Siem parametriem savukart jabit
optimizetiem prieks augsta limena vélamas rekombinantas olbaltumvielas sintézes. Kulttiram
ar augstu $tinu bltivumu ir atseviskas iezimes, kas ietver iz§kidusa O; limitu, oglekla dioksida
uzkrasanos lielos daudzumos, kas samazina augSanas atrumu un stimul€ acetatu veidosanos,
samazinatu maisiSanas efektivitati bioreaktora, un siltuma izdalisanos [34]. Piedevam, ir
zinams, ka rekombinanto olbaltumvielu specifiska produktivitate, kas iegiita ar augstiem Stinu
iznakumiem, pamata ir zemaka ka iegitd no kolbu kultiram. Dazadu promoteru,
saimniekorganismu, piemérotakas piebaroSanas strat€gijas un ar skabekli bagatinata icejas
gaisa pielietosana, var uzlabot olbaltumvielas specifisko produktivitati [35, 31]. AtbilstoSiem
apstakliem augsta $iinu blivuma ieguves procesiem jabiit izstradatiem pie mérogoSanas, jo
pastav siltuma un masas parneses gritibas liela méroga fermentatoros. 100 g sausu §iinu
ieguvi no 1 litra laboratorijas méroga procesa biezi vien ir sarezgiti atkartot liela méroga

bioreaktoros. Veiksmigos AB procesos, kas dod velamo olbaltumvielas produktivitati,
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piebarosanas stratégijas izvélei ir kritiska nozime, jo ta ietekmé metaboliskas pliismas, un
tadgjadi ietekm@ maksimali ieglistamo $iinu koncentraciju, rekombinantas olbaltumvielas
specifisko produktivitati un blakusproduktu veidoSanos. VienkarSas piebaroSanas stratégijas,
ka piebaroSana ar nemainigu, pakapienveidigi, lineari vai eksponensiali picaugoSu
piebarosanas atrumu, veiksmigi pielietotas, lai iegitu E. coli biomasu ar augstiem
iznakumiem. Eksponensiala piebarosanas strat€gija vairakumos gadijumu lauj $inam augt ar
konstantu specifisko augSanas atrumu izmantojot glikozi (vai citu oglekla avotu), ka augSanu
limit&josu baribas vielu [36-38].

Vienu no biotehnologija visplasak izmantoto E. coli BL21 un K-12 celmu metabolisma
pettjumi [39] radijusi, ka augstaka génu ekspresija, kas atbild par acetatu metabolismu un, kas
iesaistiti glikolata parmija, novérojama vairak BL21 §iinas neka K-12. Saja gadijuma min&to
celmu atSkiriga acetatu metabolisma kontrole, izskaidro zemaku acetatu veidoSanos BL21
kultivéSanas procesos salidzinajuma ar K-12 celmiem. Atseviskas, atSkirigas taukskabju vai
glikozes metabolisma iezimes, rada ar atSkiribas starp dotajiem celmiem. Iesp&jams dél
citadak reguléta glikozes transporta, E. coli BL21 celmi var sasniegt augstakus biomasas
iznakumus un augstakus augSanas atrumus salidzinajuma ar E. coli K-12 celmiem.

Partijas procesos, kur glikozes uznemsana norit nelimitéti, acetatos parversas lidz 9+1
% no oglekla, kas uznemts ar glikozi [40]. Etikskabes jeb acetatu veidoSanas var tikt
samazinata, kontrolgjot specifisko augsanas atrumu zem noteiktas vertibas (piem&ram, 0,2 un
0,35 h™ lietojot kompleksu vai minimalu barotni). Tada veida kontrol&ot acetatu
koncentraciju zem nevélamas, kas ir aptuveni 1,5-2 g/l [41]. Piedevam, pie eksponensialas
piebarosanas, glikozes koncentracija kultiiras videé tiek uzturéta tuvu nullei bez svarstibam,
tadgjadi minimizgjot Stnas oglekla metabolisma svarstibas. Citas substrata piebaroSanas
metodes ar atgriezenisko saiti ir izstradatas, jo tam ir priekSrociba noveérst substrata
parbarosanu, kas padara tas pievielcigas E. coli AB procesiem [29, 36, 42, 43]. Tiek uzskatits,
ka acetatu veidoSanas notick d€] substrata uzpemsSanas un ta anabolisko/katabolisko
disbalansu tas metabolisma laika [44]. Ir paradits, ka acetati, kas uzkrajas kulttras vidg, inhibé
dazas E. coli fiziologiskas 1pasibas. Ir pieradijumi, ka acetati darbojas ka protonus atbrivojoss
speks E. coli. Ta protonéta forma difund€ caur lipidu membranu, un citoplazma difundg,
samazinot tas pH [45]. Zinams ari, ka augstas baribas vielu koncentracijas, glikozei 50 g/I,
amonijam 3 g/l, dzelzim 1,15 g/l, magnijam 8,7 g/l, fosforam 10 g/l un cinkam 0,038 g/I,
inhibg E. coli augSanu [41].

Rekombinanto olbaltumvielu ieguvé, izmanotojot induc€jamas ekspresijas sist€émas,

nozime ir ari optimalai péc-indukcijas piebaro$anas stratégijas izvélei [46, 47]. Rekombinanto

21



olbaltumvielu produktivitate vari€¢ atkariba no E. coli saimniekorganisma celma un
ieglistamas rekombinantas olbaltumvielas veida. Jaatzimé, ka nav visparigas likumsakaribas,
péc kuras izraudzities atbilstoSu piebaro$anas stratégiju noteiktas olbaltumvielas iegtiSanai, lai
garantétu tas maksimalu produktivitati. Dazas piebaroSanas metodes ietverot kombin&tus
panémienus, kas balstas uz méginasanas-un-kliidas panémienu, lai gan nav vienkarSas, tomér
nav griti veicamas. E. coli K12 un ta daudzie paveidi ir ierasti saimnieka organismi daudzu
rekombinanto olbaltumvielu ieguvé. E. coli B un ta paveidi ar ir biezi lietoti. Sis divas celmu
grupas uzrada dazadus augSanas raksturus. Viena no butiskakajam iezimém AB procesos ir,
ka E. coli B sarazo daudz mazak acetatus neka K12 celmi, pat gadijuos ar glikozes
parpalikumu vidé [48]. Maksimala E. coli produktivitate AB procesos biezi tiek iegiita, kad
augSanas un produkta sint€zes fazes ir nodalitas. Procesos ar piebaroSanu divu fazu nodaliSana
var tikt realizéta ar indukcijas laika parcelSanu lidz Stinu blivums sasniedz piemé&rotu vertibu.
Daudzi inducgjami promoteri ir izstradati, kas var tikt inducgti péc dazadiem mehanismiem ka
temperatiiras vai pH maina, kimiska induktora pievieno$ana. Lidzas $im induc&jamam
sistemam, T7 vai lac-bazeti promoteri (tac, trc, lac, lacUV5-T7hybrid, u. c.), kas var tikt
efektivi inducéti ar izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidu (IPTG), ir vieni no visvairak
lietotajiem. AB rekombinanta E. coli olbaltumvielu parekspresija biezi noved pie
paaugstinatas stresa atbildes, $inu Skiedrosanas, un pat augSanas partrauk$anas. Siinu
SkiedroSanas attiecigi samazina gala sasniedzamo Stinu koncentraciju un mérka olbaltumvielas
produktivitati. Zinots, ka Stinu augSanas un produktivitates raditaji var tikt paaugstinati

samazinot $tnu Skiedro$anos [49].

2.3. Bioreaktori

Produkta biosintéze notiek fermentacijas procesa laika, tikai p&c tas, nakosajas stadijas
seko iegiita produkta izdaliSana un attiriSana. Fermentacijas procesus veic bioreaktoros. Ta ir
atsleégas iekarta veiksmigai fermentacijas procesa realizacijai [50, 51]. Bioreaktora
konfiguracija var atSkirties atkariba no kultivacijas procesa prasibam, no izvélétas procesa
straté€gijas un planota procesa apjoma. Izvéloties bioreaktoru, nopietna uzmaniba japievers
kultoras fizikalajam ipasibam. Piemé&ram, salidzinot bakt€riju un $tnu kultiiru procesus, var
teikt, ka $tnu kultiru procesi ir mazak noturigi pret mehanisku ietekmi (t.i. intensivu kultiiras
maisiSanu). So apstakli attiecigi janem véra izstradajot bioreaktora tehniskos mezglus un

kontroli [52, 53].
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Bioreaktors sastav no neriis€josa terauda vai laboratorijas bioreaktoru gadijuma pamata
no stikla, reaktora trauka/rezervuara, kura ar mikroorganismu vai ar to radito biologiski aktivo
substan¢u — fermentu palidzibu nodro$ina biosintézes vai biokonversijas procesu (skat. 2.2.
att.). Bioreaktori parasti ir cilindriskas formas un péc méroga iedalas laboratorijas (Iidz 15 1),
pilota (15-100 I) un razo$anas mé&roga reaktoros. RazoSanas procesos, kuros svarigi iegiit
augstu biomasu iznakumus, taja skaita rekombinanto olbaltumvielu ieguves procesos, izmanto
biomasas/ séjmateriala ieguves bioreaktorus, no kuriem s&jmaterials attiecigi tiek pievadit péc

tilpuma 7-15 reizes lielakam razoSanas bioreaktoram.

2.2. attels. Laboratorijas EDF-5.4 (A) un razosanas méroga (B) bioreaktori

Bioreaktora pamata uzdevums ir nodro$inat piemérotu biologisko vidi, kura
mikroorganisms var efektivi sintezét mérka produktu. Preciza temperatiiras, pH un izskidusa
skabekla parciala spiediena pO; kontrole aerobiem procesiem ir priek$nosacijums aerobo
fermentacijas procesu realizacija [54]. MaisiSanas atrums, skabekla masas parnese uz kulttiras
vidi, oglekla dioksida aizvadiSana, putu veidoSanas, augSanas atrums, uztura bagatiba, gaisma
(procesiem ar fotosintézi), sterilizacija un sterilie apstakli, reologiskie parametri un $tnu
morfologiskas Tpasibas (tie nosaka sinu deformgjamibu, kas atkariga no maisitaja veida un ta
rotacijas atruma) ir svarigi papildus nosacijumi reaktora izvéle [55-57].

Pamata sensori, kurus uzstada industrialajos bioreaktoros un kuriem jaatbilst sterilitates
nosacijumiem ir: temperatiira, pH, izSkidusa skabekla un oglekla dioksida koncentracijas
reakcijas vid€, biomasas un spiediena sensori. Papildu informacija par mikroorganisma
metabolisko stavokli var tikt ieglita no skabekla un oglekla dioksida koncentraciju
merfjumiem izejas gaz€s [51] ar vienkarSiem gazu analizatoriem. Masas spektrometrija tiek
lietota kompleksai gazu analizei fermentacijas procesos [58]. Lidz ar iesp&jamiem reaktora

infekcijas riskiem, biofarmaceitiskaja razoSana razotaji sliecas ierobezot sensoru skaitu un
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savienojumu vietas, tadgjadi samazinot sterilitates riskus un izmaksas, kas saistitas ar papildu
sensoru validaciju [59, 60].

Biotehnologiskaja razoSana aizvien vairak tiek pielietotas vienreiz lietojamas
tehnologijas, ar kuru palidzibu kluvis iesp&jams aizstat pat visus biotehnologiskas razoSanas
mezglus un dalas, kuram ir kontakts ar produktu (bioreaktori, centrifugas, filtri, attiriSanas
kolonnas u. c.). Patreiz tirgli pieejami rezervuara vai maisa tipa vienreiz lietojamie
polim&rmaterialu bioreaktori. Maisa tipa vienreiz€ja bioreaktora samaisiSanai un masas
parneses no gazes fazes nodroSinasanai izmanto vilnveida kratitajus, pneimatisko sajaukSanu
(gazes burbulu padeve) vai mehaniskos maisitajus (maisu ievietojot speciala turéSanas
rezervuara). Biezak piemingtas vienreiz lietojamo tehnologiju prieksrocibas salidzinajuma ar
standarta t€rauda bioreaktoriem ir mazgaSanas, sterilizacijas un citu apkalpes procediiru
samazinasanas, minimizets infekcijas risks razotng, paral€li veicot ari citu mikroorganismu
kultivésanas procesus, atraka katra nakosa periodiska procesa palaiSana, vienreiz lietojamo
tehnologiju elastigums, veicot tehnologiska procesa parkonfiguraciju, sistému mobilitate, ka
ar1 atraki termini, kuros iesp&ams palaist razotni. Izmaksu priekSrocibas var tikt iegiitas
kliniskas izstrades un produkta razoSanas sakuma stadija dé| vienreiz lictojamo tehnologiju
atrakas palaiSanas darbiba, ka arT to zemakas cenas dél salidzinajuma ar teérauda bioreaktoru
un to dalu iegadei nepiecieSamajiem izdevumiem. Ir noteikts, ka projekt€jot jaunu razotni,
pielietojot vienreiz lietojamas tehnologijas, iesp&jams samazinat kapitalos ieguldijumus lidz
pat 40 %, salidzinajuma, ja tiek lietotas ierastas t€rauda sisteémas. Pie vienreiz lietojamo
bioreaktoru triikumiem un limit§joSiem faktoriem var pieminét, iesp&jamos siicu un dalu
atvienoSanas gadijumus, sakotngjas investicijas stacionara aprikojuma iegadei, patreiz
limit&josie tilpumi Iidz 2 000 I, limitéts piegadataju skaits, augsta cena, vienotu piegadataju
standartu iztrikums un cieto atkritumu veido$anas no vienreiz lietojamaja aprikojuma [61, 62,
22].

Bioreaktoru mérogoSanas solis, procesiem lidz 100 000 |, parasti ir 1:10, zemaku
attiecibu 1:5 lieto drosakai meéroga parejai, lai samazinatu riskus, kas saistiti ar
neprognozgjamo procesa realizaciju veicot mérogoSanu ar lielaku soli. RazoSanas tilpums
rekombinanto mikroorganismu procesos ir ap 10 000 I, kas tradicionali ir pilota mérogs citu
produktu ieguves procesiem. Pielietota mérogosanas metodologija (péc trauku geometrijas,
maisitaja lapstinu kustibas atruma/bides, reaktoram pievadita maisitaja jaudas uz tilpumu u.
c.) liela mera ir atkariga no procesa mérogosanas stadijas un vai ir pieejami izejas dati méroga
parejai. Mérogosanu ietekm& biologiskie faktori, ka mikroorganismu generaciju skaits
s€jmateriala pagatavoSanas un razoSanas stadijas, mutéSanas iesp&jamiba, noturiba pret citu
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kulttiru kontaminaciju, agregatu veidoSanas un izveletais spiediens; kimiskie faktori, ka pH
kontroles substances veids un koncentracija, barotnes komponentu udens tiriba,
oglhidratu/slapekla/fosfora avotu koncentracijas, produkta koncentracijas, redoks potencials
un putu veidos$anas lidz ar virsmas spraiguma mainu; un fizikalie faktori ka reaktora tvertnes
konfiguracija, aeracija, maisiSana, virsspiediens un hidrostatiskais spiediens, barotnes
steriliz€Sana, temperatiiras kontrole/siltuma parnese un aizvadiSana [34, 63]. Veicot
mérogo$anu lieto arT liela méroga imitaciju maza meroga, jeb scale-down [64].

Bioreaktoru razotaji ierasti izstrada un piedava pasu raditu bioreaktoru kontroles
sisttmu. Pamata uzdevums bioreaktoru kontroles sist€mai ir nodroSinat apstaklus, kas
nodroSina optimalu kultiras augSanu fermentacijas procesa laika. Atkariba no biologiskas
sistémas, bioreaktora tipa/tilpuma un izvElétas procesa stratégijas (partijas, partijas ar
piebarosanu, nepartraukts), tiek izveléts atbilstoSs bioreaktora kontrolieris, pie
nepiecieSamibas to kombing&jot ar atbilstoSiem izmekl&tiem bioreaktora kontroles rikiem, ka
sensori, kontrolieri un algoritmi izmekl€tai procesa kontroles nodroSinaSanai. VienkarSai
parametru kontrolei (temperatira, pH, pO; u. c.) lieto PID kontroli. Rupnieciskajos procesos
melnas kastes modelus ierasti lieto kontroliera izveidoSanai d&| nepilnigi defin€tas procesa
dabas, kas padara procesa mehanisku modelesanu loti dargu. Melnas kastes modeli ir radijusi
savietojamibu rezultatu paredzéSana un atbilstoSas darbibas veikSana. Linearas parneses
funkcijas un laika profili ir popularas modela formas lietotas kontroles sistemu izstrade dél
labi attistitas linearu sistému teorijas. Tomeér, pieaug kontrolieru pielietojums, kuros ir
izmantotas laika nelinearas funkcijas, ka ari uz neironu tikliem bazeti modeli, kas paredz
sistémas nelinearitates. Efektiva metode ir pielietot adaptivu procesa kontroles pieeju. Saja
gadijuma lineara modela parametri tiek patstavigi atjaunoti, lai atspogulotu vadama procesa
gaitu [65, 66]. Kontroliera uzstadijumi jeb PID parametri var tikt nepartraukti atjaunoti
atkariba no procesa raksturlielumu mainas. Sadas ierices tadgjadi sauc par pasregulgjosiem
vai adaptiviem kontrolieriem. Lietojot uz modeli bazétu izmekl&tu procesa kontroli, katrai
atseviSkai mikroorganismu kultlirai nepiecieSams identificét korektu, konkr&to procesu
aprakstoSo modeli un modela parametrus. Modela parametru skaitliskas vertibas var ietekmét

ar1 procesa méroga maina.

2.4. Fermentativo kultiveSanas procesu modeléSana

Fermentativa kultivéSanas procesa modelésana ir atslégas apstaklis bioreaktora darba

optimizacijai, kas lauj detalizétak izprast paSu procesu un virzit to velamaja virziena.
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Nepieciesamo modela sarezgitibu nosaka optimizacijas uzdevuma mérkis. Tad&jadi pirmais
solis bioreaktora darbibas optimizacija ir definét procesa mérki un izvel&ties piemérotu
procesa produktivitati raksturojo$u indikatoru. Sadam indikatoram jabat kvantitativi
defin€tam, pec kura var izlemt, cik liela mera izmainas procesa noved pie uzlabojumiem. Par
cik bioprocesos iegiist noteiktus produktus, vienkar$akais procesa snieguma raditajs ir
produkta masas daudzums, kas iegiits definéta razoanas laika perioda. Sim produktam
jaatbilst ar noteiktai tiribai. Tomér, bieZi vien vissvarigak, pie noteiktiem nosacijumiem, ka,
pieméram, piecjamais izejas materials vai aprikojums, produktam jabut iegitam pie
minimalam izmaksam. Tadgjadi procesa snieguma indikators var bit saméra komplicéta
izteiksme.

Nozimigakie soli fermentacijas procesu modeléSana aizsakas ar Mono demonstréto
matematisko sakaribu ka biomasas aug$anas atrums (dx/dt) un biomasas ipatn&jais augSanas
atrums (u) saistiti ar substrata uznemsanas atrumu (ds/dt) un biomasas iznakumu uz substrata
vienibu (Yys) [67, 68]. Leudekings un Pirets aprakstija produkta sintézes atrumu ka funkciju
no biomasas augSanas atruma un biomasas koncentracijas [69]. Pirts izstradaja metodi
uzturéSanas energijas (M) aprékinam lietojot masas lidzsvara vienadojumus, uzturéSanas
energiju saistot ar biomasas iznakumu un augsanas atrumu. VElak tika demonstréta biomasas
augSanas atruma un substrata uznemsanas nozimiga ietekme uz sekundaro metabolitu sintézi
[70, 71]. Augstak minctie sasniegumi attiecas uz mehanistisku fermentacijas procesu
modeléSanu. Paraleli attistyjas ar1 heuristiskas, uz zinaSanam par procesu balstitas
modeléSanas metodes, kas individuali vai kombinacija ar mehanistisko modeléSanu, tika
pielietotas fermentacijas procesu aprékinam.

Fermentacijas procesa modela struktiras un noteikSanas principiala diagramma
paradaita 2.3. attéla. Izvéloties modeli, viens no stiirakmeniem ir precizét modela sarezgitibu.
Tas ir loti atkarigs no darba meérka, kadam nolikam modelis tiks izmantots. Mehanistiska
modela sarezgitibas noskaidro$ana ietver modeli ietilpsto$o reakciju apzinasanu un $o
reakciju stehiometrisku analizi. Kad modela sarezgitiba ir noskaidrota, modeli ietilpstosas
Stinu reakcijas tiek raksturotas ar matematiskam izteiksmém, jeb lielumus izsaka ka funkcijas
mainigos — proti, substratu (citos gadijumos metabolisko produktu) koncentracijas. Kops$ §is
funkcijas raksturo modela reakciju kinétiku, tas parasti atbilst kinétiskam izteiksmém. Tas ir
svarigs solis visa modeléSanas cikla un daudzos gadijumos dazadas kinétiskas izteiksmes tiek
analiz€tas pirms iegiita pietickama modela un eksperimentalo datu atbilstiba. lzmantojot
heuristiskus modelus, modela sarezgitibu noveérté ar parametru saistibu un to ietekmes uz

procesu noskaidroSanu.
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2.3. att€ls. Fermentacijas procesa modela struktiira un noteiksana

Nakosais solis mehanistiskas modelésanas gaita ir kinétisko modelu kombingSana ar
fermentativajam reakcijam, kas noris fermentacijas procesa gaita. Sads modelis norada, ka
mainas substratu, biomasas un metabolisko produktu koncentracijas, mainoties laikam, un
plusmam, kas ieiet un iziet no fermentiera. Bioreaktora modelis parasti attélo vienkarSu masas
lidzsvaru visa bioreaktora, bet daudz smalkaki reaktora modeli var tikt izmantoti, ja
fermentacijas vides nehomogenitate rada kadu ietekmi [72].

Kinétiska un bioreaktora modela kombinéSana dod pilnigu fermentacijas procesa
matematisko aprakstu, un §is modelis var tikt izmantots fermentacijas procesu simulacija pie
dazadiem procesa mainigajiem lielumiem ka, pieméram, substratu un produktu
koncentracijas. Uzsakot ta pielietosanu svarigi ir noteikt procesa modela parametrus. Dazi no
Siem parametriem ir darba parametri, kas atkarigi no procesa vadibas, pieméram, tilpuma
pliismas uz un no fermentiera. Turpreti, pieméram, biomasas specifiskais aug$anas atrums (u)
un biomasas iznakums no substrata (YXS), ir saistiti ar SGnas sistému. Veicot modela
simulacijas datu salidzinasanu ar eksperimentalajiem datiem, un pie nepiecieSamibas $o
procediiru atkartojot, iespg&jams izraudzities parametru kopumu, kas dod labako modela un
eksperimentalo datu saderibu. Modela saderibas novért€jums ar eksperimentalajiem datiem
var tikt veikts ar vienkarSu vizualu saderibas parbaudi, bet pamata prieksroka tiek dota daudz
racionalakai procedurai ka, pieme&ram, modela un eksperimentalo datu kvadratisko klidu
summas minimizéSana. Ja modela simulacija reprezenté eksperimentalos datus pietiekami
labi, modelis ir akcept&jams. Turpreti, ja saderiba ir vaja (jebkuram no parametriem), tad
nepieciesams modeli parskatit un atkartoti atgriezties pie modelésanas cikla [28].

Biotehnologisko procesu komplicétibas dél, vienkarSotu modelu pielietojums ir

ierobezots. Modeli satur dazus brivos parametrus, kuriem jabiit noteiktiem no procesa
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mérjjumu datiem. Ripniecisko procesu kontrolé pielietotajiem modeliem, jabut arl
validétiem. Izplatitakais veids, lai noskaidrotu modela atbilstibu, ir ta testéSana, lietojot
aktuala procesa datus, jeb citiem vardiem, procesa datus, kas netika lietoti sakotngja modela

izstrade [73].
2.4.1. Pirmas kartas modeli

Fermentacijas procesa model€Sana primari ir bazéta uz masas un energijas neztidamibas
likumiem, kas sastada biokimiskaja inZenierija pielietoto modelu pamatstruktiiru [51, 28, 74,
75]. Bioreaktoru veiktsp&jas uzlabosanai, modelos ietilpstoSie reakciju vienadojumi var
saturét vienkarSo informaciju par bioreaktora notieckosajiem konversijas procesiem. Pirmkart,
ar tiem iesp&jams noteikt procesa laika bitiski mainigas komponentu koncentracijas (Cj).
Otrkart, tie satur informaciju par dazadu procesa raksturlielumu, i, iznakumiem (Yj), Kuri var
but attiecinati péc kada iesaistita references raksturlieluma, j. Biokimiskas reakcijas sistéma
tiek izteikta ar vektoru c, kas sastav no visu parametru koncentracijam c;. Sie stehiometriskie
modeli var tikt papildinati ar energijas un citu fizikalo lielumu lidzsvaru, ka, pieméram, vides
reducétibas pakapi [28]. Lielakoties biotehnologikajas sistémas realiz&as kompleksas
komponentu koncentracijas izmainas laika. Tadgjadi, lidzas ieglistamajai informacijai no
reakciju stehiometrijas, nepieciesami papildus dinamiskie modeli, kuros nemta véra reakciju
specifika. Papildu informaciju iesp&jams iegit izsakot komponentu koncentraciju izmainas
atrumus (). Pretstata informacijai, ko iesp&jams iegiit no reakciju stehiometrijas, Q
izteiksmes, kas raksturo biokimisko kingtiku, pamata ar pietickami augstu precizitati
neizcelas. Seit vienkarsi, pamata heuristiski panémieni pielietojami, ar kuriem nepiecieSsamos
parametrus nosaka eksperimentali. Zinamam ¢, var izteikt sekojoSu vienkarSu masas lidzsvara

vienadojumu:

de_ +ZFS 2.1
w1, TGO, 1)

kur Fs (ml/min) reprezenté substrata piebaroSanas atrumu bioreaktora, ar koncentraciju Cr.
Summesana vienadojuma (1) paredz, ka var realiz€ties vairaku substratu piebarosana.
Industrialaja praksg, C parasti ir izteikts ar relativo masu, kas mérita gramos uz katru kulttiras
kilogramu vai kilogramos uz katru kulttiras tonnu. Industrija daudzi biokimiskie razo$anas
procesi tick veikti ar piebaroSanu. Tad€jadi kulttras masa XV mainas laika lidz ar reaktora

piebaroSanu un masas zudumiem no sistémas:
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d(xv)
o= EtFt, (2.2)

Vienadojumi 1 un 2 pirmaja bridi Skiet saméra vienkarsi diferencialvienadojumi, kuru
atrisinagjumu iegi$anai nevajadz&tu sagadat grutibas. Tomér, atruma ( izteiksmes parasti
saistas ar stingram nelinearitatém starp dazadiem tas komponentiem un to aprakstoSajiem
vienadojumiem. ST saistiba ir bitiska Iidz ar uzspiestajiem iesaistito biokimisko reakciju
nosacTjumiem, kurus ietekm@ reakcijas iesaistito substancu koncentraciju izmainas; saistibu
nelinearitate veidojas dél sisttmas komponentu koncentraciju izmainas kingtisko atrumu
nelinearas dabas. Par cik reakcijas atrumi g nevar tikt model&ti pielietojot pirmas kartas
izteiksmes, §is izteiksmes parasti tick aproksimétas ar korelacijam, kas bazétas uz vienkarSiem
pien@émumiem par domingjoSiem reakciju mehanismiem attiecigaja biokimiskaja sist€ma.
VienkarSs piemérs, kur nelineari ir saistits biomasas augSanas atrums (y ar biomasu (X) un

substratu (S), ir Mono izteiksme [67]:

Qe = pX = umaxﬁ& (2.3)
Parametri umax Un Kg nevar tikt noteikti a apriori, tos janovérté eksperimentalo datu analizes
gaita. Tadgjadi, biokimisko reakciju kin&tisks apraksts parasti saistas ar nelinearu modelé$anu
péc melnas-kastes principa. Vienkar$as Mono izteiksmes paplasinajumi pieejami literattira,
kas paredz citu faktoru ietekmi uz biomasas augSanas atruma samazinajumu lidz ar metabolitu
represiju, ka arf citam inhib&o$am un limitgjosam paradibam [76]. Sie faktori bitiski ietekm&
gan mikroorganismu augSanu, gan produkta veidoSanos, kas kopuma ietekmé bioreaktora
sniegumu. Atkariba no sistémas sarezgitibas, dazadu efektu modeléSanai var tikt lietotas
vienkarsas racionalas funkcijas vispariga forma f(x) oc Ky /( Ky +x), f(x) acx/( Ky +Xx) vai f(x) o
(I1+x/Ky), kur x — ietekm&joSais parametrs; Ky — ietekm&josa parametra skaitliska
(robez)vertiba. Lai gan $ada veida izteiksmes ir labi savietojamas ar kin&tiskajam atruma
izteiksm&m, tas nevar nodroSinat detalizétu atruma vienadojumu reprezentéSanu, lai globali
aprakstitu dazadus efektus. lepriekSmingtais trilkums var tikt risinats ar daudz plasaku un
efektivaku kinétisko 1pasibu izteiksmju izraudziSanos, ka piemé&ram, lietojot hibridos

modelus.

2.4.2. Hibridie modeli

Modelésanas rezultati lietojot klasiskas kinétiskas izteiksmes, ka pieméram, lictojot

Mono, ir saméra labi. Tomér, modela neobjektivitate atseviskos gadijumos, var limitét modela
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kvalitati. Sadiem gadfjumiem nepiecieSamas alternativas. Kad kadas paradibas pietickami
precizu matematisku aprakstu vairs nav iesp&jams veikt ar mehaniskiem modeliem, jaraugas
péc pietickami elastigu un efektivu melnas-kastes tipa modelu pielietosanas. Tiek atzits, ka
relativi kompleksas nelinearas funkcijas, ietverot kin&tiskas izteiksmes, var tikt att€lotas ar
maksligiem neironu fikliem (ANN) [77]. Sadiem neironu fikliem ir izteikti definétas
nelinearas saistibas. To struktiira raksturojas ar zinamu nodu skaitu un atbildes funkcijam caur
kuram §1s nodas atbild uz to vidéjam ievad-veértibam. Dazi autori demonstréjusi vienkarSus
prognozg&josus neironu tiklus ar vienu slépto slani un neliela nodu skaitu [78], un noradijusi,
ka pietickamus vairakumiem praktisku gadijumu. Parametri $ajas izteiksmés tiek saukti par
svariem, par cik tos lieto, lai skaitlotu vidgjas sveértas nodu ievad-vertibas. Ka citos melnas
kastes modelos, Siem parametriem jabiit noteiktiem ar modela un eksperimentalo datu
saderibas parbaudi. Salidzinajuma ar citam modeléSanas metodem, ANN daudz vienkarsak
lauj jebkuru mainigo, kam ir butiska ietekme uz procesa rezultatu, nemt veéra to vienkarsi
pievienojot pie ievad-vertibu mainigajiem.

Sastadot ANN, konsekventi jaidentificg, kuras ievad-veértibas butiski ietekmé modela
kvalitati. Linearam sistémam ir izplatiti pielietot vienkarsas statistiskas metodes, lai analiz€tu
formalu sakaribu starp dazadiem meéritiem lielumiem. Nelinearitates gadijuma, kas tomer ir
daudz izplatitaka biologiskam kultivacijas sisttmam, situacija ir daudz sarezgitaka. Dazi
autori stadijusi prieksa linearam sistémam labi pielagoto principialo komponentu analizes
metodes (PCA) paplasinajumu, ar mérki to pielagot nelinearam sistémam [79]. Piedavats tiess
panémiens $adas iedarbes ietekmes analizei ar datoru, kas bazéta uz neironu tiklu trenéSanas
metodém [80]. Piedavats, ka ANN var tikt lietoti, lai modelétu visu procesu. Tomér, ANN
visefektivaka pielietosana realiz&jas, kad tie pielietoti to dalu modelésanai, kas nevar tikt
modelétas mehanistiski. Lidz ko procesa komponenti var tikt izteikti ar fizikali iegiitiem
matematiskiem modeliem, kas bazeti uz dzelzainam zinasanam, japielieto attiecigie
matematiskie modeli. Pretgja gadijuma ANN biitu nepiecieSams papildu brivi parametri, kas
tadgjadi samazinatu modela kvalitati. Tadgjadi, vairakumos gadijumu, sakuma pareizak
sadalit procesa modeli dalas, kas var tikt modelétas mehanistiska veida un par€jas dalas
heuristiska veida, kas apraksta aspektus, kas nav pilniba izprasti. Sada divu modelésanas
metoZu kombingSana, galarezultata dod, ta saukto, hibrido modeli. Kamér modela noteikSana
ir vienkarsa, tikla komponentu trené$ana ir kaut kas daudz sarezgitaks. Butisks melnas-kastes
modelu un it Tpasi maksligo neironu tiklu trikums ir, ka to pielietoSana ekstrapol&Sanai arpus

regioniem, kuriem tie ir bijusi validéti, faktiski ir nepiemérota. Citiem vardiem, ANN ar
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parliecibu var tikt lietoti stavokla apgabalos, kuros iegiitie dati neironu tiklu trenné$anai un
validacijai ir pietickami detaliz&ti.

Kad vien iesp&jams, piemeérotas zinaSanas par procesu var tikt ietvertas modeli, pat ja
§is zinasanas, nevar tikt formul&tas ar modeliem, kas bazgeti uz tiri mehanisku procesa izpratni.
Uz zinasanam bazetas ekspertu sist€mas un fazilogika lietotas reala laika datorkontrolétas
fermentacijas  sistémas  trauksmju/klidu  diagnostic€Sanai, inteligentai  procesa
novérosanai/kontrolei, kvalitates kontrolei un dinamiskam procesa aprakstam [81]. Fazilogika
ar labiem panakumiem lietota tieSai piebaro$anas atruma kontrolei, procesa parametru

novértésanai, un kombin&sanai ar ekspertu sisttmam un ANN [82].

2.5. Izmekleta piebaroSanas atruma kontrole

(kontrole ar atgriezenisko saiti)

Izmekléta piebarosanas atruma kontrole [51, 75] paredz pielietot analitiskos un
instrumentalos rikus, procesos ar limitétu substrata padevi kultiras vidé. Ar limit€joSo
substratu saprot mikroorganismu barotnes pamatkomponentu, kas ir art oglekla avots, un no
kura pamata tiek veidota mikroorganismu biomasa un produkti. Sajos procesos galvenais
manipulgjamais lielums ir limit€josa substrata piebaroSanas atrums, kur substrata padevi
parasti veic ar peristaltiskajiem stikniem. Procesa uzlabojumus var realizét pielietojot kontroli
ar atgriezenisko saiti (skat. 2.4. att.). Atgriezeniskas saites ideja ir izlabot procesa novirzes no
nevélamajam trajektorijam, kas var notikt realos razoSanas procesos. Ar drosSu atgriezeniskas
saites kontroli procesu biezi var vadit apgabala ar augstaku produktivitati, bet tas var biit
nedroS§i del lielakas procesa nestabilitates varbiutibas, kuru var radit islaicigas procesa
novirzes. Sadas nestabilitates var rasties gadijumos, kad bioreaktora veidojies lielaks
biomasas daudzums, kuru pielietota bioreaktoru sitstéma nevar nodro$inat ar pietickamu
skabekla Iimeni. Saja gadijuma pielieto analitiskos mérijumus, kas nodrosina atgriezenisko
saiti un dod informaciju par kultiras vidé atlikusa substrata, biomasas vai
produkta/blakusproduktu daudzumiem. Informacija par augstakmin&tajiem parametriem var
papildinat viena otru, un kopuma iezZimé kultiiras augSanas raditajus un fiziologisko stavokli.
Piebaro$anas atrums var tikt korigéts atkariba no tadiem parametriem ka kulttras vidé atlikusa
substrata koncentracija, biomasas/ produkta/ blakusproduktu koncentracijas, biomasas

specifiskais augSanas atrums u. C.
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References ledarbes Kontrol&jamais
Ie\_/a_c_ie Signals Vadiba Mainigais
(Uzstadijums) —~ \ —— \ __ (Izeja)
Elements

Atgriez.S. Atgriezeniskas
Signals Saites Elements

2.4. attels. Kontroles ar atgriezenisko saiti principiala blokshéma

References ievade (uzstadijums) — procesa laika kontroléjama parametra uzstadita vertiba; iedarbes signals —
kontrolgjama parametra vadibas elementa vadibas signals; vadiba — kontrolgjama parametra vadiba;
kontrolg€jamais mainigais (izeja) — kontrolg§jama parametra vertiba pec vadibas elementa iedarbes; atgriezeniskas

saites signals — sensoru, taja skaita uz-modeli baz&to sensoru, nomérita kontrol¢jama parametra vértiba.

Realizgjot limitetu substrata kontroli, jaievéro dazi aspekti. Kad subtrats tiek pielietots
reiz€ ari ka induktors, biomasas specifiskais aug$anas atrums (u) nevar tikt samazinats
pielietojot subtrata limité€Sanas pan€mienu, jo subtrata koncentracija nedrikst nokristies zem
indukcijai nepiecieSama ltmena [47]. Nav iesp&jams arT samazinat biomasas aug$anas atrumu
ar paausgtinatu substrata koncentraciju, izmantojot subtrata inhib&josSo efektu, jo pie augstam
substrata koncentracijam lidz ar kultiiras viskozitates pieaugumu butiski samazinas skabekla
parneses atrums. Zinams, ka ar parlieku augstas substrata koncentracijas rezultata, radusies
blakusprodukti, ka acetati Escherichia coli kultivéSanas procesos, samazina produkta sintézes
atrumu un kvalitati [83]. Tadgjadi specifiskais augSanas atrums jakontrolé citos veidos. Kad
iepriek$ apspriesta kontrole ar atgriezenisko saiti nepietieckami samazina procesa limit&joSos
faktorus dél ierobeZotas bioreaktora skabekla parneses kapacitates, procesa darbibas reZimam
jabiit mainitam. lerasta pieeja, kas biezi tiek pielietota industrialaja praks€, ir periodiska
fermentacijas procesa papildinasana ar substrata piebaroSanu un fermentacijas vides
noliesanu. Sis idejas pamata ir procesa realizacija ar optimalu specifisko aug§anas atrumu un
dalas no kultiiras nonemSanas un aizvietoSanas ar svaigu barotni un ar piebaroSanu péc
ieprieks noteikta profila.

Atgriezensika saite, lai noteiktu substrata un biomasas daudzumus, ka ari to patérina un
pieauguma raditajus, respektivi, var biit gan tieSa, gan pastarpinata. Ar tieSo atgriezenisko
saiti saprot tieSu parametru koncentraciju merijjumus tieSsaisté ar in-situ [84, 85] vai at-line
[86-88] analizes metodém, vai tos manuali analiz&jot bezsaisté. Patreiz ir ierobezota in-situ
substrata noteikSanas sensoru pieejamiba dgl atbilstosu tehnologiju tritkuma. At-line substrata

noteikSanas metozu triikums ir zinama laika nobide merijjuma ieguvei. Bezsaistes manualu
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mérfjumu trikums ir laika nobide ar kadu veic nonemta parauga analizi un atbilstosas
kontroles realizaciju. Pastarpinatu atgriezenisko saiti ar kultiiras aug$anas un substrata
uznemsSanas raksturlielumiem iesp&jams iegit tos saistot ar tadiem procesa raksturlielumiem
ka skabekla uznemsanas/pievadisanas atrumi (OUR, OTR), CO; izdaliSanas atrums (CER),
elposanas koeficients (RQ), pH, pO, signali u. c. Balstoties uz So mérijjumu rezultatiem un to
novirzes no procesa uzstadijumiem, tiek realizéta kontrole, lai noturétu substrata/acetatu
koncentracijas dro$as robezas zem paaugstinata substrata limena [89-91, 40], un parak
samazinata limena, kas palénina biomasas pieaugumu paildzinot procesa laiku [83, 92].
Pamata priekSrocibas pastarpinatai atgriezeniskai saitei ir atrums ar kadu var tikt iegits ar
biomasas vai substrata koncentraciju saistits mérijums, bet pamata triikumi ir, ka Sie mérijumi
var biit procesa vai mikroorganismu specifiski, kas tadgjadi var prasit papildu laika un naudas
izdevumus konkrétas metodes pielagoSanai specifiskam procesam. Vairaku procesa
raksturlielumu meérfjumi procesa laika var dot labaku substrata koncentracijas kontroli un
palidzet samazinat blakusproduktu veidoSanos.

Biezak lietotas izmekl&tas bio-farmacijas procesu automatizacijas metodes ietver procesa
parraudzibu (uz modeli bazéti programsensori, neironu tikli, principialo komponentu analize),
vadibas kontroli (procesa gaitas manuala vai automatiska novéroSana un korigésana), adaptivu
kontroli, inteligentu kontroli, uz modeli bazétu kontroli u. c., kas aprobé&tas un ieviestas

ripnieciskaja biotehnologija [29, 30, 93, 94].
2.5.1. Sensori

Bitiskakie jautajumi realizgjot fermentacijas procesu ir saistiti ar mikroorganismu $tnu
fiziologisko stavokli un vides nosacijumiem mikroorganismu pilnvértigu funkciju veiksanai.
Mikroorganismi pamata tiek raksturoti ar: (i) struktiiras esamibu; (ii) gen&tiskas informacijas
mainu; (iii) metabolismu, vai funkcionalo aktivitati, un (iv) sp&ju vairoties un augt. Pieejamas
dazadas in-situ un at-line bioprocesu raksturlielumu noteiksanas fizikali kimiskas metodes no
kuram nozimigakas ir elektrokimiskas, optiskas un elektrovadamibas analizes metodes.
Procesa raksturlielumu noteiksanai tiek lietotas ari uz modeli bazetas metodes jeb program-
sensori, lietojot ar izejas gazu analizi ieglistamos datus, multi-parametru regresijas metodes,
maksligosneironu tiklus (ANN) u. c. Pie svarigakajiem procesu raksturojosiem parametriem
var pieskaitit temperatiiru, pH, biomasas, substratu, ka glikoze, glutamina un skabekla,
metabolitu, ka laktatu, amonija, glutamata, skabekla un oglekla dioksida koncentracijas.
Balstoties uz procesu raksturojosajiem analitiskajiem mé&rfjjumiem, veic atbilstoSu procesa

kontroli. Sim noliikam izmanto dazada veida sensorus vai parauga nemsSanas tehnologijas.
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Kritisks apstaklis ,,rokas” paraugu analizgs, Ipasi biomasas paraugiem, vienmér ir sterilas
barjeras parkap3ana un sterilitates nodro§inasana. Saja gadijuma, alternativa ir lietot vajadzigo
parametru tieSus mérijjumus reaktora vidé (in-situ), vai pastarpinati automatiski analiz€jot
nonemtos kultliras paraugus vai izejas gazu sastava mainu (at-line). Cits svarigs faktors
procesa analitiskas tehnologijas izvel€ ir pielaujama laika nobide analitiska m&rfjjuma ieguvei.
Piem@ram, atri augosu prokariotu kultiru gadijuma, mérjjumus jaiegust ar daudz lielaku
atrumu neka tas ir eikariotu gadijuma. In-situ un at-line analizu gadijuma, salidzinagjuma ar
manualu parauga nonemsSanu un analizi, analitiskos mérfjumus iesp&jams iegtt daudz atrak.
Batiski ir, lai sensoru dinamiskas jutibas intervals nodrosinatu vélama parametra iesp&jamo
vertibu merjjumus visa procesa gaita.

VEl joprojam zinama probléma fermentacijas procesu kontrolg ir tieSsaistes instrumentu
trikums ar kuru palidzibu droSi un uzticami noteikt biomasas, substrata un produkta
koncentracijas/kvalitati u. c. Sis analizes bieZi tiek veiktas, ka laboratorijas analizes, kas
noved pie atgriezeniskas saites ar zemu frekvenci un laika nobidi, kas apgriitina procesa
automatizaciju. NetieSa parametru noteikSana vai novertéSana ar programsensoriem ir metode,
kas izveidota, lai risinatu iepriekSminétas problémas. Program-sensori ir virtuali sensori, kuri
rékina nepiecieSamo mainigo no tam saistita fizikala meérijjuma. Parasti, mé€ramie mainigie ir
viegli mérami lielumi, kurus matematiski ir iesp&jams saistit ar mérka parametru. Informativs
program-sensors ir elposanas koeficients (RQ-veértiba), kas raksturo kulttiras fiziologisko
stavokli. Tadi ar procesu saistiti parametri ka temperatiira, hidrostatiskais spiediens,
komponentu plismas u. C., ari var tikt izmatoti ka indikatori produkta kvalitates mainas
noveroSanai. Tatgjadi, noverojot piemerotus otrSkirigos mainigos, bieZi iesp&ams iegit
kvalitativu vai kvantitativu informaciju.

Plasa pielietojuma analitiskos instrumentus sniedz spektroskopiskas metodes, ar kuram
analitisko informaciju iegiist uz paraugu iedarbojoties ar elektromagnétisko starojumu. Pé&c
iedarbes ar paraugu tiek analiz€ta parauga vai starojuma avota elektromagnétiska starojuma
ipasibu maina. Vilpa garumu diapozons elektromagnétiskajam starojumam pielietojamajas
metod@s ir no 10 nm lidz 1m. Sis metodes ir ne-invazivas, jo nekada paraugu nonemsana un
citu reagentu izmantoSana nav nepiecieSama, taja pasa laika tos var sterilizét. Citas
spektroskopisko  metozu  priekSrocibas  ietver iesp&u  nodroSinat  nepartrauktu
elektromagnétiska lauka intensitati. Dazadus procesa raksturlielumus iesp&€jams noteikt ari
paraléli, un Iidz ar meérijjuma nepartrauktibu, mérjjumus iesp&ams veikt reala laika.
Spektroskopisko sensoru pielietoSana klasiskajos vai vienreiz lietojamos reaktoros var biit

realizéta caur vienkarSu caurspidigu novéroSanas logu, kas uzrada noteikta vilna garuma
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gaismas filtréSanas 1pasibas. Optisko skiedru pielietosana, lai savienotu sensoru ar detektoru,
sekm& abu So komponensu atdaliSanu, kas lauj atkartotu dargas detekt@Sanas sist€mas
izmantoSanu, ja nepiecieSama gaismas avota maina. Lietojot vienreizgjo optisko logu, kas
saistits ar optisko Skiedru, spektroskopisko mérijumu var lietot vienreiz lietojamos
bioreaktoros ar sapratigam izmaksam. Atkariba no meérijjuma principa, varétu rasties
nepiecieSamiba, lai izvairitos no iedarbém, ka burbuli vai gaismas izkliede, un gaismas
absorbcija vai izkliede uz mirusajam S$Gnu palieckam. Sanu troks$ni spektroskopiskajam

metodém tradicionali ir daudz lielaki neka tas ir citam metodém [84, 95].

Biomasas sensori

Biomasas koncentracija ir viens no butiskakajiem biotehnologiska procesa stavokli
raksturojoSajiem parametriem. ST lieluma preciza novértéana ir svariga izmekl&tu procesa
kontroles metozu pielietosana, kas tadéjadi nodroSina ari augstu procesa produktivitati.
Dazadas biomasas noteikSanas metodes apskatitas literatiira, vairakums no kuram bazétas uz
fizikalo lielumu noteikSanu, ka optiskais blivums, fluoriscence un elektrovadamiba.

Stinu augSanas un biomasas koncentracijas mérfjumiem, tiesaistes vai bez-saistes
rezimos, ka references metodi lieto optiska blivuma (OD) mérijjumus. In situ optiskos
biomasas sensorus parasti limité mérisanas diapozons. Dazads $tnu veids un kultiiras ar
mainigu morfologiju un §tnu agregaciju dod mérjjumu izkliedi. Optiska blivuma sensori ir
izteikti jutigi arT no kultliras un taja esoSo gazes burbulu kustibas atruma, ko ietekmé kultiiras
maisiSanas Un aeracijas atrumi. Mérjjuma atkartojamiba un ilgums vienmér nav apmierinosi
del biomasas un olbaltumvielu veidota adheziva slana uz sensora stiklina, kuru Skérso
gaismas stars. Papildus, augsti dulkaina reakcijas vide var radit merjjuma neprecizitati.
Gaismas izkliede un absorbcija ir nelineari atkarigas no $tinu blivuma, kas prasa atbilstosu
signala linearizaciju atkariba no Stinu blivuma. Cits §is metodes trukums ir nespgja izSkirt
dzivotspéjigas Siinas no mirusajam un Kulttiras vidé esosajam dalinam [84, 96].

Ir pieejami komerciali in-situ optiskie sensori, lai ties$-saisté nepartraukti méritu
mikroorganismu aug$anu ar gaismas absorbciju (dulkainibu) vai izkliedi (nefelometriju)
redzamaja un tuvaja infrasarkanaja (NIR) diapozona. STm metodém var biit zinamas
problémas mérot dazadas koncentracijas, tipa un morfologijas Stinas. M&rfjuma atkartojamiba
un ilgums vienmér nav apmierinosi dél biomasas un olbaltumvielu veidota adheziva slana uz
sensora stiklina, kuru $kérso gaismas stars. Papildus, augsti dulkaina kultiiras vide var radit

problémas, un kultiras dulkainiba tad€jadi var mainities ievérojami. Gaismas izkliede un
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absorbcija ir nelineari atkariga no Stnu blivuma, kas prasa atbilstosu signala linearizaciju
atkariba no $tinu blivuma. Cits §1s metodes tritkums ir nespg&ja izskirt dzivotsp&jigas Stinas no
mirusajam un Kulttras vidé esoS$ajam dalinam [85].

TieSsaistes Stunu populacijas raksturo$ana bioreaktoros var tikt veikta ari ar in-situ
mikroskopiju, kas var tikt lietota Stnu koncentracijas mérijjumiem. Mikroskops var tikt
uzstadits tieSi bioreaktora porta, lai ar puls€joSu gaismu iegitu in-Situ att€lus no maisamas
kultiras. ST metode veiksmigi pielietota mikroorganismu kultivacija un ar to iesp&ama
kultiras morfologisko parametru noteik$ana tie$saiste [97, 98]. Stinu tilpuma noteiksana [99].

Metaboliski aktiva bakterija lidz ar bakterijas elposanu vai ATP hidrolizi, uz tas
plazmas membranas veidojas elektrokimiskais potencials. Tas nodrosina selektivu biologiskas
membranas katjonu un anjonu caurlaidibu, kas veido atskirigu elektrisko pontencialu
membranas Skérsgriezuma. lekSiené Siina ir ladeéta negativi salidzinajuma ar arieni, un
membranas potencials spélé centralo lomu dazados Stinas dzives cikla procesos, ka ATP
sint€zg€, aktivaja transporta, mobilitate, intracelulara pH regulacija u. c. Elektriska sprieguma
jutigas krasvielas izstradatas, lai méritu membranas polarizaciju. Atkariba no krasvielas
ladina, ta piesaista vai nu polariz&tas vai depolarizétas Stnas. Specifiska $tinu piesaiste var tikt
tieSi saistita ar $tinas metabolismu [100-102].

TieSsaisteé nosakamais oglekla uznemsanas atrums (CPR) un skabekla uznemsanas
atrums (OUR), ir signali, kuri atspogulo biomasas augSanas dinamiku bioreaktora. Pirmais un
vienkars$akais veids ka sekot Iidzi CPR un OUR, ir mérit gazu tilpuma frakcijas reaktora gazu

izejas linija.

Substrata un produktu sensori

Substrati un produkti pamata nosakami tieSsaisté vai bezsaisté lietojot atbilstoSus
sensorus, standarta ekspresanalizes, ka arT hromatografiskas metodes. Par standarta merijumu
uzskatams pO; signals. Ka arT ne tik sen pieejams pCO, mérijjums [103]. Tomer tieSas un
nepartrauktas substrata un produktu koncentracijas, vai ar tam saistitu lielumu, noteikSanas
metodes kultiiras vidg ir ierobezotas d€| analitisko instrumentu trikuma.

Viens no izplatitakajiem substratiem, kuru pielieto mikroorganismu kultiiru piebarosana
ir glikoze. Dazadi glikozes sensori (tieSsaistes un bezsaistes) ir pieejami, bet So sensoru
stabilitate, kalibracija un validacija ir apgrutinoSa. Piemérs PAT metodes pielietojuma
glikozes noteikSanai ar nepartrauktu plismas injekciju analizi, bazetu uz kimisko luminiscenci

[104]. Izplatita glikozes koncentracijas noteikSanas metode ir tas enzimatiska sadaliSana ar
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glikozes oksidazi, kura nosaka izdalito siltuma daudzumu, kas ir proporcionals glikozes
koncentracijai. So metodi pielieto analizgjot glikozes Iimeni asins plazma. Zinami
pielietojumi at-line glikozes koncentracijas noteikSanai bioreaktoros (Aplikon, Sartorius).
Glikozi iesp€jams oksidét ar1 elektrokimiski, tomer salidzinajuma ar enzimatisku glikozes
sadaliSanu, elektrokimiska metode ir mazak selektiva un c@lmetalu elektrodu aktivitate
mazinas lidz ar glikozes sadaliSanas produktu un CI° jonu neatgriezenisku adsorbciju uz
elektroda virsmas. Glikozes sadaliSanas kingétika uz klasiskajiem elektrokimiskajiem
sensoriem ir ari gausa [105, 106]. At-line metodes, lai noteiktu glikozes, pieméram, ka ari
glutamata, prolina, laktatskabes, amonjaka un izskidusa oglekla dioksida koncentracijas ir
fotometriska infrasarkanas (IR) un tuvas infrasarkanas (NIR) spektroskopijas metodes, kas
abas atbilst PAT nosacijumiem [107, 108]. Infrasarkanas spektroskopijas metodes trikkums ir
iesp&jama blakus-komponentu ietekme [84].

Atseviska sadala ir optiskie biosensori, Kur biologiskais receptors (ka enzims,
mikroorganisms vai antiviela) rada optisko signalu (ka kimiska luminiscence vai NADH
fluoriscence). Sis signals ar elektrisko dev&ju tiek parversts elektriska signala [109]. Ir ari
izveidoti bioluminiscences sensori, kas sastav no bioluminiscenta enzima un optiska devéja.
Optiskie biosensori nodroSina atru un augsti selektivu noteikSanas sisttmu. Tomer
vairakumos gadijumu analizém jabut veiktam arpus reaktora, jo sensora biologiska
komponente nav steriliz§jama. Tadgjadi sSterila parauga nonemsSana no bioreaktora ir
nepiecieSama. Ka biosensoru trikumus var pieminét to, ka tie ir invazivi, atkarigi no
temperatiras, tie médz aizaugt, ka ari tos nepiecieSams biezi parkalibrét un regenerét. Signala
novirzes nosaka So sensoru nedroSumu. Arl enzimu stabilitate ir limit€ta. Vairakums
biosensoru vienlaicigi var meérit tikai vienu substanci, bet kombinacija ar vairakiem
biosensoriem, dazadas substances, ka glikoze, amojaks u. c., var tikt meriti paraléli.

NIR spektroskopija var tikt lietota, lai méritu atseviSkus organiskus savienojumu pat
kompleksa vide. Biologiski svarigas saites, ka alifatiskas C—H, aromatiskas vai alkénu C—H,
aminu N-H un hidroksil O-H, absorbé NIR diapozona gaismu no 2.0 lidz 2.5 pm. Katra
kimiska strukttra ir saistita ar specifisku analiz€jama parauga kimisko grupu novietojumu,
formu un izmé&ru. DEl absorbcijas grupu lidzibas, izmekléti datu analizes algoritmi
nepiecieSami, lai ieglitu uzticamu analitisko informaciju. Multivariaciju kalibracijas modeli,
kas veidoti izmantojot mazako kvadratu regresijas (PLS) analizi, nodroSina analitisko
informaciju no NIR mérjjumiem. Datu priekSapstrade, piem&ram, ar digitalo Furjé filtru,
uzlabo rezultatus, un ar So metodi, glikoze, glutamins, amonjaks, laktati un glutamati tidens

skidumos var tikt meriti paraléli [110, 111].
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Vienkarsako fluoriscences sensoru darbibas princips balstas uz fluoriscences mérjjumu,
kur izmanto nikotinamida adenina dinukleotida reducéto formu [NAD(P)H]. NAD(P)H
atkariga fluoriscence pie 450 nm tiek mérita péc ierosinasanas pie 360 nm. Sinas
metabolisms ar1 var ietekmét izmainas NAD(P)H-atkariga fluoriscenceé. Tadgjadi Sadu
sensoru pielietojums ir limitéts fermentacijas procesiem ar labi defin€tu barotni un pamata tie
Ir ierobezoti Tpasam pielietojumam. Vairak informacijas var tikt iegita no in-situ
fluorimetrijas. Fluoriscences mérfjumi dazam iek$$inas un arpusSinas fluoroforam ir
iesp&jami lietojot dazadus ierosinasanas un emisijas vilna garumus, kas piedava veikt divu
dimensiju (2D) fluoriscences spektroskopiju. Zinams skaits fluoroforu (ka aminoskabes,
vitamini) var tikt noteikti paraléli. Ir izveidoti fluoriscences spektrofotometri Cyathus striatus,
Eurotium cristatum un Crinipellis stipitaria fermentacijas procesu analizei tieSsaistg.
lerosinaSanas un emisijas vilnpa garumi ir uzstaditi netakarigi lietojot diodes prieks
fluoriscences noteikSanas. Bija iesp&jams noteikt dazas fluoroforas, ieskaitot aromatiskas
aminoskabes, NAD(P)H un policikliskos aromatiskos oglidenrazus (PAHs), in-situ un
tieSsaisté. Fluoriscences spektrofotometrs tika lietots, lai méritu kop&jo fluoriscenci [112].
Spektrofotometrs tika pievienots bioreaktoram ar dakSveida gaismas novaditaju pa Skidrumu,
kura viens gals tika ievietos spektrofotometra kivet€, bet otrs gals 25 mm standarta reaktora
porta ar kvarca lodzinu. 2D fluoriscences sensors ar dazadiem ierosinaSans un emisijas vilpa
garumiem tika izstradats [113].

Proteiniem afinitates sensori (optiskie biosensori), alternativa ELISA metodém. Si
metode pasreiz ir viena no iecienitakajam starp atrajam produktu koncentracijas noteikSanas
ekspressmetodém industrialaja un akadémiskaja pielietojuma [33]. Specifiskie rekombinanto
olbaltumvielu titri kompleksas videés bioprocesu laika, kas iepriek§ balstyjas uz laika
ietilpigam un dargam analitiskam metodém, tagad ir iesp&amas ka loti atras tieSsaistes
kvantitativas analizes. NoteikSanas metodes nav invazivas, un var meérit kompleksu
savienojumu daudzumu. Sensoru virsma nodroSina platformu uz kuras ligandi tiek
imobilizéti. Kamér génu ekspresijas profilu noteikSanas metodes balstas Uz apjomigu
informaciju par nukleinskabju noteikSanu, novérojama pieaugoSa interese péc lidzigam,
atram, jutigam un tieS$am olbaltumvielu analizes metodém. Tradicionalos ligandus
nukleinskabju saistiSanai Satur antivielas. Ari oligonukleotidi tiek izvéléti no plasa
oligonukleotidu klasta, kuru trisdimensionala struktiira saista mérka proteinu ar augstu
afinitati [114, 115]. Sadi aptaméri var uzradit antivielu Ipasibas vairakos pielietojumos, ka
ELISA [116] un imunvielu ekspresanalizés [117], Stnu atlasisana [118], fluoriscences

mikroskopija [119], Westernblot analizé [115], afinajos slanos biosensoriem vai
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mikroshémam [120-122]. Salidzinajuma ar antivielam ka molekulu saistitajam biosensoros,
mazajiem aptaméru receptoriem ir virkne prieksrocibu. D€l to mazajiem izmériem, blivaks
receptoru slanis var tikt veidots, kas uzlabo receptoru afinitati un paaugstina slanu jutigumu.
Dél aptaméru receptoru vienkarsas struktiiras, sensora slanis var tikt regeneréts daudz vieglak
neka antivielu slanis, aptaméru slanis ir daudz noturigaks pret noardiSanos un denaturaciju
[123].

Aerobos procesos, jeb procesos, kur limit€joSa oglekla avota uzpemSana ir
stehiometriski saistita ar sabekla uznemsSanu, kura relativs mérijums izteikts procentos no
kalibréta maksimala skabekla parciala spiediena (pO,), pO; ir standarta un uzticams in-situ

mérijums, kuru pielieto limit&josa oglekla avota kontrol&.

2.5.2.Pastarpinata piebarosanas atruma kontrole péc kada no procesa parametriem

Pastarpinata Fs kontrole pec pO2 un pH

pH un pO; statéSanas metodes ir bazétas uz pH un pO, izmainas noveérojumiem, kad
limit§josais oglekla avots kulturas vidé izsicis. Kad pH un pO; sak paaugstinaties lidz ar
oglekla avota izsitkumu, iepriekS noteikts piebarojama daudzums tiek padots bioreaktora.
Sadas kontroles metodes ar atgriezenisko saiti dod prieksrocibu izvairities no baribas vielu
parbarosanas, kas padara tas par plasi pielietotam E. coli fermentacijas procesos ar augstu
biomasas iznakumu [42, 43]. A1l optimalas piebaroSanas stratégijas izvéle péc indukcijas
fazei ir svarigs apstaklis efektivai rekombinanto proteinu ieguvei induc€jamas ekspresijas
sistemas [46, 47]. pO, statéSanas metode bazéta uz pO, strauju picaugumu, kad substrata
saturs barotn€ izsicis. Tadgjadi substrata koncentracija var tikt turéta v€lama limita robezas
automatiski pievienojot iepriek§ noteiktu substrata daudzumu, kad pO, veértiba paaugstinas
virs iepriek$ definétas vertibas. pH stata metode balstas uz pH noveérojumiem, kad limit§josa
oglekla avota saturs barotng izsicis. Saja gadijuma pH sak pieaugt, pamata dél amonija jonu
sekrécijas reakcijas videé. Defineta barotné pO, statéSana reagé daudz atrak neka pH statéSana.
Kad kompleksa oglekla-slapekla barotne tiek lietota, ka, piem&ram, rauga ekstrakts vai
peptons kopa ar oglhidratu avotu, pO, izmaina nav tik izteikta pie limitgjosa oglekla avota
izstkuma, jo Siinas turpina uznemt komplekso substratu. Tadgjadi pH stat€Sanas metode ir
daudz piemérotaka gadijumos, kad dalgji definéta vai kompleksa barotne tiek lietota [124—
126]. pO, statésanu pielieto, gan pO; kontroles vajadzibam, gan, pamata, procesa beigu fazg,

lai automatiski kontrolgtu limitétu substrata piebarosanu. Sis kontroles prieksrociba ir, ka
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izmantojot pO, mérijumu, kas ir standarta tieSsaisté pieejams mérijjums bioreaktoru kontrolg,

iespgjams tieSsaistes rezima automatiski kontrol&t limitétu substrata piebaroSanu.

Fs kontrole, lai nodroSinatu eksponencialu §iinu augsanu (u statéSana)

Eksponensiali augosas Stnas, kas tiek barotas ar konstantu piebaroSanas atrumu, tiek
parbarotas fermentacijas agra stadija un ne lidz galam piebarotas v€linaja stadija. Pieejamas
glikozes parpalikums, pieméram, ka E. coli un S. cerevisiae [ 40, 127] agra konstantas
picbaroSanas fazg, noved pie parplistoSa metabolisma. Abi, parplistosais metabolisms
sakuma fazes un oglekla uzglabasana vé&linajas faz€s, var negativi ietekmét rekombinanto
genu ekspresiju [128, 129]. Savukart, glikozes piebaroSana ar eksponensialu atrumu, kas
atspogulo kultiiras augSanu, var minimiz€t parpliistoSo metabolismu ar $tnam pielagotu

piebarosanas atrumu visa procesa nogriezni [130, 37, 131].

Pastarpinata Fs kontrole péc RQ

Aerobos procesos augSanas gaita Stinas uznem O un razo COp, un uznemta skabekla
atrums (OTR), ka arT oglekla dioksida izdaliSanas atrums (CER) tuvinati ir tiesi proporcionals
oglekla avota uznemsanas atrumam. Tadgjadi substrata piebaroSanas atrums var tikt kontroléts
atkariba no OTR un CER datiem, kurus iesp&jams aprekinat, lietojot O, un CO, koncentraciju
merjjumus izejas gazes.

Daudzos industridlos procesos tiek analizéts izejas gazu sastavs. Sis procediras
priekSrociba ir mérjjumu veikSana izejas gazu linija, kas nav invaziva metode, un tas, ka $adi
nosakot Stnu elpoSanas koeficientu (RQ), iesp&jams novértét Sinu metabolisko stavokli.
Papildu ar Siem meérjjumiem iespgjams novertét skabekla parneses limitéSanu. ElpoSanas
koeficients tiek definéts ka molara attieciba starp uznemto O; un izdalito CO, dadzumu. RQ
noteikSanai nav nepiecieSams zinat biomasas koncentraciju un kultiras tilpumu, ka ari
aeracijas daudzumu. RQ var tikt aprékinats pa tieSo no izejas gazu sastava mérijumiem.
Veicot RQ aprékinu janem véra vides pH, jo tas ietekm& CO, $kidibu kultiiras vid€, un
tadgjadi art1 CO; sastavu izejas gazes. RQ pielietojums piebarosanas procesu kontrole tika
demonstréts uz S. cerevisiae kulttru [132]. Piebarosanas atrums tika kontrol&ts, lai uzturétu
nemainigu RQ=1,0-1,2. Citos procesos RQ tika izmantots, lai kompensétu piebaroSanas
atrumu, ja RQ radfjums iziet arpus noteikta diapazona, jeb fiziologiska stavokla. Sajos
procesos piebarosanas atrums tika kontroléts péc CER un/vai OTR datiem [133]. Nemot véra,

ka OTR/CER informacija labi reprezent€ 1€ni augosas kultiiras pieaugumu, un to ka RQ labi
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apraksta kultliras stavokli, kad ta atri uznem pieejamo substratu, substrata piebaroSanas
atrums var tikt kontroléts bazgjoties uz OTR/CER aprékinu ar pasregulgjosu kontroli, lai
uzturétu specifisku RQ vértibu. Ta, pieméram, S. cerevisiae kultivéSanas procesa [134],
etanola biosintéze notiek pie RQ>1, oksidativa augSana pie RQ=0,9-1,0, cukuru un etanola
oksidacija pie RQ=0,6-0,9, bet etanola oksidacija pie RQ<0,6. Atbilstosi piebarosanas atruma
korigésana tika veikta, lai noturétu RQ radijumu, kas atbilst vélamam kulttras fiziologiskajam

stavoklim.

2.5.3.Uz modeli bazéta piebarosanas atruma kontrole ar prognozi

Procesa atkartojamibas nodroSinaSana var biit risinata pielietojot dazadus analizatorus,
kuri nodroSina informaciju par procesa statusu un ta kritiskajiem parametriem reala laika.
Doto informaciju pielieto iestatot nepiecieSamos kvalitativos raditajus visa procesa garuma.
Literatiira pieminéti procesa atkartojamibu kontrol&josi algoritmi, kas piemé&roti rekombinanto
olbaltumvielu ieguves procesos [27, 135]. Tie atSkiras ar sarezgitibu ar kadu a priori
zinaSanas pielietotas, lai korigétu novirzes no uzstaditajiem procesu profiliem. Patreiz aktuali
kompleksu procesu kvalitates uzlabosanai, pielietot uz modeli bazgtu kontroli ar prognozi [81,
136]. Tomér $ai metodei nepieciesami pietickami izsmalcinati modeli, lai precizi prognozétu
procesa nakotnes gaitu, un lai no izdaritajam prognozém butu iesp&jams realizet atbilstosu
kontroli. Sis metodes realizacija ir arT cilvékresursu ietilpiga, jo prasa zino$a un kvalificéta
personala iesaisti. Ari validacija komplicétai kontrolei ar atgriezenisko saiti var biit sarezgita.

Tadgjadi, vienkarSu un uzticamu metoZu izstrade priek§ rekombinanto olbaltumvielu
ieguves procesa, saglabajas svarigs uzdevums. Pieméri ir kontroles metodes, kuras izmato
biomasas specifiska augsanas atruma profilu procesa laika ka kontrolgjamo parametru [27,
29]. Sis metodes ideja ir, ka specifiska aug$anas atuma profils kultivacijas procesa laika var
garantét procesa stabilitati un atkartojamibu. Dazas griittbas veidojas praktiski realizgjot
specifiska augsanas atruma kontroli. Analitiski janosaka biomasas augSanas atrums, ka ari
potencialas Tslaicigas specifiska augSanas atruma novirzes, kas var radit neatgriezeniskas
biomasas augS$anas atruma novirzes, kas savukart var novest pie lielam no procesa uz procesu
un produktivitates variacijam. VienkarSa praktiska alternativa, lai izvairitos no
iepriekSmingtajiem trikumiem, ir procesam izvéléties noteiktu specifiska augsanas atruma
profilu un, zinot sakuma biomasas koncentraciju, aprékinat nepiecieSamo biomasas augsanas
profilu.

Uz modeli bazétas kontroles ar prognozi realizacijai, vienkarSus standarta procesu

aprakstoSos matematiskos modelus [28, 131, 29] var izmantot priek$§ kontroléta parametru
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aprékina reala laika ar nakotnes prognozi. Tadgjadi Sis piegajiens varétu but vienkarSak
realiz§jams neka pielietot metodes ar modelu ,trenéSanu” ka tas ir pielietojot maksligos
neironu tiklus (ANN) vai faziologisko kontroli [82, 137]. Gadijumos, ja mainigie procesu
apstakli rada bitiskas aprékinu kltidas, procesa laika velama ir modela re-identifikacija.
Tadiem parametriem ka biomasas iznakumam (Yys) un maksimalajam specifiskajam substrata
patérina atrumam (Qsmax) ir icteicama reidentifikacija [29]. Priek§ modela reidentifikacijas,
nepiecieSsams izmantot uzticamas metodes tiseSsaisté vai bezsaisté novértéjot biomasu (X),
substratu (S) un kultdras tilpumu (V). Biomasas un substrata modeléSanas rezulatus batiski
ietekmé tilpuma noteikSanas precizitate. Kulttiras tilpuma noteikSanai tieSsaisté var pielietot,
pieméram, tadu metodi ka tieSu reaktora svérSanu, izmantojot [imena sensorus, ka art tilpuma
aprékinasanu balstoties uz pieejamo informaciju par iesiiknétajiem tilpumiem un model&tajam
plismam uz un no reaktora. Zinamas ari tadas metodes, kuras kultiras limena noteik$anai
lieto hidrostatisko spiedienu, vaditsp&jas sensorus un akustiskos sensorus (ultraskanas vilni).
Lai nodroSinatu procesa optimalu norisi, tiek pielietots piebarosanas profils, kas dod
iesp&ju kontrolét substrata patérina atrumu tuvu ta kritiskajai vertibai, tadejadi saglabajot
maksimalo biomasas augSanas atrumu. Tiek nemts véra, ka substrata patérina atruma kritiskas
vertibas parsniegSana ir nev€lama, jo tad sakas ievérojama blakusproduktu, piemé&ram, ka
acetatu sintéze, kura uzkrasanas inhib& biomasas augs$anu. Tapéc, drosakai procesa kontrolei,
ieteicams izmantot nedaudz samazinatu Qsvax, kas procesa iznakumu batiski neietekmé [11].

Sados gadijumos biitu vélama uz modeli baz&ta procesa optimizacija [12].

2.6. Literatiiras apskata kopsavilkums

Veicot mikroorganismu fermentacijas procesus bioreaktoros, biotehnologiski iegtst
sabiedriba plasi paterétus produktus, lietotus medicina, partikas riipnieciba, sadzives
paterinam un citos ripnieciskajos procesos. Liela vairuma riipnieciskajos fermentacijas
procesos, 1pasi rekombinanto olbaltumvielu un citu medicina lietojamo preparatu ieguvé, lieto
procesa laika nepartrauktu, substrata limitétu mikroorganismu piebaro$anu ar substratu. Ta
rezultata iesp€jams ieglt augstaku procesa produktivitati dé]l augstakas Siinu biomasas un
uzlabota produktu iznakuma. Fermentacijas procesa modeléSanu lieto substrata piebaroSanas
profila Fs(t) aprékiniem pirms procesa, ka arT ta kontrolei procesa laika. Fermentacijas
procesu izstradi parasti sak laboratorijas méroga iekartas, kolbas/bioreaktora, un tehnologijas

parnesei uz razo$anas mérogu izmanto mérogosanas soli 1:5 vai 1:10. Pretstata tradicionalo
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terauda bioreaktoru izmantoSanai, ped€jas desmitgades laika aktuala kluvusi vienreiz
lietojamo bioreaktoru lietosana.

Latvija un pasaul€ ieveérojami pétijumi norit virusiem lidzigo dalinu (VLP), taja skaita
rekombinanta hepatita B kor-antigéna (HBcAg) ieguves joma. Interesi par hepatita B virusa
(HBV) génu klon&Sanu un ekspresiju rada perspektiva E. coli fermentacijas procesa iegiit
vakcinas komponentu pret HBV un Iidzeklus dazadu hepatita B stadiju diagnostika, ka art
kor-antigéna kapsidu struktiras izmantoSana, ka dazadu imunologisko epitopu un poli-
/oligonukleotidu g€nu un imunist€ému stimul&joso sekvencu nes€ju. Tiek intensivi pétita
HBcAg un ta paveidu ieguve E. coli, S. cerevisiae un P. pastoris mikroorganismu kulttiru
fermentacijas procesos. legiistamais biomasas daudzums $ada tipa E. coli augstu biomasas
koncentracijas fermentacijas procesos, neizmantojot kulttiras diafiltraciju, ir Iidz 150 g(Stnu
sausnes)/l. Savukart rekombinanto olbaltumvielu iznakumi $ada tipa E. coli procesos ir 0,1
50 g no litra kultiras. HBCAgQ ekspresijai, lietojot E. coli, izmanto limitétu glikozes
piebarosanas procesu, kur glikozes koncentraciju kultiiras vid€ jauztur 0,005-0,5 g/l robezas,
lai biitu iespgams kontrolét biomasas augSanas atrumu un nepielaut nevélama
blakusprodukta, ka acetatu, uzkrasanos. Acetatu uzkr$anas vidé virs 1,5-2 g/l sak negativi
ietekm@t biomasas augSanu un produkta veidoSanos. Zinams, ka acetatu veidosanas notiek del
nesabalanséta substrata metabolisma, kad dala no uznemta substrata tiek parstradata acetatos
un tie tiek ekskretéti kultiiras vide. So nesabalanséto metabolismu ietekmé paaugstinata
substrata koncentracija, kas paaugstina glikozes uznemsanas atrumu. Parsniedzot glikozes
kritisko uznemsanas atrumu, kas procesa laika parasti samazinas no 1,2 lidz 0,5 g (glikoze)/g
(biomasa)/h, sakas acetatu uzkrasanas kultaras vide [28, 40].

Kinétiska un bioreaktora modela kombin€Sana dod pilnigu fermentacijas procesa
matematisko aprakstu, un Sis modelis var tikt izmantots fermentacijas procesu simulacijai.
Pirms modela lietoSanas, svarigi ir izraudzities piem&rotakos pieejamos vai zinamos modela
parametrus. Dazi no Siem parametriem ir darba parametri, kas atkarigi no procesa vadibas,
pieméram, tilpuma plismas uz un no bioreaktora. Turpreti tadi parametri ka biomasas
specifiskais augSanas atrums (#) un biomasas iznakums no substrata (YXS), ir saistiti ar Sinu
fiziologiju. Biotehnologisko procesu dazadibas dél procesa modelis un modela parametri
jaidentifice katram konkrétam mikroorganismu kultivéSanas procesam. Procesu kontrolé
lietotajiem modeliem un algoritmiem jabit arT validétiem.

Izmekl&ta piebarosanas atruma kontrole paredz lietot analitiskos un instrumentalos rikus
procesos ar limitetu substrata padevi kultiiras vide. Atgriezensika saite, lai noteiktu

fermentacijas vidé esoSos substrata un biomasas daudzumus, ka ar1 to patérina un pieauguma
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raditajus, var biit gan tiesa, lietojot tieSus substrata un biomasas tieSsaistes vai bezsaistes
mérjjumus, gan pastarpinata, lietojot parametrus, pieméram, ka pO,, pH, uznemtais/izdalitais
0,/CO; u. c. TieSa substrata noteikS8ana no reakcijas vides ar sensoriem ir ierobezota d&|
sensoru/tehnologiju trikuma. Pastarpianatu substrata noteik§anas metozu trikums ir zinama
laika nobide mérijuma ieguvei. Procesa raksturlielumu noteikSanai tiek lietotas arT uz modeli
baze&tas metodes jeb programsensori.

Fermentacijas procesu ar piebaro$anu, atkartojamibas nodro$inaSanai lieto uz modeli
bazétas kontroles metodes ar prognozi (MPC). To priekSrociba ir relativi vienkar$u
matematisko modelu lietoSana biomasas pieauguma prognozesanai, un atbilstosa piebarosanas

profila aprékinam, nemot vera laika mainigas procesa izmainas.
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3. EKSPERIMENTALA DALA

Promocijas darba izvirzitas pamatproblémas, t. i., optimala E. coli BL21 (DE3) pBR327

biomasas iznakuma ieguvei ar optimala piecbaroSanas profila lietoSanu (skat. 3.1. att.), tika

risinati

sekojosie uzdevumi:

1. Sistémas un analitisko mérijumu parbaude, veicot biomasas optimizacijas p&tijjumu E.

coli BL21 (DE3) pBR327 kolbu méroga: mikroorganismu kultiras parbaude,
kultivésanas apstaklu un atkartojamibas parbaude, biomasas merijjuma precizitates

noteikSana pie zemam biomasas koncentracijam, kultivéSanas temperatiiras un pH

procesa sakuma ietekmes uz biomasas iznakumu, novérteésana.

2. Fermentacijas procesu modelesana.

2.1.

2.2.

KultivéSanas modela un modela parametru identificéSana partijas procesam kolbas E.
coli BL21 (DE3) pBR327: relativi vienkarsa kultivésanas modela sastadiSana un

modela parametru identific€Sana kultivacijas procesiem kolbu méroga.

Kultivésanas modela un modela parametru identificéSana partijas procesam
bioreaktora ar piebarosanu E. coli BL21 (DE3) pBR327: kultivésanas procesa ar

piebaroSanu, modela sastadiSana un modela parametru identific€Sana.

3. Procesa kontrole tieSsaiste.

3.1.

3.2.

3.3.

Veikta

Izmekléta piebaroSanas atruma kontrole E. coli BL21 (DE3) pBR327 procesam
atkariba no tieSsaistes pO; radijuma: piebaroSanas atruma automatiska kontrole

procesa otraja stadija.

Procesa modeléSana un modela parametru identificéSana tieSsaist€: procesa
modeléSana atkariba no procesa aktuala stavokla, piebaroSanas atruma korekcijas
aprekins balstoties uz biomasas un glikozes koncentraciju bezsaistes (rokas)
meérfjumiem.

Ar modeli prognozgjosa piebarosanas atruma kontrole, lai nodro§inatu biomasas
augSanu péc uzstadita references biomasas profila: procesa atkartojamibas

nodroSinasana, procesa automatizacija.

biomasas koncentracijas, fermentacijas procesa beigas, optimizacija, optimizacijas

kritérijs ir biomasas koncentracija X, g/l.
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Darba uzdevumiun gaita

KOLBU EKSPERIMENTI

1. Biomasas optimizacijas
pétijums (T un pH ietekmes) B :
7 !  BIOREAKTORAEKSPERIMENTI |
2.1 Kultivé$anas modela un 2.2. Kultivé$anas modela un
modela parametru noskaidrosana modela parametru noskaidrosana
partijas procesam partijas procesam ar piebaro$anu
_____________________________________________________________ +

3.1. Izmeklétas piebarosanas
atruma kontroles péc pO,
aprobacija
v
3.2. Izmeklétas uz modeli bazétas
piebarosanas atruma kontroles ar
prognozirealizacija un aprobacija

Darba mérﬁ(is """""""""""""""" i e

= - — - Optimals biomasas
—I OPTIMALA PIEBAROSANAS PROFILA F(?) IZVELE UN TIESSAISTES KONTROLE I—-> iznakums X (g/L),

E. coliBL21 pBR327

3.1. attéls. Promocijas darba risinamas pamata problémas saistiba ar risinatajam

apaksproblémam

3.1. Iakartas un aprikojums

3.1.1. Laboratorijas bioreaktors EDF-5.4/B1O-4

Fermentacijas procesi veikti laboratorijas bioreaktora EDF-5.4/B10-4 (Riga, Latvija).
(attels 2.2. A). EDF-5.4/BIO-4 sastav no 5,4 | stikla reaktora, kura darba tilpums ir 24 |,
divam standarta RuStona turbinam, izejas gazu kondensatora un bioprocesu kontroliera BIO-
4. EDF-5.4/BIO-4 uzbtves un komunikacijas sistémas principialas shémas attlotas attiecigi
3.2. un 3.3. attelos. Procesa laika bez standarta temperatiiras, pH, pO; un putu Iimena
mérfjumiem un kontroles iesp&jam, papildu iespg&jams mérit O, un CO; koncentracijas izejas
gazes, ka art noteikt kulttiras dulkainibu ar biomasas sensoru. Eksperimentu gaita piebarojamo
Skidumu padeva periodiski (EDF-5.4 standarta komplektacija ietilpstoSais stiknis) vai ar

nepartrauktas darbibas peristaltisko stikni (Longer-Pump, BT100-2J, Baoding, Hebei, Kina).
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izejas gazes (0, CO, )

substrats, aq.NaOH,aq.H,SO,, “a-foam”

gaiss / O,
ad ] T e 1775151 R ‘
! . f
T. pH. pO, u.c. sensori i Procesavizualizacija,
e _[ ! datu analize PC
i : (SCADA + algoritmi)
o 4 .
il !
L | datu
= o i apmaina
A
Procesa
kontrolieris (PLC)
|| Sakni, varsti u.c.
!
( 1l sildigana / ¥
e A dzesésana i
kultGras paraugi | | T=r&r-------- SRR L AR i
dzesésana

3.2. attels. EDF-5.4 bioreaktora principiala uzbiive

Galvenas ta dalas sastav no (1) reaktora trauka, (2) sensoriem (T, pH, pO,), (3) procesa kontroliera, (4) procesa
izpildes elementiem (maisitaja motors, termostats, peristaltiske sikni Skidumu padevei reaktora, varsti gaisa/O,

padevei), (5) procesa vizualizacijas un izmekl&tiem kontroles algoritmiem (SCADA un Matlab algoritmi)

Bezvadu internets

Siemens S7 t 5. e
(DCU) 3 (router)
C Ports Ex. Ports
Ethernet saite Ethernet saite
PCVue SCADA Internets

T_ OPCsaite

ASCll formata |, Datu - MATLAB, MPC
datu faili ieraksts/ielade kontroles programma

3.3. attels. BIO-4 kontroles sist€émas principiala shéma
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3.1.2.Vienreiz lietojamais laboratorijas bioreaktors CellVessel 5.7

Vienreiz lietojamais CellVesel 5.7 (CerCell, Holte, Danija) polikarbonata bioreaktors

tika savietots ar BIO-4 kontrolieri. Ta kopgjais tilpums ir 5,7 | ar darba tilpumu 2-4,5 |. Tam

ir Cetras standarta RuStona tipa turbinas un izejas gazu kondensators. Reaktoru EDF-5.4 un

CellVesel 5.7 dazi raksturlielumi ir apkopoti 3.1. tabula.

3.1. tabula
EDF-5.4 un CellVesel 5.7 reaktoru raksturlielumi
Raksturlielums EDF-5.4 CellVesel 5.7
Trauka materials Sikls (borsilikats), Polikarbonats
neriisgjosais terauds
(316L)
Trauka ieks€jais augstums (m) 0,32 0,35
Trauka ieks€jais diameters (m) 0,14 0,15
Turbinas (skaits) 2 4
Trauka tilpums lidz 1. turbinai (1) 0,7 0,8
Trauka tilpums lidz 2. turbinai (1) 2,0 14
Trauka tilpums lidz 3. turbinai (1) — 2,1
Trauka tilpums l1idz 4. turbiai (1) — 2,9
Turbinas lapstinas (skaits) 6 6
Turbinas lapstinu laukums (cm2) 3,4 0,8
Atsitgji (skaits) 3 3
Atsit&ju augstums (m) 0,28 0,34
Atsitgju platums (m) 0,018 0,017

3.1.3. Papildaprikojums

Sensori

Bioreaktoru kontrolé izmantoja sekojosus sensorus: pH (Ingold, Toledo 405-DPAS SC

K85/120), pO, (Ingold, Toledo InPro 6800), O, un CO, koncentracijas izejas gaze (Bluesens,
BluelnOneFerm, CO,: 0-25 Tilp.%, O,: 0,1-25 Tilp.%), biomasa (Optek, ASD19-EB-01).
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Inkubators

S€jmateriala sagatavoSanai ies€Sanai bioreaktora, ka ar1 kolbu eksperimentu veikSanai

izmantoja orbitalo kratitaju/inkubatoru ES-20 (Biosan, Riga, Latvija).

Kolbas

Biomasas iznakuma optimizacijas eksperimentos (4.1. nod.) lietoja standarta 250 ml
Erlenmeijera kolbas ar sakuma darba tilpumu 50 ml. Pargjos kolbu eksperimentos lietoja

standarta 500 ml Erlenmeijera kolbas ar sakuma darba tilpumu 100 ml.

3.2. Kultivésana

3.2.1. Mikroorganismu kultiira

E. coli BL21 (DE3) (ATCC, American Tupe Culture Collection) rekombinantais celms
satur pBR327 plazmidu hepatita B kor-antigéna ekspresijai (Latvijas Biomedicinas pétijumu

un studiju centrs).

3.2.2. Kultivesanas apstakli

Kolbu un bioreaktora eksperimentos izmantoja barotni un piebarosanas $kidumu, kadi
aprakstiti R. Baipaja pétijuma [36] (skat. 3.2. tabulu). Sada tipa, lidziga barotne lietota E. coli
B un K-12 celmu salidzinasanas pétijuma [39], kas norada par tas universalu pielietojumu
attiecigo E. coli celmu pietickamas baribas bazes nodroSinasanai biomasas augSanas
vajadzibam.

Ka sgjmaterials tika sagatavoti 100 ml pirmskultiiras, kas audzeta kolba, sakotngjas
vides (batch) barotné (14-16 h, ODsg=4,0-4,5). pH vértiba 7,0£0,2 tika kontroléta,
izmantojot 30 % natrija hidroksida un 20 % sérskabes Skidumus, temperatiira tika uzturéta pie
37,0£0,2 °C. pO, vertiba 40+5 %, sasniedzot uzstaditas vértibas apaks$éjo robezu, tika
kontroléta palielinot maisitaja rotacijas atrumu lidz pielaujamajam maksimumam un tad
bagatinot ieejas gaisu ar tiru skabekli. Skabekla bagatinasanas impulsa garums tika izteikts
procentos no perioda T=20 s. Gaisa pliisma procesa bija 1,7 I/min, savukart skabekla plisma
impulsa bridi 0,33 I/min. pO, kaskades kontrolé lietoto izpildes elementu augs$éjas un
apaksgjas robezas noraditas 3.3. tabula. Mitruma kondens€Sanai no izejas gazeém, tika

izmantots kondensators. Putu Iimenis tika kontrol&ts pievienojot pretputu lidzekli A (Sigma).
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3.2. tabula

Sakotngjas vides un piebarosanas Skidumu sastavi E. coli procesos

Komponents Sakotngja PiebaroSanas
vide Skidums
glikoze 5,00/l 400 g/l
rauga ekstrakts 5,00/l —
(NH4)2SO04 3,59/ 94 g/l
KH,PO4 5,6 g/l —
K2HPO, 0,45 g/l —
MgSQ,-7H,0 0,35 g/l 5,54 g/l
CaCl,-2H,0 3,0 mg/l 1,33 g/l
FeCl3-6H,0 17,0 mg/l —
Zn(CH3C0O0),-2H,0 6,5 mg/I —
CoCl,y-6H,0 6,0 mg/I —
Na;Mo0,42H,0 6,0 mg/I —
CuCl32H,0 3,0 mg/l —
H3BO3 3,0 mg/l —
B, vitamins 3,0 mg/l —
3.3. tabula
pO; kaskades kontroles izpildes elementu augsgjas un apaksg€jas robezas
Maisitajs BagatinaSana ar O; Automatiska piebaroSana
Nimin 350 apgr./min Qozmin 0% QFmin 0.00 ml/min
Nmax 800 apgr./min Qozmax 20 % Qrmax 6,00 mi/min

3.2.3. PiebaroSanas atruma aprékins un kontrole

Kultiiras piebarosanai ar substratu, nepiecieSams aprékinat substrata piebaroSanas
profilu, lai nodroSinatu ar glikozi limit€tu un kontrolétu biomasas augSanu. Sim nolikam

izmantoja vienadojumu:

1
F, = _(ﬁ + ms) Vo xo* eH(izv) (t=to) (3.1)
Sf Yxs
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kur Fs — substrata piebaro$anas atrums, ml/min; X, — biomasa piebarosanas sakuma, g/l; Vo
— tilpums piebarosanas sakuma; u i) — izveletais $tnu Tpatngja augSanas atruma profils, 1/h;
St — substrata koncentracija piebaro$anas $kiduma, g/l; Yys — biomasas iznakums péc substrata,
0/g; m — biomasas uzturéSanas energija, g/g/h; t — procesa laiks, h; to — procesa laiks

piebaroSanas sakuma.

Piebarosanas profila kontrole atseviskos bioreaktora fermentacijas eksperimentos, atkariba no
konkrétaja eksperimentalaja stadija pieejama tehniska risinadjuma un aprikojuma, tika
kontroléta sekojosa veida:

1. Substrata piebaroSana ar impulsiem (ieslégSanas/izslegsanas periods 10 s) un solveida
piebaroSanas profila punktu aproksimaciju, kur piebaroSanas profila punkti aprékinati no
formulas 3.2, ka arT korigéti eksperimentalo datu modelé$anas gaita. Atseviskos procesos
realizéta piebarosanas atruma (Fs) kontrole pec pO,. Sadu kontroli realiz&ja sadalas 4.3.1
(Piebarosanas procesa modelis ar kingtiskiem un masas lidzsvara X, S, V un A
vienadojumiem) un 4.4 (Izmekl&ta piebarosanas atruma kontrole péc pO, E. coli BL21
(DE3) pBR327 procesam) aprakstitajos eksperimentos.

2. Apkopojot informaciju par biitiskakajam vielu plismam uz un no bioreaktora fermentacijas
procesa beigas (skat. 4.8. att.) b-2 eksperimentam, kas uzskatams par vidéjo gadijumu starp
parak limit€tu un parak parbarotu procesu, var secinat, ka vislielako tilpuma dalu procesa
beigas sastada pievienotais substrats (40,7 %), nonemtie kultiras paraugi (14,1 %),
pievienotie pretputu lidzeklis (11,3 %) un baze (7,9 %). Mazaku ietekmi uz tilpuma mainu
procesa gaita atstaja tilpuma zudumi Iidz ar CO; izdaliSanos (3,7 %) un Skidruma
iztvaikoSanu (1,1 %).

3. Nepartraukta substrata piebaroSana ar linearu piebaroSanas profila punktu aproksimaciju,
kur piebarosanas profila punkti aprékinati no formulas 3.2., ka ari korigéti eksperimentu
laika un eksperimentalo datu modeléSanas gaita. Sadu kontroli realiz&ja sadala 4.3.2
(Piebarosanas procesa modelis ar kingtiskiem un masas Iidzsvara X, S un V
vienadojumiem) aprakstitajos eksperimentos.

4. Nepartraukta substrata piebaroSana ar linearu piebaroSanas profila punktu aproksimaciju,
kur piebarosanas profila punkti aprékinati no formulas 3.2., ka arT korigéti eksperimentu
laikd un eksperimentalo datu modeléSanas gaita ar izstradato uz modeli bazeto
biebaroganas atruma kontroles (MPC) sistému. Sadu kontroli realizéja sadala 4.5
(Izmekléta uz modeli bazeta piebarosanas atruma kontrole E. coli BL21 (DE3) pBR327

procesam ar prognozi péc references profilu datiem) aprakstitajos eksperimentos.
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Augstak mingtas piebarosanas atruma kontroles metodes un algoritmi sikak aprakstiti sadala

3.6 — Kontroles algoritmi.

3.3. Analitiskie mérijumi

E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas augsanai procesa laika tika sekots lidzi manuali
mérot optisko blivumu (OD) pie vilna garuma 560 (Jenway, 6300, Essex, England). Biomasas
koncentracija aprékinata reizinot OD ar iepriek$ noteiktu korelacijas koeficientu 0,45. Glikoze
mérita enzimatiski (AccuChek ACTIVE, Roche, Bazele, gveice). Acetatu koncentracija tika
noteikta ar HPLC (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, ASV, Agilent 1100,

stacionara faze: Aminex HPX).

3.4. Procesu modelésana

3.4.1.Modeli un modela parametri

Darba aprakstito fermentacijas procesu modeléSanu veica ar mehanistiskiem
matematiskiem modeliem (referencei skat. 3.4. tab. noraditos modela parametru izcelsmes
avotus). Katra atseviska eksperimentalaja stadija izmantotie matematiskie modeli, ka ari to
izcelsme, aprakstiti rezultatu sadala. Modela parametru vértibas, apkopotas no literatiras,
pieejamas 3.4. tabula. Vidgjas parametru vertibas, noteiktas no literatiiras datiem, tika lietotas
ka izejas parametru vértibas kolbu un bioreaktora eksperimentu modelésanai. So parametru
manuala korigésana veikta modeléSanas kvalitates uzlaboSanai. Rezultatu sadala apkopotas

noteikto parametru vértibas.

3.4. tabula
Modela parametri no literatiiras
) E. coli E.coli | Avots Videja
Param. | Vien. Avots

K-12 BL21 vértiba
0,51 (40) 0,46 (138)

Ys 0/g 0,50
0,52 (28) 0,50 (139)

Yox 9/g 0.54" (40) — — 0.54

Y / 04 (40) 0,56 (140) 0,41

| 99 0,26 (28) ' '
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Yxar g/g 0,25 (141) - - 0,25
0,67 (40)
Yas 0/g — — 0,832
0,994 (28)
1,35 (40) 1,60 (138)
quax g/g/h 1,69
2,125 (28) 1,68 (139)
/g/h L “40) 021 | (140) 0,153
Oamax g/9 0,10 (28) ’ )
0,39* (40)
Oskr g/g/h 0,99* (28) — — 0,96
1,49* (36)
0,05 (40) 0,003 (138)
Ks g/kg 0,081
0,119 (28) 0,15 (139)
Ka a/kg 0,05 (40) — — 0,05
Ko2 | g/kg 3,2*10° (142) — — 3,2*10°
4 (40)
Kia | okg — | — | &
17,64 (28)
0,04 (40)
M g/g/h 0,0242 (138) 0,024
0,0089 (28)
mez | g/g/h 0,018 (40) — — 0,018
Papildu parametri, kas lietoti bioreaktora procesu modelésanai
93,8 (138) 55,15
Kis a’kg — —
16,50 (139)
Kra a/kg 3,6* (143) 3,6
Kxau a/kg Modela parametrs noteikts eksperimentali.
Kawviax | 9/kg 86~ (38) 86~ (38) 86
Ywe | 0/9 0,51 (144)
Ybx a/9 Modela parametrs noteikts eksperimentali.
tre h Modela parametrs noteikts eksperimentali.
Oskr1 g/g/h Modela parametrs noteikts eksperimentali.

*: Parametrs noteikts no raktsa pieejamajiem datiem
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3.4.2.Modelu precizitates aprekinasana

Modelu precizitati izteica ka eksperimentalo datu un modeléto datu vidgjo
standartnovirzu kvadratu summu attiecinatu pret eksperimentalo datu vid€jo vertibu, rezultata

ieglistot modela relativo novirzi no eksperimentalajiem datiem, izteiktu procentos:

Z(xi,exp - xi,mod)2

Xs = " (3.2)
x.
oxp = Z—;l’ex” (3.3)
Xs
= ——-100% (3.4)
Xexp

kur xs — modeléta X komponenta standartnovirze no eksperimentali noteikta X; Xjexp —
eksperimentali noteiktais X punkta i; Xjmoqg — modelétais X punkta i; n — eksperimentalo
mérjjumu skaits; X,,, — eksperimentalo mérfjjumu vidgja vertiba; ry — modeleta x modela

relativa novirze no eksperimentalajiem datiem izteikta %.
Vienadojumu 3.4 lietoja biomasas (ry), substrata (I's) un acetatu (r,) modeléSanas precizitates
aprekinos.

3.4.3. Diferencialvienadojumu integréSana

Diferencialvienadojumu  integréSanu  veica  Matlab  vide ar  standarta
diferencialvienadojumu risinasanas funkciju o0del5s (mainigas kartas metode sarezgitu

diferencialvienadojumu sistému risinaSanai).

3.5. Biomasas veidoSanas limitéjoSo faktoru novertejums

Pirms kultivéSanas modelu sastadiSanas, veica biomasas augSanas limit&joSo faktoru
novértéSanu, tadejadi iezimgot potenciali model€jamos parametrus, kritiskas parametru

vertibas, un novertgjot iesp&jamo biomasas pieaugumu.
3.5.1. Kolbu eksperimenti

Pirms kolbu eksperimentu veikSanas bija zinams, ka (1) biomasas pieaugumu kolbu

meérogos limites pieejamais baribas vielu daudzums, kas eksperimentu laika papildus netiks
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pievadits, tad€] teorétiskais biomasas iznakuma novertéjums ir iesp&jams, zinot oglekla avota
(glikozes) koncentraciju, ka ar1 papildu pievienota rauga ekstrakta koncentraciju; (2) janoverte
potencialais skabekla limits, kam ir batiska loma biomasas veidosana, un, kuru visbutiskak
ietekmé tadi raksturlielumi, ka kolbu kratitaja orbitalais grieSanas atrums (n), kolbas
forma/tilpums/darba tilpums, kolbu noslégu veids u. c.; (3) acetatu inhibicija un mazak
efektiva biomasas aug$ana no neoksidativi uznemtas glikozes produktiem; (4) limitgtais

fermentacijas procesa laiks, 7 h.

Baribas vielu limits

Nemot veéra ierobezoto glikozes un rauga ekstrakta piedevas pievienotos daudzumus
procesa sakuma, un, ka Sie komponenti papildus procesa laika netiks pievienoti, iesp&jams
novertét teorétisku biomasas iznakumu, patéréjot dotos komponentus. Glikozes un rauga
ekstrakta koncentracijas procesa sakuma ir 5 g/l katram komponentam. Bimasas iznakums no
glikozes Yys ir 0,50 (tabula 3.4). Nemot véra tikai glikozes ietekmi, teorctisks biomasas
iznakums no $ada glikozes daudzuma ir x=5*0,5=2,5 g/l. Zinams [144], ka rauga ekstrakts
darbojas ka papildu substrats, kas paaugstina biomasas augSanas atrumu un biomasas
iznakumu no glikozes Iidz pat divam reizém. Tad€jadi nemot véra ari rauga ekstrakta ietekmi

uz biomasas veidoSanos, iegist x=5*0,5*2=5,0 g/I.

Skabekla limits

Skabekla parneses no gazes uz skidro fazi, efektivitati raksturo tilpuma masas parneses
koeficients (k,a). Lidzigiem kolbu eksperimentiem, kadus veica $1 darba ietvaros, $1
koeficienta vertibu var atrast literatira k.a=0,013 s (46,8 h™) [145]. O, $kidibas, masas
parneses atruma OTR, uzpemS$anas atruma un biomasas augSanas atruma aprékiniem

izmantoja vienadojumus 3.5-3.8.

05 = CpzoP ap2/H (3.5)
OTR = (05 — 0,)k,a (3.6)
OUR = Yy tsx + my,x (3.7)

X
p =In _1/(t1 —to) (3.8)
X0

kur os — skabekla skidiba, g/l; 0, — skabekla koncentracija, g/l; Cyzo — Skidinataja (Gidens)

koncentracija, g/l; P — gazu parcialais spiediens $kiduma, Pa; oo, — O, masas dala gaisa; H —
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Henrija konstante, Pa; OTR — specifiskais skabekla parneses atrums, g/kg/h; OUR —
specifiskais skabekla uznems$anas atrums, g/kg/h; X — biomasas konecentracija, g/l; Xo —
biomasas koncentracija laika momenta to, g/l; X; — biomasa koncentracija laika momenta t;,
o/l; w1 — $tnu Ipatn€jais augSanas atrums ar kadu uzkrajas biomasa Ax;=x;-Xo, 1/h. kia —
tilpuma masas parneses koeficients priek§ O,, 1/h; us — specifiskais biomasas augSanas
atrums, 1/h; Yox — skabekla patérin$ uz biomasas vienibu, g/g; My, — nepiecieSamais skabekla

daudzums biomasas uzturésanai, g/g/h.

Konstantes:

Ch20=1000 g/kg;

P=101300 Pa;

002=0,2095;

H= 3,15*10° Pa, pie T=37°C;

Yo=0,54 g/g;

mo2=0,018 g/g/h .

Aprekini:

05=1000*101300*0,2095/3,15*10°=0,0067 g/kg;
OTR=0,0067*46,8=0,314 g/kg/h.

Biomasas specifiskais aug$anas atrums 4 h: u4=In(1,04/0,57)/(4-3)=0,60 1/h.
Specifiskais skabekla uznemsanas atrums 4 h:
OUR=0,54*0,60*1,04+0,018*1,04=0,3564 g/kg/h.
Starpiba starp skabekla piegades un patérina atrumiem 4 h:
OTR-OUR=0,314-0,3564=-0,0424 g/kg/h.

3.5. tabula

Skabekla limita novértéjums no pieejamajiem kolbu eksperimentu datiem

OTR-OUR,
t,h X, o/l s, g/l u, 1/h alkah
0 0,03 5,26 — —
1 0,08 5,08 0,98 0,2702
2 0,19 4,75 0,86 0,2218
3 0,57 4,10 1,10 -0,0344
4 1,04 2,95 0,60 -0,0424
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5 1,43 0,99 0,32 0,0424
6 1,60 0,29 0,11 0,1881
7 1,67 ~0 0,04 0,2453

No aprekiniem var secinat, ka kolbu eksperimentos iesp&jams skabekla limits, kas var
samazinat biomasas augSanas atrumu. Var novertét, ka precizakai biomasas augSanas atruma
modeléSanai, matematiskais modelis, kas apraksta divu, biitiski svarigu substratu biomasas

veidoSanai [146], limita ietekmi uz biomasas aug$anu, iesp&jams, ka janem vera.

Acetatu inhibicija un glikozes nelietderiga konversija acetatos

Acetatu koncentracija virs 2 g/l inhib& biomasas augsanu. Dala no glikozes konversijas
acetatos, un acetatu atkaluznemsana, péc glikozes utilizacijas, rezultgjas papildu oglekla un

energétiskajos zudumos, kas kopuma var samazinat biomasas iznakumu no glikozes.

Limitétais fermentacijas procesa laiks

Lietojot vienadojumu 3.8., iesp&jams aprékinat 7 h laika teorétiski iesp&jamo biomasas
pieaugumu. Zinot biomasas augSanas atruma kritisko vértibu ux,=0,99*0,5=0,495 h'l(tabulas
3.4 dati), un aptuvenu biomasas koncentraciju procesa sakuma Xp=0,03+0,09 g/, teorétiski

iesp&jams biomasas pieaugums x=0,12*e**%*""=3 84 g/I.

3.5.2. Bioreaktora eksperimenti

Pirms bioreaktora eksperimentu veikSanas bija zinams, ka biomasas pieaugumu
bioraktora eksperimentos nelimités pieejamais substrata daudzums, jo bioreaktora
eksperimentos fermentacijas procesu laika, pe€c barotné sakotn&ji pieejamas glikozes
uznemsanas, papildu tiks piebarots (pievadits) glikozes substrata Skidums; teorétisks biomasas
iznakuma aprékins iesp&jams, nemot véra teorétiski piebarojomo glikozes substrata
daudzumu; (2) janoverté potencialais skabekla limits, kuru ietekmé bioreaktora konfiguracija;

(3) eksperimenta laiks bas limitéts 1idz 24 h.

Skabekla limits

Dazadas kia vertibas atrodamas literatara 5 | méroga bioreaktoriem. Atkariba no

reaktora konfiguracijas, noteikSanas metodes un apstakliem, rakstos publicétas kia vértibas

57



Sim mérogam vari€ samé&ra plasas robezas. Literatiiras avotos [35, 51] minéta k a vértiba ap
1000 h*, E. coli fermentacijas procesu aprekiniem/model&Sanai 10-15 | laboratorijas
bioreaktoros. Tipisks E. coli biomasas aug8anas atrums biomasas icguves stadija pie limitétas,
bet taja pasa laika pietickamas, substrata piebarosanas ir ap 0,35-0,45 h™. Lietojot sadala
3.5.1 ( Kolbu eksperimenti) aprakstitos vienadojumus un atseviSskas konstantes, aprékina
teorétisko skabekla parneses atrumu OTR un ieglistamo biomasu pie nosacijuma, ka pie
maksimala skabekla patérina, viss vidé padodamais skabeklis tiek uznemts (OUR=0TR):
OTR=0,0067*1000=6,7 g/kg/h; XozLin=6,7/(0,54*0,45+0,018)=25,7 g/kg.

Limitétais fermentacijas procesa laiks

Zinams, ka standarta fermentacijas procesos ar glikozes piebaroSanu, maksimali
iegistama E. coli biomasa ir ap 140 g/l [41, 38]. Lietojot vienadojumu 3.8, iesp&jams novertet
teorétisko biomasas specifisko augSanas atrumu teorétiski maksimala rezultata sasniegSanai
ierobezoto 24 h laika. Bioreaktora procesa sakuma, aptuvena biomasas koncentracija bis
Xo=(0,1mI*2g/1)/21=0,1 g¢/l, tad maksimala biomasas iznakuma iegiSanai, specifiskajam
biomasas augSanas atrumam jabat u=In(140/0,1)/(24-0)=0,302 h™. Sads specifiskais
biomasas augSanas atrums, vismaz procesa sakuma, ir zem kritiska ux=0,99*0,5=0,495 h’

!(tabulas 3.4 dati), pie kuras iespgjama acetatu uzkrasans.

Acetatu inhibicija un glikozes nelietderiga konversija acetatos

Bioreaktora eksperimentos glikozes piebaroSanu kontrolgja, lai neparsniegtu kritisko
glikozes uznemsSanas atrumu pie, kura sakas acetatu sinté€ze. Acetatu biosintéze iespg€jama
procesa sakuma, kad glikozes koncentracija 5 g¢/l, un biomasa tados nosacijumos aug

nelimitéti un sinteze acetatus.

3.6. Kontroles algoritmi

Saja sadala aprakstita EDF-5.4/BIO-4 bioreaktora vadibibas sistéma un taja ietvertie
kontroles algoritmi, kas izmantoti darba uzdevumu risinasanai. Standarta T, pH un pO;
kontroles algoritmus izstradajusi A/S «Biotehniskais centrs» inzenieri. Izmekl&tos
piebarosanas atruma MPC kontroles un datu apstrades algoritmums Matlab vid€ izstradajis
profesors Dr. sc, ing. Vytautas Galvanauskas (Kaunas Tehnologiju Universitate,

Automatizacijas katedra). Darba autors veicis iepriekSminéto kontroles algoritmu kontroles
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parametru konfiguraciju, tos specifiski pielagojot E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas

procesam.

3.6.1. PiebarosSanas atruma pastarpinata kontrole péc pO;

pO, kaskades kontrol¢ izmantoja sekojosas iedarbes (skat. 3.4. att.): maisitaja grieSanas

atruma regulé€Sanu, ieejas gaisa impulsveida bagatinasanu ar O, un piebaroSanas atruma

kontroli. pO, kaskades regulaciju veic tieSsaistes rezima automatiski mérot pO, un

palaizot/regul&jot katru no atbilstosajiem izpildes elementiem.

1. MaisTtdja roticijas 2 Teejas gaisa 3. Substrata padeves
dtruma maina |::> bagatindsana ar O, |::> atruma fmaina
(350 — 800 apgr./min) (0-0,1 L'min) (Fs,min < Fs = Fs,max)

3.4. attels. Lietota pO; kaskades kontroles struktiira un pasibas

Kaskades regulacija darbojas saskana ar sekojoSiem principiem:

1.

Pirms procesa sakSanas tiek nodefinéts, kuras kaskades un kada seciba piedalisies pO,
regulacija. pO, vadiba sakas ar pirmo kaskadi. Process attiecigaja kaskade tiek
kontrol&ts tik ilgi, kameér netiek sasniegta regulgjosa elementa limitgjosa vertiba. Ja tiek
sasniegta regulgjosa vertiba, tad notiek pareja uz nakoSo vai iepriek§€jo kaskadi,
atkariba no ta, kura, minimala vai maksimala, limitgjosa vertiba sasniegta. Pareja uz citu
kaskadi notiek pec noteikta aiztures laika. Pareja uz nakoSo kaskadi nevar notikt, ja
tekosa kaskade ir pedgja.

Katra kaskade var tikt apstadinata vai partraukta. Ja kaskade tiek partraukta, tad tiek
»iesaldets” vadama elementa stavoklis, un, atjaunojot procesa regulaciju, ta sakas no ta
izpildelementa stavokla, kur ta tika apstadinata. Ja kaskades regulacija tiek partraukta,

tad regulaciju atjaunojot, ta sakas no jauna ar pirmo kaskadi.

Regulacija konkréta kaskade sakas ar noteiktu izpildelementa stavokli. Sis stavoklis
atbilst kadai no limit§josam veértibam. Sasniedzot limit§joso vertibu, notiek pareja uz
nakoSo vai iepriek$€jo kaskadi. Izpildelements turpina darboties nakoSaja kaskade ar ta

pedgjo stavokli.
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Detalizéts pO, kaskades kontroles principa apraksts:

1. Maisitdja griesands atruma regulésana. pO, regul€Sana tiek veikta, mainot
maisitaja grieSanas atrumu saskana ar esoSo pO; vertibu, uzstadito pO, vertibu, miruso zonu
un PID algoritmu (eksperimentu gaita piemekl&tie PID parametri noraditi 3.6. tabula). Ja pO,
vertiba atrodas diapazona (uzstadita veértiba — mirusl zona) < uzstaditd veértiba < (uzstadita
vertiba + mirusi zona), tad maisitaja grieSanas atrums nemainas un PID kontrole nav
partraukta. pO2 variéSana tiek ierobezota ar minimalo un maksimalo maisitaja grieSanas
atrumu. Ja pO, vértiba ir mazaka neka (uzstadita vertiba — mirusi zona), tad maisitaja
grieSanas atrums pieaug saskana ar PID parametriem, nemot vera maksimalo maisitaja
atrumu. Ja pO, vertiba ir lielaka neka (uzstadita veértiba + mirust zona), tad maisitaja grieSanas
atrums samazinas saskana ar PID parametriem, ievérojot minimalo maisitdja grieSanas
atrumu. Svarigi ir nemt vera, ka maisitaja grieSanas atrums nevar palielinaties, ja barotné
paradas putas.

2. leejas gaisa impulsveida bagatinasana ar Oy. Sis pO; kontrol&$anas veids ir balstits
uz ieejas gaisa impulsveida bagatinasanu ar O; saskana ar skabekla padeves varsta impulsiem,
saskana ar pO, vertibu, uzstaditas O, vertibas, mirusas zonas un PID algoritmu. Gaisa plisma
paliek konstanta, to uzstada manuali un kontrol€ ar ventila un rotometra palidzibu. O, varsta
perioda impulsa aptuvena vertiba ir viena sekunde. Impulsa ilgums mainas saskana ar PID
parametriem. pO, regulé$anu ierobezo minimalais un maksimalais O, varsta atvér$anas laiks.
Skabekla varsta atveérSanas laika ilgums kontrolier tiek uzstadits procentos no impulsa
perioda. Ja pO, atrodas diapazona (uzstadita vértiba — mirusi zona) < uzstadita vértiba <
(uzstadita veértiba + mirusi zona), tad O, varsta atvérSanas laiks nemainas, un PID kontrole
nav partraukta. Ja pO; ir mazaks neka (uzstadita vertiba — mirusi zona)", tad O, varsta
atvérSanas laiks palielinas saskana ar PID parametriem, nemot vérta maksimalo varsta
atvérSanas laiku. Ja pO; ir lielaks neka (uzstadita vértiba + mirusi zona), tad O, varsta
atvérSanas laiks samazinas saskana ar PID parametriem, nemot véra minimalo uzstadito varsta
atvérSanas laiku.

3. Piebarosanas kontrole (substrdta padeves siiknis). Saja gadijuma pO, kontrole tiek
veikta balstoties uz substrata padeves siikna raZiguma izmainam saskana ar pO, vertibu,
uzstadito veértibu, miruSo zonu un PID algoritmu. Substrata padeves siikna raZigums ir
proporcionals analogam izejas signalam. Ja pO, atrodas diapazona (uzstadita vertiba — mirust
zona) < uzstaditd vertiba < (uzstadita vertiba + mirusi zona), tad substrata padeves siiknis
neizmaina savu razigumu, lai ari PID kontrole ir nepartraukta. pO, izmainas ierobezo

minimalais un maksimalais substrata padeves siikna raZigums. Kad pO; vértiba sasniedz
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vertibu, kas atrodas arpus uzstadito veértibu diapazona, tad turpmaka darbiba ir atkariga no
PID parametriem. PID kontrole nozimé pO, vértibu vadiSanu, mainot substrata padeves siikkna
raZigumu. Jebkura substrata padeves siikna raziguma palielinasanas (tieSais PID) vai
samazinasanas (atgriezeniskais PID) atkariga no pO; lieluma. Tie$a PID gadijuma, ja pO,
vertiba ir mazaka neka (uzstadita verttba — mirusi zona), tad sikna razigums palielinas
saskana ar PID parametriem, nemot véra maksimalo stkna razigumu. Ja pO; ir lielaka neka
(uzstadita vertiba + mirusi zona), tad substrata padeves stikna razigums samazinas saskana ar
PID parametriem, nemot véra minimalo stikna razigumu. Atgriezeniska PID gadijuma, ja pO;
ir augstaks neka (uzstadita vertiba- mirusi zona), tad substrata padeves siikna raZigums
palielinas saskana ar PID parametriem, nemot véra maksimalo siikna razigumu. Ja pO; ir
zemaks neka (uzstadita vertiba + mirust zona), tad siikna raZigums samazinas saskana ar PID

parametriem, nemot véra minimalo stikna raZigumu.

3.6. tabula
Piemeklétie pO; kaskades PID parametri
pO,— pO,—0, pO,—Pieb. periodiski pO,—Pieb.
Maisititajs bagatinasana (iesledz/izsledz) nepartraukti

Prop gain 150 95 180 60
Integr gain 50 50 125 30
Deriv gain 100 50 250 30

Period 30,0 90.0 600 15
Min action | Nav pielietots | Nav pielietots Nav pielietots Nav pielietots
Com gain 1,00 1,00 1,00 1,00
DIR/REV n/a n/a REV REV

3.6.2. MPC Kkontrolieris un piebarosanas atruma kontroles algoritms

B10O-4 istenotais MPC princips [29] ir balstits uz piebaroSanas atruma kontroli, lai
nodro$inatu procesa biomasas profila XVpr kontroli minimizgjot ta novirzes no references
biomasas profila XV X(t), S(t) un V(t) references profili katram atseviskam procesam atbilst
modelétajam trajektorijam un tiek izraudziti/novertéti modeléSanas procediiras laika. Péc tam
procesa laika Sis modelis tiek pielagots aktualam procesam, lai ar zinamu precizitati
izraudzitos piebaroSanas atrumu, ieprieks izraudzita biomasas references profila sasniegSanai.
Visparinata dinamiska biomasas modela forma, kas lietota MPC algoritma noradita

vienadojuma 3.9. Pielietotjamas MPC sistemas mérkis (novertésanas funkcija) ir definéta, ka
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eksperimenta biomasas augSanas profila sekoSanas probléma references biomasas profilam
(skat. vienad. 3.10), citiem vardiem sakot, atS$kiribu minimizéSana starp references un
novertétas biomasas profiliem vari€jot ar substrata piebaroSanas atrumu noteiktas robezas
(skat. 3.11. vienad.). P&c modela parametru identifikacijas no eksperimentalajiem datiem,
talakas rutinas procediiras procesa model&Sanai, saistas ar procesa sakotn&jo nosacijumu (Xo,
Sp and Vp) definéSanu un tada piebaroSanas profila izvéli, ar kuru var sasniegt vélamo
biomasas augSanas atrumu pie kontrolétas/limitétas substrata uzkrasanas (skat. 3.5. attClu).
Palaizot modeléSanas programmu, modelétie X(t) un V(t) references profili tiek ierakstiti
Matlab datu faila prieks lasiSanas/lejupladésanas MPC kontroles algoritma, kas atbildigs par

piebarosanas atruma kontroli procesa laika.

X
7 = (& X(0), K@), 0) (3.9)
tH
2
](Fs(t)r X(to)) = Z [(Xprogn(ti)[/%)rogn(ti) - Xref(ti)Vref(ti))] — min (3-10)
ti=t1
Fs,min < Fzs(t) < Fs,max (3-11)

kur J — kontroles novértésanas funkcija, g; X — biomasas koncentracija, g/lI; Xprogn —
prognozeta biomasas koncentracija, g/l; Xyt — modeléta references biomasas koncentracija,
0/l; Vprogn — prognozetais kultdiras tilpums, |; Vier — model@tais references kultiiras tilpums, I;
Fs — substrata piebaroSanas atrums (kontroles mainigais), I/h; Fsmin — minimalais substrata
padeves atrums, I/h; Fsnax — maksimalais substrata padeves atrums, I/h; t — procesa laiks, h; to
— 0, h (procesa sakums); ti— procesa laiks punkta i, h; t;— sakuma laiks MPC programmai, h;

ty— kontroles horizonta laiks, h; @ — pielagojamo (identific€jamo) modela parametru vektors.
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Procesu modelésanas un vélamo
references Fs(t), x(t), s(t) un V(t) MPC kontroles programma
profilu modeléSanas programma
- Load
*Xo, So Un Vg (sakuma nosacijumi) > Procesa starts
I' Piebarosanas profilaizvele }< MPC kontroles.
Progr. palaiSana programmas starts

Modeléeto X(t), S(t) un V(t) ieraksts .

: Ne —
Bio_Feed_Strat.txt Paraugs | J3 Procesa modelésana.
(references profili priekS procesa) (Xun S) Modla parametru o, un

| ; Y, identifikacija
Modelétie X(t), S(t)un V(t) profili | | Ja
atbilst velama proc. trajektorijam I
Ja | XVproc - XVret| < atlauts
\4
lelade galvenaja MPC programma: | Process e
=, So Mt (akiima Hiasadi tri) Piebaro3anas korekcija,
* [zvéletais piebarosanas profils [5Trinimizety
* Bio_Feed_Strat.txt (references X(t), | XVeroc - XVret|
oc = e
S(t) un V(t) profili prieks procesa)

3.5. attéls. MPC piebarosanas profila izv€les un kontroles algoritma parskats

Dotaja gadijuma piebaroSanas profils sastav no 20 piebarosanas atruma un
atbilstosajiem laika punktiem. Interpolacijai starp Siem punktiem izmantots linears
tuvinajums. Atkariba no procesa fazes, laika intervali starp Siem punktiem bija 30, 60 vai 120
sakuma laiks tika automatiski aprékinats balstoties uz pieejamajiem bezsaistes (rokas)
biomasas/glikozes mérfjumiem un a priori val§jas-cilpas modeléSanas aprekiniem, lai
aktivétu piebarosanas rezimu pie ieprieks noteikta biomasas daudzuma — 5 g. Saja gadijuma
tika pielietots noklusétais iepriek$ noteiktais piebaroSanas sakuma laiks 210 min (procesa
laiks), kuru nepiecieSamibas gadijuma, lai nodroSinatu procesa biomasas pieaugumu atbilstosi

uzstaditajai referencei, sistéma korig€ja uz agraku vai vélaku laiku.
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PiebaroSanas MPC kontrole

MPC programma (Matlab)
Piebarosanas starts ar MPC

Parauga laiks (t,,c) min
Parauga tilpums (V) mL
Biomasa (X,oc) g/L
Glikoze (S,c) g/L

3.6. attels. Ekransavins no SCADA piebaroSanas konroles loga

Optimala Biomasas un glikozes
Piebaro$anas piebaroSanas “rokas” mértjumi
profila reference trajektorija (cikls 1 h); "tieésaiste»s" signali
Forer 0 Fult Process " Xorlt): Sprel
Fs rer (t+17) Fo(t+1) o bare. peceis (!

Biomasas

|
|
|
Fo(t) :

uzstadijums .
Optimizétajs F (t+1) Brocess €
XVier(t) (Novértésanas funke. [—; — Modeli
XV, os(t+1) Nosacijumi) Pleébr-bt;ij((jagt. odelis —
T P X Vprognoze(t T1)
MPC Prognozéta biomasa

3.7. attels. Lietotas MPC sistémas principiala diagramma

MPC algoritma programma palaizama vienlaikus ar procesa sak$anos. Péc tam, kad
bezsaistes biomasas un limit&josa substrata koncentracijas mérfjumi ir ievaditi SCADA
programma (skat. 3.6. att.), datus nolasa MPC algoritms. P&c noteikta skaita ievaditajiem
paraugiem (3-5 mérijjumi), tiek uzsakta procesa modela parametru (Yxs and Qsmax)
reidentifikacija. Yxs UN Qsmax modela parametru identifikaciju veica noteikta + 30 % diapozona
prieks Yys un = 30 % prieks Qsmax, t2 lai ieglitu labako modela sakritibu ar procesa tekoso
biomasas augsanas profilu. Péc tie$saistes modela identifikacijas, tiek veikta biomasas (XV)
trajektorijas "vienu soli uz priek§u" prognozésana. Saja soli tiek izpildita uz modeli bazéta
optimizacija, skat. 3.7. att. Optimizacijas mérkis ir aprékinat/labot optimalo piebaroSanas
atrumu nakamajam kontroles periodam tada veida, lai novirzes no vélamas references un

prognozé&tas biomasas daudzuma trajektorijas biitu minimalas. Optimizacija notiek Katru reizi,
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kad tiek veikti off-line biomasas un substrata meérfjjumi un modela parametri ir reidentificeti.
Optimizacijas laika pielaujama piebarosanas korekcija bija + 10 %. Gadijumos, kad
prognozes norada uz to, ka £ 10 % korekcija varétu but nepietickama, lai izvairitos no
butiskas substrata uzkrasanas, tiks veikta atbilstoSa piebaro$anas samazinasana parsniedzot 10
% (pédgjais gadijums talak tiek attiecinats ka butiska substrata uzkrasanas). Bezsaistes,
tieSsaistes, ka armT modelésanas dati tiek saglabati ASCII formata failos. Lai nodroSinatu
drosaku MPC kontroliera darbibu, tika izveidots inteligents filtrs, kas izslédz butiski
kltidainus datu lasijumus no SCADA. Kludu noteikSanas algoritms balstas uz notiekosa

procesa mainigo vertibu, ka arT to mainas atrumu analizes.

References profila izvéle, modelésana un uzlabosana

Ja piebarosanas modelis un ta parametri vél nav eksperimentali noteikti, tad ieteicams
sakuma izveleties samazinatu piebaroSanas profilu, kuru, nebutiskas substrata uzkrasanas
gadijuma, butu iesp&jams soli pa solim palielinat un atbilstosi parveidot, lai uzlabotu procesa
produktivitati. Modela parametrus §is procediiras laika var identificét pielagojot modeli
atbilstoSajiem eksperimentalajiem datiem. P&c tam, kad ir veikta parametru indentific€s$ana,
tehnologam jaizvélas v€lamais biomasas augSanas profils pie noteikta Ipatn&ja augSanas
atruma, pie kura modelis neuzrada butisku inhibg&josas substances uzkraSanos. P&dgjais
gadijums ir sikak apskatits rezultatu dala (skat. nodalu 4.5.2. Biomasas profila tieSsaistes
kontrole).

Lai salidzinatu aprékinato procesa biomasu (XVes) ar references profilu (XVye), un
panaktu atbilstoSu piebaroSanas atruma kontroli, tika izmantoti biomasas un glikozes ,,rokas”
mérjjumi un tilpuma aprékini. Tilpuma aprékini tika veikti, izmantojot kalibr&to peristaltisko
stknu signalus (piebaroSanas $kidumam, bazei un pretputu lidzekim), nemot véra oglekla
zudumus péc izejas gazu analizes datiem, ka arT empiriski novértéjot fermentacijas vides
iztvaikoSanas atrumu (1,5 g/h) un paraugu nemsanas atrumu 15 g/h. Skabes pievienoSana $aja
gadijuma netika realizeta.

P&c biomasas un glikozes koncentraciju ,,rokas” mérijumu paraugu ievadisanas SCADA
programma, un péc tam sekojo$as Yxs UN Qsmax modela parametru identifikacijas, algoritms
aprékina 40 iesp&jamos piebarosSanas atruma profilus un izvélas to, kur§ vienu soli uz prieksu
prognoz€ mazakas atskiribas starp XV atbilstoSo XV, Kontroles horizonta intervals atbilst
laikam starp punktiem piebarosanas profila. Veiktajos eksperimentos $is laiks bija 60-120

min.
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4, REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

4.1. Biomasas optimizacijas pétijums E. coli BL21 (DE3) pBR327 kolbu

merogam

E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas ieguves procesa optimizacijas pétijumu uzsaka
kolbu méroga, lai atrak iepazitu sist€mu un izvairitos no iesp&jami nevajadzigu eksperimentu
veikSanas bioreaktora méroga, kas kopuma lava ietaupit laika un finanSu resursus. Lai
samazinatu eksperimentu skaitu, sasniegtu maksimalo me&rfjumu precizitati no maza
eksperimentu skaita un konstatétu optimalos pétijuma norises apstaklus kolbu méroga,
izmantoja eksperimentu planosanu. Optimizacijas sakuma izraudzijas planu, kas deva iesp&ju
iegiit pec iesp€jas vairak informacijas par biomasas iznakumu visvairak ietekmgjoSiem
faktoriem. Biomasas koncentracija fermentacijas procesa beigds (Xpeigu) tika izvelets ka
optimizacijas kritérijs, kura iznakumu maksimiz&ja. P&c optimizacijas tika veikta robustuma
parbaude, kura konstatéja, cik spécigi dazadas faktoru novirzes no optimalam parametru
vertibam spgj ietekm@t Xpeigy rezultatu. Ari tadi nekontrolgjami faktori, ka, pieméram,
apkartgjas vides temperatiira, spiediens, mitrums, izejvielu dazadu partiju sajaukSana var
ietekmét rezultatu precizitati. Ka pedgjais §is eksperimentu s€rijas uzdevums bija biomasas
iznakuma mehaniska modeléSana atkariba no T un pH. Optimizacijas procesa iegitie rezultati
tika att€loti ar 2D atsauces virsmas grafikiem. Péc eksperimentu sérijas veikSanas tika iegiits
modelis un konstatéti faktori, kas visvairak ietekmé modeli. Detalizétaka informacija par $aja
nodala aprakstitajiem eksperimentiem un iegiitajiem rezultatiem, pieejamami A. Trubacas
bakalaura darba «Eksperimentu planoSanas principa pielietojums fermentacijas procesu

optimizacija», Materialzinatnes un lietiSkas kimijas fakultate, RTU, 2013.9.
4.1.1.Procesa un sistemas iepaziSanas priekSeksperimenti

Pirms optimizacijas eksperimentu veikSanas tika veikti procesa/sist€mas iepaziSanas
priekseksperimenti. Sajos priekseksperimentos novértgja kolbu noslégu, vates vai folijas
veida ietekmi uz biomasas iznakumu un biomasas mérjjumu izkliedi, veicot paral€lus
mérjumus. Tika noteiktas biomasas mérfjumu kopgjas kludas dazados laikos nemtiem
biomasas paraugiem. Sie eksperimenti lava ari secinat par procesa iesp&jamibu pie
izveletajam fizikalkimisko parametru veértibam T=37°C un pH=7, kas ir zinami, ka standarta

apstakli E. coli kultivésanai.
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Biomasa [g/l]
Biomasa [g/l]

Laiks [h] Laiks [h]
4.1. att€ls. Biomasas augsanas izkliede lietojot dazada veida kolbu noslégus

(A) follijas noslégi, (B) vates noslégi

Paral€lo eksperimentu dati radija (skat. 4.1. att.), ka kolbas ar folijas un vates noslégiem
biomasas augSanas raksturs un atkartojamiba ir tuvi, tomér nedaudz mazaka izkliede redzama
folijas noslégu gadijuma. Tika izlemts turpmakajos kolbu eksperimentos lietot folijas
noslégus. Biomasas mérijjuma vidgja kltida, nemot véra biomasas mérijjuma gadijuma kliidu,

pipetes, svaru un spektrofotometra kliidas, sastadija 0,09 g/l.
4.1.2. Optimizacija

Balstoties uz priekseksperimentu rezultatiem, literatiiras apskatu un a priori
pien€mumiem, optimizacijas procediiras sakuma tika izvéléti sekojosi T un pH parametru
vertibu izmainu diapazoni: Tpyin=32 °C, Tmax=42°C, pHmin=6, pPHmax=8. Optimalu kultivésanas
apstaklu iegtisanai 2 faktoru gadijuma tika izvéléts pilnu faktoru eksperimentu (PFE) plans 3.
Iimeniem. 2 faktoriem PFE plans 3 limenos, izmantojot mainigo faktoru maksimalo un
minimalo vértibu visas iespgjamas kombinacijas, sastavéja no 12 eksperimentiem, no kuriem
3 bija centralo punktu eksperimenti. Eksperimenti tika veikti gadijuma seciba. Péc dota PFE
plana E. coli BL21 (DE3) pBR327 stnu kultivésanu veica Iidzigi, ka sist€émas iepaziSanas
eksperimentos. Par kolbu noslégtiem $ajos eksperimentos kalpoja folija. Nepieciesamo pH
vertibu 6, 7 vai 8 ieguvei, pievienotie 30 % NaOH daudzumi bija atbilstosi 0 ml, 0,175 ml un
0,325 ml. Sis eksperimentu sérijas biomasas aug$anas un 2D virsmas atsauces raksturliknes
paraditas 4.2. A un 4.3. A att€los. Secinot, ka no 2D virsmas atsauces raksturlikném, nav
iespgjams apgalvot, ka ieglitaiS Xpeigy it maksimalais iesp&jamais, tika nolemts veikt atkartotu
optimizaciju cita parametru diapazona. Otrai biomasas iznakuma optimizacijai péc optimala
apgabala gradienta virziena defin€Sanas, Intuitivi tika izv€léti parametru jaunu vertibu

izmainu diapazoni: Tmin=26°C, Tmax=34°C, PHmin=7,6, pHmax=8,4. Identiski ka pirmaja
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optimizacija optimala punkta iegiiSanai 2 faktoru gadijuma tika izv@leéts PFE plans 3 limenos.
Nepieciesamo pH vértibu 7,6, 8,0 vai 8,4 iegtiSanai, pievienoja attiecigi 0,225 ml, 0,325 ml un
0,375 ml 30 % NaOH skidumu. Otras optimizacijas eksperimentu s€rijas rezultati apkopoti
4.2. B un 4.3. B attelos.

P
[ |
%]

Biomasa [g/l]
Biomasa [g/]

1 1

0.5 0.5
0 0 : .
0 b 10

Laiks [h]

4.2. attéls. Biomasas rezultatu izkliede E .coli BL21 (DE3) pBR327 kolbu procesam

optimizacijas procediras gaita

(A) Eksperimentalie rezultati pie pirmas optimizacijas, (B) eksperimentalie rezultati pie otras optimizacijas

8,0-
7.8
7.6
7.4 -
7.2-

70
6,8
66
6,4
6,2
6,0

T T

4.3. attéls. Biomasas optimizacijas rezultati E .coli BL21 (DE3) pBR327 kolbu procesam
izteikti ar 2D atsauces virsmas grafikiem

(A) Eksperimentalie rezultati pie pirmas optimizacijas, (B) eksperimentalie rezultati pie otras optimizacijas,

nemot vera visus regresijas koeficientu vertibas

Veicot visus otras optimizacijas plana eksperimentus, tika ieglits modelis 4.1 ar
korelaciju R?=0,93 un prognozi Q®=0,39. Statistisko un mérfjumu eksperimentalo kladu 0,09
g/l aprékindja no Cetros eksperimentos (tris no tiem centralo punktu eksperimenti) iegtitajiem

rezultatiem punkta T=30° C, pH=8. Savukart, ja regresijas vienadojumu vienkar3oja, izsledzot
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mazak butiskos faktorus modeli 4.2, samazindjas modela korelacija R?=0,86, bet

paaugstinajas ta prognozejamibas Q*=0,67 kvalitate.
x = —275,3 —0,0522T? — 3,328pH? + 4,1384T + ---
..+ 54,616pH — 0,0968pH T  (4.1)

x = —49,215 + 4,0224T — 1,511pH — 0,06328T2 (4.2)

Gadijuma, kad pie regresijas vienadojuma iegtiSanas tika nemti véra visi regresijas koeficienti
(modelis 4.1), konstatéja maksimalu biomasas prognozi 3,06+0,09 g/l pie T=32,4 °C, pH=7,7.
Eksperimentali Saja punkta ieguva 2,92+0,09 g/l, kas kladu robezas sakrita ar prognozgto.
Savukart, ja regresijas vienadojumu vienkarsoja, izslédzot mazak biitiskos faktorus (modelis
4.2), ieguva maksimalo biomasas prognozi 3,22+0,09 g/l pie T=31,6 °C un pH=7,6. Saja
gadijuma eksperimentali ieguva 2,98+0,09 g/l, kas no prognozéta klidu robezas atskiras par
1,9 %, toméer tas tika atrasts ka augstakais (optimalais) biomasas iznakums. Ja procentuali
salidzina atSkiribas starp prognozetajam un reali ieglitajam Xpeigy VErttbam, var secinat, ka
prognoz€jamiba ir labaka tad, kad pie regresijas modela iegiSanas nem véra visus faktorus.
Tadejadi prognozes koeficienta vértibas Q? palielinaSanas 4.2. modela gadijuma neveicinaja

labaku korelaciju starp eksperimentali ieguto un paredzeto Xpeigy VErtibu.

4.2. Kultivésanas modela un modela parametru piemeklésana E. coli BL21

(DE3) pBR327 partijas tipa kultivéSanas procesam Kkolbas

Lai sakotngji noveértétu E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultiiras augsanas raditajus un
matematiska modela strukttru, kas potenciali vislabak aprakstitu biomasas un substrata
dinamiku laika, veica atseviSki planotus kolbu eksperimentus. Izraudzitais mehanistiskais
modelis sastavéja no cetriem masas lidzsvara vienadojumiem un atseviSkam kinétiskam
izteiksmém, kas raksturo biitiskako vides komponentu raSanas/uznemsanas atrumus atkariba
no atsevisko komponentu koncentracijas. Izveletie masas lidzsvara vienadojumi apraksta
biomasas (x), glikozes (S), acetatu (a) un skabekla (0,) koncentraciju, ka art tilpuma (V) mainu
laika (vienadojumi no 4.18 lidz 4.22). Modela struktiiras un ta parametru noskaidroSana tika
veikta, pamatojoties uz literatlira pieejamo informaciju par Iidzigu procesu modeléSanu [28].
Izdaliti Cetri dazadi modela sarezgitibas gadijumi: pirmaja gadijuma (a) substrata uznemsanas

atruma izteiksmé nemta véra tikai substrata koncentracijas ietekme (Mono kinétika) [67];
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otraja gadijuma (b) substrata uznemsanas atruma izteiksmé papildu nemta véra procesa laika
radusos acetatu ietekme uz glikozes un acetatu uznemsanas atrumu un biomasas veido$anos
[40]; tresaja gadijuma (C) b gadijums papildinats ar skabekla limita, ka konkur€josa substrata
ietekmi uz glikozes uznemsanas atrumu [146]; ceturtaja (d) gadijuma a gadijums papildinats
ar skabekla limita, ka konkurgjosa substrata ietekmi uz glikozes uznemsanas atrumu. Sastadot
modela kinétiskas izteiksmes tika definéti sekojosi pienémumi dazadiem modela sarezgitibas
gadijumiem:

a gadijums

1. Pamata produkti, kas veidojas procesa laika ir biomasa, CO; un dens. Ievérojamos
daudzumos neveidosies citi metaboliti, kas ietekm&tu biomasas augsanu.

2. Substrats — glikoze var tikt metabolizets gan aerobi, gan anaerobi. AtbilstoSie atrumi un
razibas ir atSkirigas. Pamata glikoze tiek uznemta oksidativi, un tas uznemSanu var
aprakstit ar Mono king&tiku.

3. Variacijas §tinu augSanas atruma biitiski neizmaina biomasas elementaro sastavu.

4. Biomasas veidoSanas ir atkariga no glikozes un rauga ekstrakta uznemsanas. Janem véra
ari §tinu uzturéSanai nepiecieSamo energiju.

b gadijums (a gadijuma papildinajums)
5. Pie atseviskiem nosacljumiem, ka blakusprodukts veidosies acetati. Iznemot acetatus,
neviens cits metabolits, kas ietekmé&tu biomasas augSanu, neveidosies ieve€rojamos
daudzumos.
6. Glikozes oksidativaja uznemsSana janem veéra glikozes ietekmi uz Stinas metabolismu.
Kad glikozes uzpemSanas atrums parsniedz kritisko vertibu, ta vieta, lai turpinatu
oksideties par CO, dala no glikozes pliismas tiek parveérsta acetatos. Acetatu veidoSanas
atrums tiek pienemts, ka ir tieSi proporcionals glikozes uznemsSanas atrumam.
7. Kad Sunas aug ar atrumu, kura glikozes uznemsSanas atrums ir mazaks par kritisko
vertibu, acetati tiek uznemti biomasas veidoSanai; kada dala no acetatiem metabolizgjas
par CO,.
8. Biomasas veidoSanas ir atkariga no rauga ekstrakta uznemsanas.
¢ gadijums (a un b gadijuma papildinajums)

9. Janem veéra skabekla limita ietekme uz glikozes uznemsanas atrumu.

10. Janem vera skabekla limita ietekme uz kritisko glikozes uznemsanas atrumu.
d gadijums (a gadijuma papildinajums ar skabekla limitu)

11. Janem véra skabekla limita ietekme uz glikozes uznemsanas atrumu.
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4.1. tabula noradita modelos izmantoto kingtisko izteiksmju pielietoSanas seciba atkariba no

katra atseviska iepriekSminéta gadijuma.

4.1. tabula

Darba lietoto modelu apzimé&jumi atkariba no dazadas sarezgitibas substratu uznemsanas

modelu lietojuma

Modela Substrata uzpemSanas modeli Kinétisko vienadojumu
apziméjums numuri
s, Ks Oars Gaus Ki,a Go2 KOZ
a S uznemsana — — 4.3,4.15
b S uznemsana; A rasanas, inhibicija un o 4'2’ 141'3' QA,, i iOA,, i é 1"1 1712
uznemsana TS R
c S uznemsana; A rasanas, uznemsana un inhibicija; O, 4'3’ f39 ' 44&0’ 44i]é1’ 4 i‘%z’
limita ietekme uz S uznemsanu S T T
O, limita
d S uznemsana — ietekme S 4.4, 415
uzpems$ana

Modelos pielietoja sekojosus kinétiskos vienadojumus,
specifiskais glikozes uznemsanas atrums:

S

ds = 9smax m

_ S 02
s = sozmax (s + Ks)(op + KOZ)

q

S Ki,a
Ki+s Kig+a

qs = qsmax

50, K,

9s = 9s_o2Max

kritiskais substrata uznemsanas atrums:

Qskr = const

%)

Qskr = Qskr m

specifiskais acetatu rasanas atrums:
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(s +Ks) - (0, + Kp,) - Kig+a

(4.3)

(4.4)

(4.5)

(4.6)

(4.7)

(4.8)




Qar = Yas(qs - qkr)' Jjaqs = qskr (4-9)

dar = 0.0, Jjaqs < qskr (4.10)

specifiskais acetatu uznemsanas atrums:

a .
Qau = QauMax FKa' Jjaqs < qsgr (4.11)
qau = 0.0, jaqs = qsgrvaia =0 (4.12)

specifiskie skabekla parneses un uznemsanas atrumi:
OTR = (o5 — 0,) "k, a (4.13)
OUR = Yyxlhsqx + my, X (4.14)

specifiskais biomasas augSanas atrums:

Us =G5 Yys—m (4-15)
Usag = (s Yise + QarYear —m, ja qs = qskr (4.16)
Usaq = (qs " Yes + QauYax —m, ja  qs <qskr (4.17)

kur s — substrata koncentracija, g/l; a — acetatu koncentracija, g/l; 0, — skabekla koncentracija,
g/l; os — skabekla skidiba, g/l; us — specifiskais biomasas augSanas atrums uznemot glikozi,
1/h; usa — specifiskais biomasas augSanas atrums uznemot glikozi un acetatus, 1/h; Yy —
biomasas iznakums no substrata, g/g; Yxa — biomasas iznakums no acetatiem gadijumam, kad
nenotiek acetatu sinté€ze, g/g/h; Yxar — biomasas iznakums no acetatiem gadijumam, kad notiek
acetatu sintéze, g/g/h; Yox — skabekla patérin$ uz biomasas vienibu, g/g; m — uzturéSanas
energija, g/g/h; My, — nepieciesamais skabekla daudzums biomasas uzturésanai, g/g/h; Ks —
Mono konstante substrata uznemsanai, g/kg; K;s— substrata inhibicijas konstante, g/kg; Kia—
acetatu inhibicijas konstante, g/kg; Ky, — acetatu uznemsanas represijas konstante (raksturo
substratu konkurenci), g/kg; gs — specifiskais glikoses uznemsanas atrums, g/g/h; Qsmax —
maksimalais specifiskais substrata uzpemsSanas atrums, g/g/h; Qskr — kritiskais substrata
uznemsanas atrums, g/g/h; Qar, Qau — specifiskie acetatu rasanas/uznemsanas atrumi, g/g/h;
Jaumax — maksimalais specifiskais acetatu uznemsanas atrums, g/g/h; OTR — specifiskais
skabekla parneses atrums, g/kg/h; OUR — specifiskais skabekla uznemsanas atrums, g/kg/h;

k.a — tilpuma masas parneses koeficients prieks Oy, 1/h.
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Augstak aprakstitas kinétiskas izteiksmes lietotas partijas tipa kultivéSanas procesu sekojoso

masas lidzsvara vienadojumos:

dx

E = (.us + qauYax)x (4-18)
ds
== (qs + %) x (4.19)
as
da
E = (Gar — Qau)x (4.20)
av
E = _Fpar (4.21)
do,
E = OTR — OUR (4.22)

kur x — biomasas koncentracija, g/l; s — substrata koncentracija, g/l; a — acetatu
koncentracija, g/l; Qar, Jau — specifiskie acetatu raSanas/uznems$anas atrumi, g/g/h; Yya —
biomasas iznakums péc acetatiem, g/g; Yas — acetatu iznakums péc substrata, g/g; Fpar —

paraugu nemsanas daudzums, I/h; V — kultdras tilpums, I; t — procesa momentanais laiks, h.

Dazadas sarezgitibas modelu noveértésana veikta procesa iepaziSanas nolikos, kas
nepiecieSama talakai, uz izpratni balstitai, procesa mérogoSanai laboratorijas bioreaktora
méroga. 4.4. att€la un 4.2. tabula apkopoti model&Sanas rezultati (modeli: 1-a, 2-a, 3-d, 4-b, 5-
b, 6-c, 7-c) kolbu eksperimentam ar rauga ekstrakta sakuma koncentraciju 5 g¢/l. Dota
pétijuma rezultati rada, ka biomasas pieauguma un substrata patérina modeleSanas rezultati,
batiski atskiras 1idz ar lietotajiem dazadas sarezgitibas modeliem, mainitam butiskako modela
parametru veértibam, ka art modelu un modela parametru kombinacijam.

Var izdalit divus gadijumus, kad acetatu uzkrasanas netiek nemta véra (modeli: 1-a, 2-a,
3-d), un, kad acetatu koncentracija tieck nemta véra (modeli: 4-b, 5-b, 6-c, 7-C). 1-a gadijuma
lietots klasiskais Mono modelis glikozes uznemsSanai, un modela parametri izraudziti, ka
vidgjas vertibas no literatira apkopotajiem parametriem E. coli BL21 un RB791 (K-12
izcelsme) celmiem (skat. 3.4. tabulu). Saja gadfjuma iegiita laba biomasas auganas modela
sakritiba ar eksperimentalajiem datiem lidz procesa 5 h (biomasas eksponensialas augSanas
fazes beigas), glikozes gadijuma S§1 sakritiba izpauZas labaka. Model€Sanas rezultatu

neprecizitate péc procesa 5 h skaidrojama ar to, ka 5 h modelis uzrada glikozes esamibu
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barotné (1-2 g/l), lai gan p&c eksperimentu datiem 5 h glikozes koncentracija ir 0. Nemot véra
rauga ekstrakta ietekmi uz biomasas iznakuma no substrata (YXS) un biomasas maksimala
uznemsanas atruma (Qsvax) palielinasanos attiecigi par apméram 40 % un 35 % [144], ieguva
krietni neprecizaku modeléSanas rezultatu (modelis 2-a). Nemot véra glikozes un Oy, ka divu
butisku svarigu biomasas augsanai, konkur&josu substratu, uznemsanas kinétiku [146], ieguva

modeli 3-d. Tas p&c precizitates ir starp modeli 1-a un 2-a.

Acetatn veidosanas netiek nemta vera

| e 08 =
= | B _ 06 =
z 2 o 3 04 =
E 1 J’II 2 oL £ =L o
i:% gg’ o 02 o
0= 0 =
0 5 0 5
Acetatn veidosanas tiek nemta vera
— 2 o — N " =
= 5 = 4 . B 1 . 5
- Y N |5 SR
= B2 -~ 05 i =
£ = AT &
e [ .
o iy e i o
0 0
0 5 0 5
Laiks [h] Laiks [h] Laiks [h]

4.4. attéls. Modelésanas rezultati dazadas sarezgitibas modeliem

Kolbu eksperiments ar rauga ekstrakta sakuma koncentraciju 5 g/l. A — acetatu koncentracija; gs — specifiskais
substrata (glikozes) uznemsanas atrums; Qgvax — maksimalais specifiskais substrata (glikozes) uznemsanas
atrums. Eksperimentali méritie lielumi: biomasas (apli) un glikozes (kvadrati) koncentracijas. Linijas atbilst

modelétajam trajektorijam

Papildinot augstak aprakstitos modelus (1-a, 2-a, 3-d) ar acetatu raSanas un inhibicijas
ietekmi, ieguva attiecigi modelus 4-b, 5-b un 6-c. No Siem modeliem bitiski augstaku
precizitati uzradija modelis 5-b. Papildinot 6-c modeli ar skabekla limita ietekmi uz kritisko
substrata uznemsS$anas atrumu (Oskr), ieguva modeli 7-c, kas péc precizitates ir tuvs 5-b

modelim.
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E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas modelu pilnveidosanas gaita

kolbu kultivésanas procesiem, RE 5 g/l

4.2. tabula

Modela
_ ) Kinétisko -
Modelis Modelu pilnveidosanas gaita . | precizitate
vienad. numuri
rX! % rS! %
S uznemsana, vid. param no lit. (skat.
l-a 58,9 | 36,2
3.4. tabulu)
Mainiti modela 1-a parametri (nemta
4.3,4.15
vera rauga ekstrakta ietekme):
2-a 213,8 | 64,3
Yxs=1,40*Yxs’;
gsMax=1,35*qsMax’
Modelis 2-a papildinats ar O2 limita 44,413, 4.14,
3-d ] _ 115,0 | 38,1
ietekmi uz S uznemsanu 4.15
Modelis 1-a papildinats ar A raSanas, 45,4.7,4.9,
4-b uznemsana un inhibicija, vid. param | 4.10,4.11,4.12, | 54,2 | 59,6
no lit. (skat. 3.4. tabulu) 4.16,4.17
Modelis 2-a papildinats ar A rasanas, |4.5, 4.7, 4.9,
5-b uznemsana un inhibicija, vid. param | 4.10, 4.11,4.12,| 9,6 13,2
no lit. (skat. 3.4. tabulu) 4.16, 4.17
) 4.6,4.7,4.9,
Modelis 3-d papildinats ar A raSanas,
6-Cc ] 410,4.11,4.12, | 32,5 | 28,0
uznemsana un inhibicija
4.16, 4.17
. o 4.6, 4.84.9,
Modelis 6-c papildinats ar O2 limita
7-Cc _ _ 410,4.11,4.12, | 8,7 | 17,0
ietekmi uz gqs_Kr
4.16, 4.17

’: parametri no literatiiras

Lai pétitu rauga ekstrakta ietekmi uz Yy UN Qsmax, Veica 2 kultivésanas papildu

eksperimentus, kur viena eksperimenta rauga ekstrakts tika pievienots koncentracija 2 g/l, bet

otra eksperimenta to nepievienoja. 4.5. att€la un 4.3.—4.4. tabulas apkopoti So eksperimentu,
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ka ar uzlaboti modela 5-b parametri gadijumam ar rauga ekstrakta sakuma koncentraciju 5

0/l, model&sanas rezultati, lictojot izejas modela 5-b parametru Yys, Yxa UN Qsmax KOrekciju.

4.3. tabula
E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas modelu pilnveidoSanas gaita
kolbu kultivésanas procesiem, RE 5, 2 un 0 g/l.
Modela
Modeli ) Kingtiskie o
Modelu pilnveidosanas gaita ' - | precizitate
S vienadojumi
rX: % rSa %

Mainiti modela 5-b parametri, procesam ar

RE=5 g/I:
5-b 1 45 | 135

Yxs=1,34*Yxs’; Yxa=1,25*Yxa’;

gsMax=1,35*qsMax’.

— - 45,4.7,4.9,
Mainiti modela 5-b parametri, procesam ar
410, 4.11,

RE=2 g/I:
5-b 2 412, 4.16, 18,1 | 8,1

Yxs=1,16¥Yxs’; Yxa=1,25*Yxa’.

4.17

gsMax=1,35*qsMax’.

Mainiti modela 5-b parametri, procesam ar
5-b 3 | RE=0 g/I: Yxs=0,98*Yxs’; 13,3 8,8

Yxa=1,25*Yxa’; qgsMax=0,65*qsMax’.

’: parametri no literatiiras
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4.5. attéls. E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas aug$anas raksturs pie dazadam rauga

ekstrakta sakuma vérttbam

Sarkana krasa atbilst eksperimentam ar rauga ekstrakta sakuma vertibu 0 g/l, zala — 2 g/l, zila — 5 g/l.

Eksperimentali méritie lielumi: biomasas (apli) un glikozes (kvadrati) koncentracijas. Linijas atbilst model&tajam

trajektorijam
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4.4. tabula

Identificétas parametru veértibas kolbu eksperimentiem ar dazadu rauga ekstrakta

koncentraciju procesa sakuma;, salidzinajums ar pieejamajiem parametriem no literatiiras (ar

bold ickrasotas pielagotas parametru vértibas)

E. coli BL21 (DE3) pBR327,

kolbas
Param. | Vien. it dati (3.4 RE5g/ll | RE2g/l | REO g/l
tabula)
Yys a/g 0,50 0,67 0,58 0,49
Yya 0/g 0,41 0,507 0,507 0,507
Yoar 0/g 0,25 0,25 0,25 0,25
Yas a/g 0,832 0,832 0,832 0,832
Osmax | 0/g/h 1,69 2,29 2,29 1,49
Jamax | 9/g/h 0,153 0,153 0,153 0,153
Qe | 9/g/h 1,13 1,13 1,13 1,13
Ks a/kg 0,081 0,081 0,081 0,081
Ka a/kg 0,05 0,05 0,05 0,05
Koz | g/kg 3,2%10° 3,2%10° | 3,2*10° | 3,2*10°
Kia | g/kg 10,82 10,82 10,82 10,82
m g/g/h 0,024 0,024 | 0,024 0,024

Sis pétijums radija, ka rauga ekstraktam ir biitiska ietekme UZ Yys UN Qsmax, kas janem

vera precizai procesa modeléSanai. Parametru piemekleSanas gaita tika paaugstinata ari

Yxavertiba. Pielaujams, ka Yy, vertibu ietekméja rauga ekstrakta klatbtitne barotng. Kopgja

biomasas un substrata modeléSanas precizitate kolbu eksperimentiem (RE 5, 2 un 0 g/l)
noteikta attiecigi 4,5-18,1 % un 8,1-13,5 % robeZas.

4.3. Kultivésanas modela un modela parametru piemeklésana E. coli BL21

(DE3) pBR327 bioreaktora partijas procesam ar piebarosanu

PiebaroSanas profila aprékinam, ka art uz modeli bazetai piebaroSanas profila kontrolei

ar prognozi laboratorijas bioreaktora procesa laika, nepiecieSsama bioreaktora fermentacijas

procesa matematiska modela identificéSana. Bioreaktora fermentacijas modela identificéSanai
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sakuma izmantoja modeli un modela parametrus, kas noskaidroti no kolbu eksperimentiem
(skat. nodalu 4.2.: KultivéSanas modela un modela parametru piemeklésana E. coli BL21
(DE3) pBR327 partijas tipa kultivésanas procesam kolbas). Talak modeli un modela
parametrus papildinaja un koriggja atbilstosi, lai uzlabotu modela sakritibu ar eksperimentali
iegtitajiem datiem, kur modelis paredz nemt véra acetatu ietekmi uz substrata uznemsanu un
biomasas veidosanos. Turpmak ar1 identific€ts vienkarSaks un universalaks fermentacijas
procesa matematiskais modelis lictosanai uz modeli bazétai piebarosanas atruma kontrolei ar
prognozi (MPC).

Galvenas bioreaktora eksperimentu atskiribas salidzinajuma ar kolbu eksperimentiem
bija: (1) procesa pH un pietickamas izskidusa skabekla (pO,) uzstaditas vertibas uzturéSana
visa procesa garuma; (2) kultiras papildu piebarosana ar glikozes/salu substratu; (3)

dinamiski mainigs kulttirSkiduma tilpums; (4) procesa laiks Iidz 24 h.

4.3.1. Piebarosanas procesa modelis ar kinétiskiem un masas lidzsvara X, S, V

un A vienadojumiem

Piebarosanas atruma aprékinasanai (vienadojums 3.1.) nepiecieSamie Yys UN Mg
parametri pirmajam no trim a s€rijas bioreaktora eksperimentiem noteikti ieprieks veiktajos
kolbu eksperimentos; pargjas parametru veértibas noraditas 4.5. tabula. Kultiras augSanas
modeléSanu ar aprékinato piebaroSanas profilu sakotngji veica ar kolbu eksperimentu
model&sanas gaita iegiito modeli 5-a_1, d&l ta uzraditas visaugstakas precizitates. So modeli
papildindja ar rauga ekstrakta ietekmi uz Yy, ka ar1 glikozes inhib&osSo ietekmi uz Qs
(vienadojumi 4.23. un 4.26). Procesa laika pO, kontrolgja ap 40 % no maksimala kalibréta
skabekla piesatinajuma (skat. sadalu 3.6.1. PiebaroSanas atruma pastarpinata kontrole péc
pOy), tadel pO, ietekme uz glikozes un acetatu oksiditativu uznemsanu tika ierobezota lidz

minimumam.
4.5. tabula

Parametru veértibas piebaroSanas profila aprékinam eksperimentiem 1, 2 un 3

Fs,max,
Xo, 0/l Vo, | u, 1/h S, 9/l ] t-to, h

ml/min
Eksp. 1 3,5 2,00 0,50 200 — 10-3,5
Eksp. 2 3,5 2,00 0,45 180 — 12-3,5
Eksp. 3 3,5 2,00 0,5 400 3,0 20-35
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4.6. attels. E. coli BL21 (DE3) pBR327 piebarosanas proces un modeléSanas rezultati nemot
vera acetatu raSanos/uznemsanu

Eksp. a-1 (sarkans), eksp. a-2 (zals), eksp. a-3 (zils). Eksperimentalie mérijumi (apli, kvadrati, rombi),

model&tie liclumi (linijas)

Modela parametru identific€Sana veikta no 3 a eksperimentu s€rijas eksperimentalo
datu analizes (skat. 4.6. att. un 4.6. tabulu). Piebarosanas profils konkrétaja gadijuma, izteikts
ar glikozes piebaroto daudzumu g/min (Fs*f/1000), jo Sajos eksperimentos tika izmanti
piebaroSanas Skidumi ar dazadu glikozes koncentraciju. Procesu a-1 izvélgjas veikt ar 4=0,5
1/h, lai parbauditu acetatu iesp&jamo raSanos. Realiz&jot Sadu piebarosanas profilu, notika
acetatu uzkrasanas lidz 2,9 g/l. Eksperimentos a-2 un a-3 novéroja, ka attiecigi 8 h (x=14,5
g/l, OUR~9 g/h) un 6 h (x=10,0 g/l, OUR~9 g/h) péc maisitadja maksimala atruma
sasniegSanas (800 apgr./min) tika sasniegts skabekla parneses (OTR) limits (S0 procesu
tieSsaistes datu Iiknes pievienotas pielikuma 1). OTR limita sasniegSana pie zemakas
biomasas koncentracijas a-3 eksperimenta salidzinajuma ar a-2 eksperimentu skaidrojama ar
augstaku Stinu specifisko augSanas atrumu konkrétaja bridi, kas arT prasa augstaku skabekla
patérinu. Modelétie OUR laika momentos, kad sasniegti maksimalie apgriezieni, ir tuvi
teorctiski aprékinatajam maksimalajam OTR (6,7*%2=13,4 g/h), nemot véra, ka kultiiras
tilpums ir ap 2 I. Atskiribas Sajos raditajos, skaidrojamas ar to, ka momentos, kad $ajos
procesos tika sasniegti maksimalie maisitaja apgriezienu atrumi, un, kad sakas pO,
samazinasanas, OUR neatspogulo maksimalo OTR. To ilustré fakts, ka procesa a-2 pec
maksimalo maisitaja apgriezienu sasniegSanas, biomasa turpinaja augt ar nemainigu atrumu,

neskatoties uz to, ka pO; saka samazinaties (4.6. att. un pielikuma 1 dati). No ta var secinat,
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ka augstaka biomasas pieauguma nodrosinasanai, kontrolgjot pO;, nepieciesamaja 40 + 5 %
diapozona, nepiecieSams vai nu ieejas gaisu papildus bagatinat ar skabekli vai lietot pO,
kontroli ar piebaroSanu, tadejadi paaugstinot OTR vai limitgjot $inu augSanas atrumu ar
pieejamo substratu. leejas gaisa bagatinasanu ar skabekli un piebarosanas atruma kontroli
atkariba no pO, realizgja a-3 procesa.
legitie Iidzigie eksperimentalie rezultati, veicot lidzigu procesu a-1 un a-3 kontroli,
liecina par labu procesa un analitisko mérfjumu atkartojamibu. No eksperimenta a-3 redzams,
ka lidz Fs kontroles péc pO, sakSanos (procesa ~10 h), kas vairak limité kultdirai pieejamo
substrata daudzumu, kulttira saka uznemt vide uzkrajusos acetatus. Tika sasniegta maksimala
biomasas koncentracija 58,6 g/l. Tika konstatéta maksimala acetatu koncentracija 3,13 g/I.
Identificétas parametru vértibas apkopotas 4.7. tabula. Tika ieglts modelis, kas deva a-3
eksperimenta modeléSanas precizitati biomasai 11,1 %, substratam 129 % un acetatiem 93,4
%.
4.6. tabula
E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas modelu pilnveidoSanas gaita bioreaktora

kultiv€Sanas procesam ar piebaroSanu

_ Modela
. Eksperimentu un modelu o o L
Modelis Kinétiskie vienadojumi precizitate

pilnveidoSanas gaita
er % rSl % ra, %

a-1 eksperiments, péc 5-b_1

modela papildinasanas ar RE
5b 11| ) 26,2 | 54,8 [326
ietekmi (Yygre=0,18; tre=3,5 h) un

glikozes inhibejoso ietekmi uz gs.

a-1 eksperiments, péc parametru 4.23,4.7,4.9, 410, 4.11
5-b_1_2 | korekcijas (Yxre=0,54; Gsmax=1,49; 412 424 4.25,4.26, | 10,1 | 51,6 | 120
Yys=0,42; Yxar=0,1; K;=3,41). 4.35-4.40

a-2 eksperiments (bez iepriek$&jas
5-b_ 12 124 | 12 (31,7
modela uzlaboSanas).

a-3 eksperiments (bez ieprieksgjas
5b 12 16,7 | 142 | 127
modela uzlabo$anas).

a-3 eksperiments, péc parametru un | 4.9,4.10 4.114.124.23,
5-b_1 3 | modela korekcijas (Ya5=0,667; Ky = | 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 11,1 | 129 (934
3,45; Qamax=0,14). 4.28, 4.29, 4.35-4.40
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4.7. tabula

No bioreaktora eksperimentiem identificéto parametru, kas paredz acetatu ietekmes nemsanu

vera, salidzinajums ar pieejamajiem parametriem no literatiiras (ar bold ickrasotas pielagotas

parametru vertibas)

Literatiiras Identificetie param. E.
Param. | Vien. | dati (tabula | coli BL21 (DE3) pBR327
3.4) bioreakt. proc.
Yis a/g 0,50 0,42
Yxa 0/9 0,41 0,41
Y xar 0/g 0,25 0,1
Yas a/g 0,832 0,667
Osmax | 0/9/h 1,69 1,49
Qamax | 9/9/h 0,153 0,140
Oskr g/g/h 1,13 1,19
Ks a/kg 0,081 0,005
Ka a/kg 0,05 3,41
Kia a/kg 10,82 3,45
m g/g/h 0,024 0,037
Papildparametri bioreaktora modeléSanai
YxrE 0/g — 0,504
Yix a/g — 0,001
tre h — 3,9
Kxau | 9/kg — 27,21
Kis a/kg 55,15 60
Kra a/kg 3,6 0,001
Oskrt | 9/9/h — 1,52

Zemak noraditas papildinatas kinétiskas izteiksmes modeleéSanas sakuma un modela

uzlaboSanas gaita; specifiskais substrata uznemsanas atrums:

qs = 4smax

S

Ki,a Ki,s

Ks+s.Ki,a+a.Ki,S+s

specifiskais biomasas augSanas atrums un biomasas iznakums no substrata:
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Hsa = qs* Yese + QarYear —m, ja  qs = qskrs (4.24)

Usa = qs " Yiss ¥ QauYax — M, Jja  qs < qskre (4‘-25)

YXS* = YXS + Y.X'RE, ]a t > tRE, (4‘.26)
ja t < tRE YXS* = YXS .

kritiskais substrata uznemsanas atrums (Qskr+) un specifiskais acetatu raSanas atrums

(Gar):

Kx,au

.= 4.27
qskr qskr1 K ( )

—F
x,au+x

ja Askrx = Qskr»  Gskr« = Gskr
Qar = (qs - QSKr*) Yoo ja ds = Qskr

dar = 0.0, ja qs < qskr

acetatu uznemsSanai:

q a K, .
. ) = Jjaqs < qskre (4.28)

= -1 - . . ,
Qau QauMax ( a+Ka Kr,a +s

QSKr*
Qou = 0.0, jaqs = Qsgr vai a=0 (4.29)

kur s — substrata koncentracija, g/l; a — acetatu koncentracija, g/l; us — Ipatngjais $inu
augSanas atrums uzpemot glikozi, 1/h; Yys — biomasas iznakums no substrata, g/g; Yya —
biomasas iznakums no acetatiem gadijumam, kad nenotiek acetatu sintéze, g/g/h; Yyar —
biomasas iznakums no acetatiem gadijumam, kad notiek acetatu sinteze, g/g/h; Ywe —
biomasas iznakums no rauga ektrakta, g/g; m — uzturéSanas energija, g/g/h; Ks — Mono
konstante substrata uznemsanai, g/kg; K;s— substrata inhibicijas konstante, g/kg; K;,— acetatu
inhibicijas konstante, g/kg; K, — acetatu uznemsSanas represijas konstante (raksturo substratu
konkurenci), g/kg; Kya, — biomasas inhibéSana acetatu uznemsana, g/kg; gs — specifiskais
substrata uznemsanas atrums, g/g/h; Qsvax — maksimalais specifiskais substrata uznemsanas
atrums, g/g/h; Qskr, Qskr — kritiskie substrata uznemsanas atrumi, g/g/h; Qskr1 — Kritiskais
substrata uznemS$anas atrums vienadojumam 4.27, g/g/h; Oar, Jau — specifiskie acetatu
raSanas/uznemsanas atrumi, g/g/h; Qauvax — maksimalais specifiskais acetatu uznemsSanas

atrums, g/g/h; t — procesa laiks, h; tre — rauga ekstrakta uznemsanas laiks, h.
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Talak noraditi masas lidzsvara vienadojumi, kas lietoti bioreaktora eksperimentu ar

piebaroSanu, stavokla mainigo aprékinam:

dx F
dt = (.us + GauYax — V) X (4.30)
ds Qar F Fs
o tary . = 4.31
dt (qs+Yas)x ySt oy (4.31)
da F
E = (Qar - Qau)x - Va (4-32)
av
E =F— Fpar (4.33)
F=F+F, + Fpl_Fc — Fiztp (4.34)
Fs = f5(8) (4.35)
Fy = Yy, uXV (4.36)
F. = 0.000375-0UR-V (4.37)
Faf = Yafx.u(X = Xirie)V (4.38)
Figty. = €1 (4-39)
1
Fyar = Z my - [1(4) = 16 + 20)] (4.40)

kur x — biomasas koncentracija, g/l; s — substrata koncentracija, g/l; a — acetatu
koncentracija, g/l; Qar, Qau — specifiskie acetatu raSanas/uznemsanas atrumi, g/g/h; Yya —
biomasas iznakums p&c acetatiem, g/g; Yas — acetatu iznakums péc substrata, g/g; Fs —
substrata piebarosanas atrums, I/h; Fpar — paraugu nemsanas daudzums, I/h; V — bioreaktora
darba tilpums, I; s — substrata koncentracija piebaroSanas Skiduma, g/l; t — procesa
momentanais laiks, h. F = F; + F,—F. — F;;+,, kur F¢ — oglekla zudumi caur izejas gazeém; Fy

— bazes pievienosanas atrums; Fi;y — iztvaikoSanas atrums.

4.3.2.PiebaroSanas procesa modelis ar kinétiskiem un masas Iidzsvara X, Sun V

vienadojumiem

Vienkar$aks un universalaks procesa modelis uz modeli bazétai piebaroSanas atruma

kontroles (MPC) izstradei var tikt lietots [29] (tabula 4.8. noraditi Saja modeli ietilpstoSo
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vienadojumu numuri), ja, nemot v&ra procesa aktualo biomasas augSanas un substrata
uznemsanas raksturu, veic modela parametru Yys Un Qsmax pielagosanu procesa laika. Turpmak
realiz€ja b fermentacijas procesu sériju, kura realiz€ja iepriekS izraudzita (references)
piebaroSanas profila uz modeli bazetu kontroli atkariba no procesa laika nemtajam biomasas
un glikozes rokas analizém. So eksperimentu model&$anu veica ar vienkarSotu modeli (skat.
4.8. tab.), kura netika nemta v&ra acetatu rasanas un ietekme uz biomasas augSanu; pienéma,
ka substrata uznemSanu ietekmgja tikai glikozes koncentracija (pe€c Mono kingtikas) un
glikozes inhib&josais efekts. Ieglitie eksperimentalie un model€Sanas rezultati paraditi 4.7.
att€la un 4.8. tabula. No tiem redzams, ka biomasas modeléSanas kvalitate ir saméra laba
biomasas eksponensialaja augSanas faz€. P&c eksponecialas augSanas fazes, modela
precizitate ir krietni sliktaka. Vidéja biomasas modeléSanas precizitate (ry) b sérijas
eksperimentiem 29,1 %. Vid&ja substrata koncentracijas modeléSanas precizitate b serijas
eksperimentiem visa procesa diapozona (rs) 100,1 %, vértéjama ka apmierinoSa, jo lidzigs
rezultats ieglts ar ieprieks€ja nodala aprakstito fermentacijas procesa modeli. Identificétas

modela parametru vertibas, kas vislabak apraksta b eksperimentu s€rijas rezultatus, apkopotas

4.9. tabula.

4.8. tabula

E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas modelu pilnveidoSanas gaita bioreaktora

kultiv€Sanas procesam ar piebaroSanu

Modela

) Eksperimentu un modelu o
Modelis . _ ) Kinétiskie vienadojumi | precizitate
pilnveidoSanas gaita

rX! % rS! %

b-1 eksperiments. Model&sana ar
papildinatu 2-a modeli (no sadalas
4.2.): papildinats ar RE ietekmi

2-a_1 _ 22,1 | 20,8
(Yxre=0,18; tre=3,5 h), glikozes un

4.41,4.42, 4.43, 4.44,
4.45,4.34, 4.35- 4.40

biomasas inhibejoso ietekmi uz gs.

Identificéti modela parametri.

2-a_1 | b-2 eksperiments. 50,5 1199,8

2-a_1 | b-3 eksperiments. 14,6 | 79,7
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4.7. attels. E. coli BL21 (DE3) pBR327 b sérijas piebarosanas procesu un modeléSanas

rezultati, lietojot vienkarSotu modeli

Eksperiments nr. b-1 (zils), eksperiments nr. b-2 (zals), eksperiments nr. b-3 (sarkans). Eksperimentalie merijumi

(apli, kvadrati), model&tie lielumi (linijas)

4.9. tabula

Identificétas parametru vertibas bioreaktora eksperimentiem, salidzinajums ar pieejamajiem

parametriem no literatiiras (ar bold iekrasotas pielagotas parametru vértibas)

Literatiiras Identificétie param. E.
Param. | Vien. | dati (tabula coli BL21 (DE3)
3.4) pBR327 bioreakt. proc.
Yys a/g 0,50 0,55
Osmax | 9/g/h 1,69 1,15
Ks a/kg 0,081 0,005
Papildparametri bioreaktora modeléSanai
Yxve a/g — 0,45
Yiox a/g — 0,001
tyve h — 3,5
Kis a/kg 55,15 30
Kavax | 9/kg 86 97,5
s K X
s = Asmax K. +s K + s (1 - meax> (4.41)
Hs = qsYes —m (4.42)

kur s — substrata koncentracija, g/l; g/l; us — Ipatngjais $tinu augSanas atrums uznemot glikozi,

1/h; Y4s — biomasas iznakums no substrata, g/g; m — uzturéSanas energija, g/g/h; Ks — Mono
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konstante substrata uznemsanai, g/kg; Kjs — Substrata inhibicijas konstante, g/kg; Kympa —
biomasas inhibicijas konstante, g/l; gs — specifiskais substrata uznemsanas atrums, g/g/h; Qsmax

— maksimalais specifiskais substrata uznemsanas atrums, g/g/h.

Sie specifiskie atrumi ir izmantoti kultiv€Sanas procesos ar piebarosanu sekojoSo masas

lidzsvara vienadojumu aprakstam:

dx F

= () (4:43)
ds F F;

prinial ik AR (4.44)
av

E = F - Fi,ar (445)

kur x — biomasas koncentracija, g/l; s — substrata koncentracija, g/l; Fs — substrata
piebarosanas atrums, I/h; Fpar — paraugu nemsanas daudzums, I/h; V — bioreaktora darba
tilpums, |; s; — substrata koncentracija piebaroSanas Skiduma, g/l; t — procesa momentanais
laiks, h. F = F; + F,—F. — F;;+,, kur F¢ — oglekla zudumi caur izejas gazém; F, — bazes

pievienoSanas atrums; Fi;y — iztvaikoSanas atrums.

Masas pluismu analize

Veicot tieSsaistes rezima tadu svarigu fermentacijas procesa raksturlielumu modeléSanu
un aprekinu, ka X, S, C,, Fs u. C., ar zinamu precizitati tieSsaistes reZima nepiecieSams zinat
kultiiras tilpumu V. Sim nolikam praksé izmanto dazadas metodes, ka kultiiras limena
meérjjumus, reaktora svara izmainu meérjumus, pieejamo informaciju par reaktora
iestknétajam plasmam, tilpuma model&$anu u. c. Par cik ar EDF-5.4 nav iesp&jams tie$i merit
kulttiras tilpuma mainu laika, So informaciju iegiis no tieSsaisté pieejamas informacijas par ar
peristaltiskajiem stikniem reaktora iesiiknétajiem $kidumu daudzumiem, ka arT no atsevisku
komponentu masas plismu modeliem. E. coli procesos ar Siem siikniem tika dozéta (1) baze,
(2) pretputu lidzeklis un (3) piebarojama Skidums. Aprékinot masas plismas uz un no
reaktora, tika nemti v&ra masas zudumi iztvaikojot (Fix), aizvadot CO; (F¢) un nemot
paraugus (Fpar).

Masas zudumu atrums no fermentacijas vides, iztvaikojot tdenim, ir pienemts ka
nemainigs lielums. Eksperimentali noteikta vértiba €;~0,004 kg/h. Masas zudumi, nemot

paraugus, bija konstanti (m;=0,012 kg/h). Paraugu nemsana sakas no procesa nulles stundas.
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4.8. attéls. Masas pliismu salidzinajums procesam b-2

Raustitas linijas — model&tie/aprékinatie lielumi; nepartrauktas linijas — ar SCADA registréto iesuknéto

daudzumu tilpumi; kvadrati — ar mércilindru noméritie kultaras tilpumi

4.10. tabula
Tabula ar masas pliismam no dazadiem procesiem

. Vaf

Procesa | Beigu Yos \Y Vi Vo )

Procesa ) ) ) ) | padotais
ilgums | biomasa | (iznakums) | beigu | padotais | padotais

identifikac. (20%)
[h] [9/1] [9/g] [ [ [ 0

b-1 24 65,3 0,45 2,75 1,05 0,23 0,18
b-2 24 78,4 0,48 3,20 1,30 0,25 0,36
b-3 24 70,4 0,43 3,97 2,00 0,43 0,5

Apkopojot informaciju par butiskakajam vielu plismam uz un no bioreaktora

procesa parametri noraditi 4.10. tabula.
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fermentacijas procesa beigas (skat. 4.8. att.) b-2 ekperimentam, kas uzskatams par vid&jo
gadijumu starp parlieku limit€tu procesu un parlieku parbarotu procesu, var secinat, ka
visbiitiskak kulttiras tilpumu ietekmé piebarojama substrata pievienoSana (40,7 %), paraugu
nemsana (14,1 %), pretputu Iidzekla (11,3 %) un bazes (7,9 %) pievienoSana. Mazaku ietekmi
uz tilpuma mainu procesa gaita atstaj tilpuma zudumi lidz ar CO; izdaliSanos (3,7 %) un

Skidruma iztvaikoSanu (1,1 %). Visu b s@rijas eksperimentu masas plismas un atseviski



4.4. Izmekléta piebarosanas atruma kontrole péc pO, E. coli BL21 (DE3)
pPBR327 procesam

P&c detalizeta (acetatu) modela parametru identificeSanas un pO; kaskades kontroles
PID parametru piemekl€sanas no priekSeksperimentiem (Skat. 4.3.1. nodalu, atseviski dati
att€loti 4.6. att.) un procesa piebaroSanas profila aprékina, procesa vélamo biomasas augSanas
(X), substrata (S) un acetatu (A) trajektoriju nodrosinasanai tika veikts testa eksperiments (4.9.
att.). Ta mérkis bija vadit procesu péc iesp&jas tuvak pirms procesa definétajiem X, S, A un
pO, nosacijumiem, procesa otraja stadija izmantojot substrata piebarosanu atkariba no pO,
signala. Substrata piebarosana atkariba no pO; procesa otraja faze izraudzita, lai parbauditu So
kontroles principu, kas tiek plasi lietots raZzoSanas méroga reaktoros zemaku neka
laboratorijas/pilota mérogos O, masas parneses raditaju dél. Konkréta metode ir erta limitéta
substrata piebarosanas procesa nodroSinaSanai procesa otraja faz€, kad precizs substrata
piebarosanas profila aprékins ir sarezgits dél izteikti kompleksiem kultliras nosacijumiem
procesa otraja stadija. Jaatzime, ka lietojot So principu, mikroorganismu ipatngjais augSanas
atrums tiek limitéts, jo tiek samazinats substrata piebaroSanas atrums atkariba no vidé
pieejama O;.

Kultivésana sakas ar batch (partijas) procesu (0—4,5 h), péc kura sekoja process ar
piebarosanu. Partijas fazg, jeb faze, kura mikroorganismi aug, patérgjot barotné jau eso$as
piedevas (bez papildu to pievadiSanas), substrats tika pat€réts un parversts biomasa un
nelielos daudzumos acetatos (4.9. att.). Partijas procesa beigas izskidusa skabekla parcialais
spiediens pO, sasniedza uzstadito veértibu (40 %) un tika aktivéta maisitaja apgriezienu
kaskade, lai uzturétu uzstadito pO, vertibu. Lidz ar skabekla patérina pieaugumu piebaroSanas
fazes sakuma (5 h), maisitaja apgriezienu atrums sasniedza maksimalo limitu un pO; kontrole
pargaja uz otro kaskadi — ieejas gaisa bagatinasana ar O,. Pirms otras kaskades aktivizéSanas
tika aktivéta substrata piebaroSana ar optimiz&ta piebaroSanas atruma profila valgjas-cilpas
kontroli. Tika aprekinats eksponencials piebaroSanas atrums us=0,45 1/h (4,5-10 h), lai
nodro$inatu maksimali augstu specifisko biomasas augsanas atrumu, bet, kas ir zem kritiskas
vertibas, virs kuras tiktu aktivéta acetatu sintéze. Eksperimentalie dati rada (4.9. att.), ka
nekada talaka acetatu uzkrasanas péc 4,5 h nenotika, un tas lidzas ar glikozi tika pakapeniski
uznemts. ST strategija nodroginaja to, ka biomasas/substrata iznakums ir maksimals lidz 3.
kaskades aktivacijai, péc kuras, iznakums, ka arT biomasas specifiskais augSanas atrums, lai

gan nedaudz, bet samazinajas.
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Procesa laiks [h]
4.9. attels. E. coli BL21 (DE3) pBR327 eksperiments ar piebarosanu.

Analitiskie mérijjumi biomasai, glikozei un acetatiem att€loti ka simboli (attiecigi o, V, un A), un simulaciju
rezultati att€loti ar raustitam linijam. Procesa tieSsaistes mérfjumi atteloti ka linijas; simulacijas rezultati

(priekSoptimizetais piebarosanas atrumu profils) att€loti ar raustitu ltniju

Sakot no kultivésanas 10 stundas, kaskade ar skabekla bagatinaSanu sasniedza uzstadito
maksimalo limitu un pO; kontrole talak tika realizéta ar treSo kaskadi. Saja fazé abi skabekla
kontroles izpildes elementi (maisitaja apgriezieni, bagatinasana ar O;) sasniedza ieprieks
definétos tehnologiskos nosacijumus. Lai nodro§inatu pO; limeni virs drosa limita, talaka
noteikta skabekla daudzuma uzturéSana tika realiz€ta ar piebaroSanas atruma kontroli. Svarigi
ir uzsvert, ka pO, vai skabekla uznemsanas atruma kontrole manipulgjot piebarosanas atrumu
ir iesp&jama vienigi tad, ja procesu realiz€ substrata limita apstaklos, citiem vardiem, tad ja
barotné neuzkrajas substrata parpalikumi. Analiz€taja gadijuma substrata limits iestajas
procesa 6,5 h, un tads saglabajas 1idz procesa beigam. Optimizéta piebaroSanas stratégija
paredz, ka automatiska piebarosanas faze, piebaro$anas atrums saglabajas konstants un atbilda
maksimalajai identificétajai glikozes pliismas veértibai, kas dotajos apstaklos bioreaktora
vargja tikt oksideta. Neskatoties uz iepriek§ min&to, reala sistéma ir iespgjamas nejausas
maksimalas k.a veértibas svarstibas. Tadgjadi, treSas kaskades uzdevums ir korigét prieks-
apreékinato piebarosanas profilu, lai noturétu pO, virs drosa Iimena, kas definéts ar uzstadito
pO, vertibu kontroles sisttma. Ka to var redzet 4.9. att€la, piebaroSanas atruma veértiba
samazinas intervala lidz procesa beigam. Saja fazé biomasas augSanas atrums samazinas

(eksperimentalie dati, att€ls 4.9. att.). Neskatoties uz to, kultivéSanas beigas tika sasniegts
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prognozetais iznakums. Novirze starp prognoz&to un nomérito biomasas koncentraciju (14-17
h) var biit skaidrojamas ar modela un to parametru, kas tika identificéti no prieks-
eksperimentiem, zinamu neprecizitati.

Visa procesa kontroles regiona (3—19 h) bija iesp&jams nodroSinat pO, vértibas kontroli
robezas 39 + 8 %, kas bija tuvu uzstaditajai 40 + 5 %.

Optimizéta kontroles stratégija deva stabilu biomasas augSanu bez ievérojamas acetatu
uzkrasanas piebaroSanas fazg. Procesa beigas tika sasniegta biomasas koncentracija 48,15 g/l,
bet acetatu koncentracija visa procesa garuma neparsniedza 0,37 g/l. I1z8kidusa skabekla
parciala spiediena (pO,) kaskades kontrole stradaja nevainojami un nodro$inaja pO, vértibu
loti tuvu noteiktajas robezas. Automatiska piebarosanas faze nodrosinaja robustu pO, kontroli
un minimalu optimiz&ta piebarosanas atruma profila samazinajumu, nodrosinot paredz€to

procesa produktivitates raditaju, biomasas daudzumu, tehnologiski definétajas robezas.

4.5. Izmekléta, uz modeli bazéta piebaroSanas atruma kontrole E. coli BL21

(DE3) pBR327 procesam ar prognozi péc references profilu datiem

4.3.2. nodala identificéto matematisko modeli talak lietoja uz modeli bazétai
piebarosanas atruma kontroles (MPC) realizacijai. Sim noliikam veica ¢ eksperimentu sériju.

Istenota MPC pieeja attiecas uz ta saucamo ,zelta partijas” biomasas aug$anas
trajektorijas kontroli. P&tjjuma ari metodologiski paradits, ka doto principu var lietot vélamo
references piebaroSanas/biomasas augs$anas profilu atrasanai. Pirms eksperimenta operatoram
jaizvelas biomasas, substrata un tilpuma profilus, kurus uzstadit ka references. Lai aprékinatu
Sos references profilus, ir jazina modela parametru skaitliskas vertibas, piemeéram, biomasas
iznakums no substrata (Yys), maksimalais substrata patérina atrums (Qsmax), aptuvena, procesa
laika maksimali sasniedzama biomasas koncentracija (Xmax). L1dz ar uzkratas eksperimentalas
datubazes paplasinasanos iespéjams veikt precizaku modela parametru identifikaciju. Saja
sadala demonstréta procesa modeléSanas programma, kas lauj modelét procesu un izvéleties
model&tas trajektorijas par references profiliem. Saja programma var izvélgties eksperimentu
references profilus un sakotngjo piebarosanas atrumu. P&c procesa sakSanas MPC kontroles
algoritms veic izveleta sakotngja piebarosanas profila kontroli ar mérki procesa biomasas
profilu XVpre virzit pa references profila XVye trajektoriju. Velama references profila
noteikSanas demonstréjuma paradits, ka, ja netiek novérota nozimiga substrata uzkraSanas un
procesa produktivitati var palielinat palielinot piebaroSanas atrumu, tad sakotn&jais

piebarosanas profils nakamajos méginajumos var tikt palielinats. Pe€dgja darbiba var tikt
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atkartota no precesa uz procesu, lidz sasniegti maksimalie biomasas iznakumi. VE&lak
references profili no procesiem ar visaugstako produktivitati var tikt izmantoti ka references —

“zelta partijas” profili prieks vélama procesa realizacijas.

4.5.1. Automatiska piebaroSanas sakSana

Sakara ar fermentacijas procesos noverotajam atSkirigajam procesa sakotn&jas biomasas
(Xo) un glikozes (Sp) nosacijumiem, un sub-optimalu procesa kontroli biitiski atSkiras kultiiras
augSanas profili partijas procesa (pirms papildu piebarosanas) fazé dazadam procesa partijam
pat pie identisku piebarosanas profilu lietosanas. Tas nozimé, ka $ados procesos atskirsies
laiks kura tiks uznemta vidé sakotngji pieejama glikoze un, kura jasak kultiras papildu
piebarosana. Saja gadijuma, lai nelimitétu vai neparbarotu kultiiru, piebarosanas fazes sakumu

nepiecieSams nobidit viena vai otra virziena. Sis princips ieviests izstradataja MPC sist€ma.
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4.10. attéls. Procesa sakuma nosacijumi (Xo, So) un piebaro$anas saksanas laiks (tstart)
procesiem c-1-c-4

(--) Uzstaditie (modelétie) references profili, (+) biomasas novértéjums, (-) realizétais piebaroSanas atrums, ()

norade uz laika momentu (punktu), kura tiek sasniegta reference

Eksperimentalie rezultati radija, ka lidzigie Xo un So parametri c-1 un c-3 eksperimentos
(skat. 4.10. att.) rezultgjas ar piebarosanas uzsakSanu vienados laikos (210-212 min). Lidzigi
sakotngjie apstakli tika iegti eksperimentiem c-2 un c-4, kuros salidzinajuma ar c-1 un c-3
sakuma Xp bija zemaks, bet S — augstaks. Tomer atraka biomasas augSanas noveda pie ta, ka
piebaroSana sakas agrak, t. i., procesa 180-186 min. Laika atskaites punkti (skat. 4.10. att.),

kad biomasa sasniegusi uzstadito references vertibu, ir noraditi ar bultinam.
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4.5.2. Biomasas profila tieSsaistes kontrole

C eksperimentu s€rijas procesiem izraudzijas piebarosanas atrumus, kas deva biomasas
eksponencialu aug$anu 0,15-0,50 1/h robezas (skat. 4.11. att.). Sis eksperimentu sérijas
rezultati paraditi 4.12. un 4.13. attelos. Eksperimentos c-1-c-4 aprékinatais biomasas
daudzums un koncentracija procesa beigas attiecigi bija 157 g (65,8 g/l), 225 g (79,8 g/l), 290
g (93,2 g/l), un 227 g (78,5 g/l). Aprekinatas biomasas (XVendest)) un eksperimentali izm&ritas
biomasas (XVend(exp)) atSkiribas (Fend(est), Fend(exp)) NO references profiliem (XVyer) procesa beigas
(24 h) bija attiecigi 4,6 un 3,8 %. Mazakas XVest novirzes no references profiliem noverotas
procesa 20. stunda, kad vidgja atSkiriba, aprékinata no c-1-c-4 eksperimentiem, bija 3,0 %.
Sis atskiribas skaidrojamas ar to, ka ar modeli nebija iesp&jams pietiekami precizi modelét
biomasas stacionar0 augSanas fazi. Lai modelétu $o posmu ar augstaku precizitati,
nepiecieSams sarezgitaks modelis, kas nemtu véra ari iesp&jamo blakusproduktu (acetatu,
olbaltumvielu u. c.) veidosanos [131, 147] un biomasas fiziologisko stavokli (S$tnu
noveco$anu, dzivotsp&jigo $tnu attiecibu u. €.) [75]. Neparprotami, ari precizitate, ar kadu
izvelets (modeléts) kulttiras tilpuma references profils, ietekmes parametra rengesty vertibu.
Augstaka rengesty skaitliska vertiba salidzinajuma ar rengexp) norada uz to, ka biomasas
aprekinu kvalitati varétu uzlabot, veicot precizaku tilpuma aprékinasanu tieSsaisté. Turklat c-4
rezultati parada to, ka modela paramteri, kas izmantoti references profila izvele, konkrétaja
gadijuma nebija optimalie, kad eksponencialajai augSanas fazei tika izv€léts parlieku
paaugstinats piebaro$anas profils. Nemot véra c-4 sakuma apstaklus (Xo and Sp), modelis

neuzradija bitisku glikozes uzkrasanos procesa 11. stunda.
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4.11. attels. Biomasas specifiskais augSanas atrums realizétajos c-1-c-4 eksperimentos

Eksperimentos c-1 un c-2 butiska glikozes uzkrasanas piebarosanas laika netika
novérota. Savukart eksperimenta c-3 glikozes uzkrasanas (6,39 g/l) tika novérota procesa
beigu posma. Ta sakas procesa 16. stunda un turpinajas Iidz procesa beigam 4,61 g/l (16 h),
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6,39 g/l (17 h), 5,58 g/l (18 h), 2,77 g/l (19 h), 2,79 g/l (20 h), 2,23 g/l (21 h), 2,12 g/l (22 h), un
2,02 g/l (24 h). To var skaidrot ar parak augstu references piebaroSanas profilu sakot ar
procesa 15. stundu. Turklat §1 eksperimenta laika tika noveéroti palielinati/klidaini mérijjumu
rezultati 1idz 12. procesa stundai, kad procesa operatoru nomaina tika veikta (ievérojami
palielinatas vertibas procesa laika 9—11 h). Neskatoties uz to, biomasas references profils tika
sasniegts 2-3 h péc precizaku mérijjumu veikSanas. Eksperimenta c-4 piebarosanas profils tika
atbilstosi samazinats, un izv€l&ti nedaudz palielinati piebaroSanas atrumi references profilu
pirmajai dalai, lai parbauditu p&tamas kultiras atrakas augSanas sp&ju. Rezultata — pirmaja
piebarosanas profila dala tikai 2 parauga nemsanas brizos tika novérota glikozes uzkrasanas:
1,04 g/l (11 h) un 1,87 g/l (13 h). Atlikusaja procesa piebarosanas fazé glikozes koncentracija
neparsniedza 0,26 g/l
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4.12. attéls. Biomasas daudzuma kontroles rezultati c-1-c-3

(+) Uzstaditie (modelé&tie) references profili, (+) aprékinats tieSsaistg, (=) “rokas” glikozes analizes, (o) “rokas”

biomasas analizes, (-) realizétais piebarosanas atrums

NO Yxs Un Qsmax adaptacijas rezultatiem var iegiit vél papildu informaciju. Biomasas iznakums
no substrata ir parametrs, kas rada, cik efektivi galvenais oglekla avots tiek parveidots
biomasa. Lielaks iznakums norada uz to, ka patéréts mazak glikozes nevélamu

blakusproduktu sintéz€. Sakot no procesa 8.-9. stundas, nove€rota korelacija starp
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aprékinatajam Yys trajektorijam eksperimentiem c-1-c-4 (skat. 4.13. att. b). Augstakais
iznakums procesa beigas tika iegiits eksperimentos ar mazako un lielako piebaroSanas atruma
profilu, vidgji 0,57 g/g c-1 un 0,60 g/g c-3 eksperimentos. Eksperimentu c-2 un c-4
iznakumos tika novérota relativi maza atSkiriba — attiecigi 0,52 g/g un 0,54 g/g. Tas labi
korelé ar biomasas daudzumiem procesa beigas (231 g un 247 g), nemot véra, ka piebarota
substrata tilpums (Vs) $ajos procesos bija praktiski vienads. svax aprékinu rezultati rada, ka St
parametera identificéta vertiba veiktajos eksperimentos bija atskriga un mainijusies 1,05 + 0,2
g/g/h robezas. Iepriek$ minétais varétu biit saistitas ar doto eksperimentu atskirigiem substrata

limit€josiem apstakliem.
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4.13. attels. Biomasas daudzuma kontroles rezultati eksperimentam c-4 un apkopots
parametru vertibu identific€Sanas parskats eksperimentiem c-1—c-4.
a) (——) Uzstaditie (model&tie) references profili, (+) aprékinats tie$saistg, (=) «rokas» glikoze analizes, (o)

«rokas» biomasas analizes, (—) izmantotais piebaroSanas atrums. b) ¢-1 — ¢-4 salidzinajums. Biomasas, glikozes,

Yys UN Qsmax lTknes ir zim&tas un interpolétas starp «rokasy analitiskajiem mérijumiem, kas veikti ik pec 1-2 h

Lai salidzinatu MPC kontroles metodes lietojumu citas konfiguracijas reaktora, tika veikts
testa eksperiments vienreizlictojama laboratorijas bioreaktora (4.14. att. a un b). Lai
nodroSinatu kultiras augSanu bez kritiskas glikozes uzkrasanas un vienlaikus sasniegtu

94



salidzino$i labu biomasas iznakumu, $aja eskperimenta tika izmantots tas pats references
piebarosanas profils, kas tika lietots eksperimenta c-2. Biomasas un cukura sakuma
koncentracijas bija Iidzigas ka eksperimenta c-2. Tomgr iesp&jams, ka atskirigo temperatiiras
kontroles PID parametru dgél, kurus Iidz procesa sestajai stundai nacas korigét, procesa
sakuma tika noverotas biezas temperatiiras svarstibas 36,8 + 0,9 °C robezas. PID parametru
korekcija tika veikta, lai kompensétu reaktoru, galvenokart siltumapmainas elementu un to
virsmas laukumu, atSkiribas. Visticamak, tiesi Sis apstaklis izraisija ilgaku procesa lag fazi (3-
4 stundas) un daudz zemaku procesa biomasu $aja procesa stadija. Neskatoties uz to, kultiira
bija sp€jiga atgities un procesa 17. stunda pictuvoties references biomasai (skat. 4.14. att. a).
Piebarosana sakas procesa 210 miniit€. Procesa beigas biomasas iznakums bija 212 g (78,1
g/l). Noteiktas biomasas (rendest)) novirze no ieprieks uzstaditas references vertibas procesa

beigas bija 4,3 %. Glikozes koncentracija procesa laika neparsniedza 4,1 g/l.
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4.14. attels. Biomasas daudzuma kontroles rezultati (c-5-VLB) vienreizlietojamaja reaktora

un to salidzinajums ar c-2

a) (— —) Uzstaditais (model&tais) references profils, (+) aprekinats tieSsaistg, (=) off-line glikoze, (o)«rokas»
biomasa, (—) izmantotais piebaro$anas atrums. b) c-5-VLB un ¢-2 salidzinajums. Biomasas, glikozes, Yys UN Qspmax

liknes ir zimétas un interpolétas starp off-line analitiskajiem mérijjumiem, kas veikti ik p&c 1- 2 h
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Rekombinanta E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas kultivésanas procesa parastaja un
vienreizlietojamaja bioreaktora, tika paradita uz modeli bazeéta piebarosanas profila
noteikSanas un uz modeli bazétas kontroles ar prognozi, lietojums. Labaka sakritiba ar
references profilu tika noverota procesos, kuros nenotika butiska glikozes uzkrasanas, ka ari
visos procesos lidz stacionaras augSanas fazes sakumam ap procesa 20. h. Procesa beigas
aprékinata biomasas vidgja novirze no uzstaditas references vértibas bija 4,6 %, kas ir tuva
eksperimentali izméritajiem 3,6 %. Pateicoties secigi veiktajiem eksperimentiem, bija
iespéjams parbaudit dazada meroga un formas piebaroSanas profilus, saglabajot
eksponencialu augSanu ar Ipangjo augdanas atrumu 0,2, 0,3 un 0,4 + 0,05 h™'. Sada veida,
veicot piebarosanas profila izmainas, iesp&jams iegiit ta saukto "zelta partijas" piebaroSanas
profilu. Tika realizéts veiksmigs fermentacijas eksperiments vienreiz lietojama laboratorijas
méroga bioreaktora. Noteikta 4,3 % biomasas (rengesy) novirze no iepriek§ uzstaditas
references vértibas procesa beigas. Istenoto procesa kontroli un tas izpildi ir iesp&jams
uzlabot. Specifiskaka procesa modela pielagosana priek§ E. coli, pieméram, nemot véra
blakusproduktu, ka proteinu un acetatu sintézi/patérinu, un informaciju par biomasas
fiziologisko stavokli, ka $tinu novecos$ana, dzivotspgjigo $tnu attieciba u. C., biitu iesp&jams
uzlabot procesa modeléSanas precizitati. Precizaka tilpuma noteikSana, veicot Skiduma
pudeles vai reaktora tieSu svérSanu, ari uzlabotu biomasas noteikSanas un tas turpmakas
kontroles precizitati. leviesta metode ir Tstenota komerciali pieejama bioreaktoru sisteéma (A/S
«Biotehniskais centrsy) un ir paredz&ta piebarosanas atruma kontrolei dazada veida

mikroorganismu kultliru fermentacijas procesos [148].
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SECINAJUMI

Pétijumi par piebaroSanas atruma kontroli fermentacijas procesos paradijusi, ka S§is
procediras nodroS§inasanai augsta biomasas iznakuma iegliSanai nepiecieSama
fermentacijas procesa modelésana un izmekl€tu piebaroSanas atruma kontroles metozu
lietojums, kur péd&jais apstaklis vél joprojam ir ierobezots atbilstoSu analitisko un
instrumentalo riku triilkuma un pieejamibas del.

Kolbu eksperimentu pétijumi deva iesp€ju relativi 1sa laika novertét E. coli BL21 (DE3)
pBR327 augsanas raksturu, biomasas mérijuma precizitati un fermentacijas procesa izejas
modeli, kas talak veiksmigi lietots piebaroSanas atruma aprékinam bioreaktora
eksperimentiem. Izraudzitaja kultivéSanas barotné noteiktd, maksimali ieglistama
biomasa kolbu eksperimentos bija 3,5 % no iegiita maksimala optimizéta biomasas
iznakuma bioreaktora procesam.

Maksimalais biomasas iznakums 93,2 g/l iegiits bioreaktora fermentacijas procesa ar
kontrolétu biomasas specifisko augSanas atrumu (), kas nav lielaks par 0,45 1/h, un ar
zinamu substrata uzkrasanos kultiras vidé. Noteikta hepatita B kor-antigéna (HBcAg)
ieguvei vélama biomasas koncentracija lidz 80 g/l, kas ieglistama bez buitiska substrata
uzkrasanas ar kontrol&tu u, kas nav lielaks par 0,40 1/h.

Dazadas sarezgitibas matematiskie modeli un $o modelu parametri identificéti E. coli
BL21 (DE3) pBR327 procesa biomasas, substrata un acetatu modeléSanai. P&tijums
paradija, ka krietni sarezgitaks matematiskais modelis uzradija Iidzigu substrata un par
2,6 reizém labaku biomasas model&Sanas kvalitati salidzinajuma ar vienkarSoto modeli.

Kontrol&jot piebaroSanas atrumu péc pO; radijuma, visa vadibas diapazona tika realiz&ta
stabila pO, un substrata kontrole. Sada procesa ieguva biomasu, kas bija 0,63 reizes
mazaka par maksimali iegiito. Lietojot So piebarosanas strat€giju, iesp&jams nodro$inat
drosu/neparbarotu E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas procesu, tomer janem véra,
kadu iespaidu uz HBcAg iznakumu var atstat pazeminatais biomasas iznakums procesa
beigas.

Uz modeli bazeta piebaroSanas atruma kontroles sist€éma ar prognozi (MPC) tika radita
un aprobéta E. coli BL21 (DE3) pBR327 references piebaroSanas un biomasas profila
izvelei, automatiskai piebaroSanas uzsakSanai, piebaroSanas atruma un biomasas
augSanas atruma kontrolei procesa laika. Izmekletas piebaroSanas atruma kontroles
metodes ieviestas un aprobétas komercialas bioreaktoru sisteémas (A/S «Biotehniskais
Centrsy).
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