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MIKROORGANIZMU AUGIMO GREICIO AUTOMATINE VALDYMO SISTEMA IR
BUDAS

ISradime sritis

ISradimas yra susijes su bioreaktoriy automatinio valdymo sistema ir badu, konkreciai
automatine valdymo sistema, leidZian¢ia kontroliuoti mikroorganizmy kultiry kultivavimo

pProcesus.

Technikos lygio apraSymas

Pramoniniy biotechnologiniy procesy efektyvuma apsprendZia juose auginamos mikroorganizmy
kultiros ir jy kultivavimo reZimai. Mikroorganizmy kultivavimas atliekamas specialiuose
bioreaktoriuose, kuriuose sukuriamos tinkamos salygos mikroorganizmy kultiiry augimui.
Bioreaktoriuose specialiy valdikliy pagalba palaikoma racionali kultivavimo terpés temperatiira,
rigdtingumas ir tinkami kultivavimo terpés mai$ymo bei aeracijos reZimai. Svarbiausig jtaka
mikroorganizmy augimui turi kultiiros augimui bitinos maitinamosios terpés j bioreaktoriy
padavimas. Tradiciniuose periodiniuose kultivavimo procesuose visa maitinamoji terpé j
bioreaktoriy patiekiama kultivavimo proceso pradZioje ir kultivavimo procesai yra nevaldomi.
Siuo metu labiausiai paplitusivose paZangiuose mikroorganizmy kultivavimo procesuose
(kultivavimo procesai su pamaitinimu) maitinamoji terpé mikroorganizmams tiekiama
palaipsniui viso kultivavimo proceso vykdymo metu. Siuo metu néra Zinoma biidy, kaip
tiesiogiai su pakankamu tikslumu i$matuoti mikroorganizmy augimo greitj ir pagal tai valdyti
maitinamosios terpés padavima. Todél maitinamosios terpés j bioreaktoriy tiekimas daZniausiai
atliekamas programiniu biidu pagal i§ anksto numatyta maitinamosios terpés tiekimo j
bioreaktoriy grafika. Toks maitinamosios terpés tiekimas ir mikroorganizmy augimo greitio
valdymas yra netikslus, labai jautrus jvairiems trikdZiams ir sukelia didelius gaunamy
bioprodukty koncentracijy svyravimus. Kad padidinti mikroorganizmy augimo greicio valdymo
sistemy tikslumg ir uZtikrinti stabilias sintezuojamy bioprodukty koncentracijas bandoma kurti
netiesiogines mikroorganizmy augimo grei¢io reguliavimo ir valdymo sistemas. Siose sistemos
mikroorganizmy augimo greitis nustatomas netiesiogiai, panaudojant kity procesy kintamyjy

matavimo informacija bei specialias skai¢iavimo procediiras, o maitinamosios terpés |
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bioreaktoriy padavimo valdymas ir reguliavimas atlickamas atsiZvelgiant ] netiesiogiai
apskaiciuota mikroorganizmy augimo greitj.

Yra Zinomas netiesioginis mikroorganizmy augimo grei¢io reguliavimo budas (4kesson, M.
(1999). Probing control of glucose feeding in FEscherichia coli cultivations. ISRN
LUTFD2/TFRT-1057-SE. PhD thesis. Department of automatic control, Lund Institute of
Technology, Sweden) besiremiantis testiniais pamaitinan¢io substrato padavimo signalais ir
atitinkama i3tirpusio deguonies jutiklio signalo analize. Sio bado realizavimui proceso metu
reikalinga atlikti trumpo laikotarpio aktyvius testinius eksperimentus ir tai apriboja $io budo
taikyma realiuose pramoniniuose procesuose. Be to taikant §j metodg remiamasi lokaliniais
iStirpusio deguonies matavimo jutikliais, kurie nepilnai charakterizuoja bendra bioreaktoriaus
kultivavimo terpés biiseng.

JAV patentin¢je paraiSkoje Nr. US 08/289,610 yra apraSoma mikroorganizmy augimo grei¢io
reguliavimo sistema, keiianti maitinan¢io substrato padavima mikroorganizmy kultivavimo
metu. Valdymo sistema remiasi laboratoriniais maitinan¢io substrato koncentracijos matavimy
eksperimentais ir skaiiavimo procediiromis, kurios leidZia apskai¢iuoti maitinandio substrato
srauta sekanCio kultivavimo eksperimento etapui. Tadiau $i sistema praktiskai sunkiai
realizuojama pramoniniuose procesuose, reikalauja daug sgnaudy atliekant eksperimentinius
substrato koncentracijos bioreaktoriuje matavimus, be to sistemos palaikymas reikalauja daug
darbo sanaudy kalibruojant substrato matavimo metodus.

JAV patente Nr. US 7,521,203 (B2) yra apraSomas mikroorganizmy augimo grei¢io reguliavimo
budas, besiremiantis buferinio tirpalo tiekimo j bioreaktoriy srautu, kuris prie tam tikry salygy
yra proporcingas mikroorganizmy augimo greidiui. Sis buferinis tirpalas yra naudojamas
bioreaktoriaus terpés riig§tingumui palaikyti. Taciau paminétas biidas gali isSaukti didelius
regulivojamo augimo grei€io svyravimus, neZymiai pasikeitus kultivavimo terpés cheminei
sudétiai ir jos rigstingumui. Tai stabdo Sio budo taikyma pramoniniuose biotechnologiniuose
procesuose.

Artimiausias analogas yra netiesioginis mikroorganizmy augimo grei¢io reguliavimo buidas
(Kuprijanov, Artur, Schaepe, Sebastian, Aehle, Mathias, Simutis, Rimvydas, Liibbert, Andreas,
Improving cultivation processes for recombinant protein production. // Bioprocess and
Biosystems Engineering. Berlin : Springer. ISSN 1615-7591. 2012, Vol. 35, iss. 3, p. 333-340),
besiremiantis proceso metu nustatomu anglies dvideginio i8siskyrimo grei¢iu ir iSsiskirian¢io
anglies dvideginio kiekiu. Tafiau minéto biido praktinis realizavimas yra gana sudétingas,
kadangi reguliavimui realizuoti reikia i§ anksto Zinoti apytikri maitinancio substrato laikinj

profili. Be to §io biido tikslumg riboja tai, kad reguliatoriy parametrai néra adaptuojami
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mikroorganizmy kultivavimo metu ir tai sukelia dideles reguliavimo paklaidas keiciantis
biotechnologinio proceso dinamikai.

ISradimu yra i§vengiama minéty analogy trikumy ir yra jgyvendinamas pamaitinan¢io substrato
padavimas j bioreaktorius automating valdymo sistemg netiesioginiy matavimo metody pagalba,
tinkamai reguliuojant vartotojo uZsiduota mikroorganizmy kultiiros santykinj augimo greitj ir
tuo paciu uztikrinant gera procesy atsikartojamuma, aukstg sintezuojamy produkty koncentracijg
bei kokybe. Pasiiilyta automatiné valdymo sistema leidZia papras€iau ir stabiliau reguliuoti
vartotojo uZsiduota mikroorganizmy kultiiros santykinj augimo greitj ir tuo paciu jgalinti geresnj
procesy atsikartojamuma, auk$tesne sintezuojamy produkty koncentracija bei geresng produkty
kokybe.

Trumpas iSradimo aprasymas

Pasitilyta automatiné valdymo sistema kontroliuoja paduodamo j bioreaktoriy maitinancio
substrato srauta taip, kad bty uZtikrintas vartotojo uZsiduotas specifinis mikroorganizmy
augimo greitis. Mikroorganizmy augimo greitis nustatomas netiesioginiu biidu matuojant
bioreaktoriuje kultivuojamos kultiiros deguonies sunaudojimo greitj. Valdymo sistema realizuota
kombinuoto reguliatoriaus pagalba, kuris bendrag maitinan¢io substrato srautg formuoja i3 dviejy
daliy: bazinis substrato srautas yra nustatomas i3 koreliacijos tarp sunaudojamo substrato ir jam
oksiduoti reikalingo deguonies kiekio, o koreguojantis substrato srautas nustatomas priklausomai
nuo paklaidos tarp uZduoto ir bioreaktoriuje stebimo deguonies sunaudojimo grei¢io. Norint
iSvengti atsitiktiniy proceso trikdZiy jtakos produkto kokybei uzduotas deguonies sunaudojimo
greitis papildomai koreguojamas pagal uZduoto ir bioreaktoriuje stebimo sunaudoto deguonies
kiekio santykj. Kad uztikrinti auksta reguliavimo kokybe keiiantis kultivuojamo proceso
dinamikai, automatino reguliatoriaus suderinimo parametrai kei¢iami adaptyviai, priklausomai

nuo mikroorganizmo kulttiros deguonies sunaudojimo greiéio.

Trumpas bréZiniy apraSymas

Kiti iSradimo poZymiai ir privalumai yra apraomi detaliame i§radimo apraSyme su nuoroda j

Zemiau pateiktus bréZinius:

Pav. 1 yra pavaizduota substrato padavimo j bioreaktoriy automatinés valdymo sistemos schema



Detalus iSradimo aprasymas

Turéty biiti suprantama, kad daugybé konkreciy detaliy yra iSdéstytos, siekiant pateikti pilng ir
suprantamg iSradimo pavyzdinio jgyvendinimo apraSymg. Tadiau srities specialistui bus aisku,
kad i8radimo jgyvendinimo pavyzdziy detalumas neapriboja idradimo jgyvendinimo, kuris gali
biti jgyvendintas ir be tokiy konkrefiy nurodymy. Gerai Zinomi budai, procediiros ir
sudedamosios dalys nebuvo detaliai apra$yti, kad iSradimo jgyvendinimo pavyzdZiai nebiity
klaidinantys. Be to, Sis apra§ymas neturi biiti laikomas apribojan¢iu pateiktus jgyvendinimo
pavyzdZius, o tik kaip jy jgyvendinimas.

Atlikus biotechnologinio proceso eksperimentiniy duomeny analize ir i¥nagrinéjus panasiy
mikroorganizmy kultiiry kultivavimo duomenis, yra parenkamas racionalus mikroorganizmy
specifinio augimo greicio laikinis profilis u(z). PavyzdZiui pirmoje proceso kultivavimo fazéje
yra parenkamas specifinis mikroorganizmy augimo greitis p(t), kuris sudaro apie 90%
maksimalaus augimo greicio, t.y. u(#) ~ 0.9 pmax. Antroje kultivavimo fazéje yra parenkamas
toks specifinis augimo greitis, kuris sudaro optimalias salygas sintezuojamo produkto skyrimuisi.
Pagal pasirinktg augimo grei¢io profilj 4(#) ir pradinj mikroorganizmy biomasés kiekj X (0) yra
skai¢iuojamas mikroorganizmy biomasés X{(2) ir augimo greidio u(t)X(z) kitimas nuo proceso
pradZios ¢ =0, iki proceso pabaigos ¢ = # . Tam skaitiniais metodais integruojama

diferencialiné lygtis [1]:

& = HOX© [1]

d
ir taikant integravimo metu gautas reikimes X(¢) ir w(®)X(?) pagal iSraika [2] yra
paskaitiuojama, kaip proceso metu bioreaktoriuje (3) turéty keistis deguonies sunaudojimo

greitis , DSG (t), kai proceso metu realizuojamas pasirinktas () profilis :
DSG(t) = K;u(e)X(t) + K, X(t) , [2]

¢ia K; ir K; yra konstantos, nustatomos konkre&iam procesui i¥ turimy eksperimentiniy
duomeny.

Toliau integruojant laike deguonies sunaudojimo DSG(?) iSraiska [2] gaunamas deguonies
sunaudojimo kultivavimo metu kiekis DSK{(?). Toks DSK(t) yra stebimas kultivavimo proceso
metu, jeigu proceso metu yra palaikomas vartotojo pasirinktas specifinis mikroorganizmy

augimo greitis 4(¢). Jei mikroorganizmy kultivavimo metu yra palaikomi auk$ciau paskaiciuoto
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deguonies sunaudojimo grei¢io DSG(t) ir deguonies sunaudojimo kiekio DSK(#) laikiniai
profiliai, tuo paéiu kultivavimo proceso metu yra iSlaikomas vartotojo pasirinktas
mikroorganizmy specifinio augimo grei¢io profilis u(?). Taigi Sioje automatinio valdymo
sistemoje specifinio augimo grei¢io valdymo uZdavinys transformuojamas | DSG(?) ir DSK(t)
valdymo uzdavin;.

Pav. 1 pavaizduota mikroorganizmy augimo grei¢io automatiné valdymo sistema, susideda i
adaptyvaus reguliatoriaus 1, bazinio pamaitinimo srauto skai¢iuoklio 2, bioreaktoriaus 3,
deguonies sunaudojimo grei¢io ir deguonies sunaudojimo kiekio skai¢iuoklio 4, sumatoriy 5 ir 6
bei aritmetiniy jtaisy 7 ir 8.

Automatinés valdymo sistemos kombinuotas reguliatorius (1) j reaktoriy (3) paduodamo
maitinan¢io substrato bendrg srauta formuoja i§ dviejy daliy, pagal kultivuojamos kultiros
deguonies sunaudojimo greitj: bazinio substrato srauto, kuris yra nustatomas i§ koreliacijos tarp
sunaudojamo substrato ir jam oksiduoti reikalingo deguonies kiekio, ir koreguojancio substrato
srauto, kuris nustatomas priklausomai nuo paklaidos tarp uZduoto ir bioreaktoriuje stebimo
deguonies sunaudojimo grei¢io. Tam, kad bty i$vengta atsitiktiniy proceso trikdZiy jtakos
produkto kokybei, uZduotas deguonies sunaudojimo greitis yra papildomai koreguojamas pagal
uzduoto ir bioreaktoriuje (3) stebimo sunaudoto deguonies kiekio santykj.

Mikroorganizmy kultivavimo metu bazinio pamaitinimo srauto skai¢iuokliu (2) bioreaktoriuje
(3) yra nustatomas deguonies sunaudojimo greitis DSGy() ir deguonies sunaudojimo kiekis
DSK(?). Sis dydis yra palyginamas su vartotojo pasirinktam specifinio augimo greicio profiliui
u(t) paskaiCivotu DSG(z) dydziu. Pagal $iy dydZiy skirtumg reguliatorius (1) suformuoja
pamaitinancio substrato srauto korekcija AF. Bazinis pamaitinanéio substrato srautas (F) yra
paskaiiuojamas aritmetiniame jtaise (7), atsiZvelgiant j pagal vartotojo reikalavimus
suformuotg deguonies sunaudojimo greitj DSG(z) ir koreliacing israiska tarp sunaudojamo
substrato kiekio ir jam oksiduoti reikalingo deguonies kiekio. Si koreliacija nustatoma kiekvienai
mikroorganizmy kultfirai eksperimentiskai. Bazinis pamaitinan¢io substrato srautas (F) ir
srauto korekcija (AF) yra apjungiami sumatoriuje (6) ir suminis srautas yra paduodamas j
bioreaktoriy (3). Kultivavimo metu aritmetiniame ijtaise (7) taip pat yra skaiiuojamas
deguonies sunaudojimo kiekio bioreaktoriuje DSK,() ir pagal vartotojo poreikius planuoto
deguonies sunaudojimo kiekio DSK(#) santykis. Jei dél jvairy mikroorganizmy kultivavimo
proceso trikdZiy Sis santykis pradeda skirtis nuo vieneto, aritmetiniame jtaise (8) atitinkamai yra
pakoreguojamas (padidinamas arba sumazinamas) vartotojo suformuotas deguonies sunaudojimo
grei¢io DSG(t) nuostatas.

Isradimas yra skirtas kontroliuoti mikroorganizmy kultiiry kultivavimo procesus, pritaikant

racionalius pamaitinancio substrato tiekimo j bioreaktoriy reXimus, kurie parenkami taip, kad



6

uztikrinti vartotojo nustatytg mikroorganizmy kultiros specifinj augimo greitj. Tinkamas
pamaitinimo reZimy realizavimas jgalina gauti stabilius, atsikartojanéius biotechnologinius
procesus, padidina tiksliniy sintezuojamy produkty koncentracija ir kokybe.

Nors iSradimo apra§yme buvo i§vardinta daugybé charakteristiky ir privalumy, kartu su iSradimo
struktlirinémis detalémis ir poZymiais, apra§ymas yra pateikiamas kaip pavyzdinis i$radimo
iSpildymas. Gali buti atlikti pakeitimai detalése, ypatingai medzZiagy formoje, dydyje ir
i8déstyme nenutolstant nuo iSradimo principy, vadovaujantis pladiausiai suprantamomis

apibrézties punktuose naudojamy sgvoky reik$mémis.



I$radimo apibreéZtis

1. Mikroorganizmy augimo grei€io valdymo sistema apimanti biorektoriy (3),besiskiriant
i tuo, kad apima adaptyvy kombinuotg reguliatoriy (1), bazinio pamaitinimo srauto
skai¢iuoklj (2), deguonies sunaudojimo greicio ir deguonies sunaudojimo kiekio skai¢iuoklj

(4), sumatorius (5, 6) ir aritmetinius jtaisus (7, 8).

2. Mikroorganizmy augimo grei¢io valdymo biidas naudojant sistema pagal 1 punkta, apimantis
netiesioginj kultivuojamos kultiiros deguonies sunaudojimo grei¢io nustatymg ir substrato
tiekimg j biorektoriy pagal nustatyta mikroorganizmy deguonies sunaudojimo greitj, be sisk

iriantis tuo, kad apima Zingsnius:
a) yra parenkamas racionalus mikroorganizmy specifinio augimo grei¢io laikinis profilis;

b) pagal pasirinkta augimo grei¢io profilj ir pradinj mikroorganizmy biomasés kiekj yra
skai¢iuojamas mikroorganizmy biomasés ir augimo greiio kitimas nuo proceso
pradZios, iki proceso pabaigos;

¢) integruojama deguonies sunaudojimo greigio iSraiska tam, kad bity gautas deguonies
sunaudojimo kiekis, kultivavimo metu;

d) yra formuojamas maitinan¢io substrato srautas i§ dviejy daliy,

e) pirmos dalies srautas ir antros dalies srautas yra apjungiami sumatoriuje (6) ir suminis

srautas yra paduodamas j bioreaktoriy (3);

f) deguonies sunaudojimo greitis papildomai koreguojamas pagal uZduoto ir bioreaktoriuje

stebimo sunaudoto deguonies kiekio santykj;

g) automatino reguliatoriaus suderinimo parametrai kei¢iami adaptyviai, priklausomai nuo

mikroorganizmo kultiiros deguonies sunaudojimo grei¢io.

3. Budas pagal 2 punkts, kuriame mikroorganizmy biomasés ir augimo greigio kitimo nuo
proceso pradZios iki proceso pabaigos skai¢iavimas yra atlickamas integruojant diferencialine
lygti, o naudojant integravimo metu gautas reikimes yra paskaiiuojamas deguonies
sunaudojimo grei¢io pokytis bioreaktoriuje (3), kai proceso metu yra realizuojamas

pasirinktas profilis.



4. Bidas pagal 2 punkta, kuriame kaip minéta pirma srauto dalis yra nustatomas bazinis
substrato srautas i§ koreliacijos tarp sunaudojamo substrato ir jam oksiduoti reikalingo
deguonies kiekio, o kaip minéta antra srauto dalis yra nustatomas koreguojantis substrato

srautas, priklausomai nuo paklaidos tarp uZduoto ir bioreaktoriuje stebimo deguonies

sunaudojimo greiio.

5. Buidas pagal 4 punkta, kur substrato bazinio srauto nustatymas apima Zingsnius:

1) deguonies sunaudojimo grei¢io ir deguonies sunaudojimo kiekio nustatyma bioreaktoriuje

(3), bazinio pamaitinimo srauto skai¢iuokliu (2);

ii) Zingsnyje i) gauto dydZio palyginima su deguonies sunaudojimo greiéiu, paskai¢iuotu i§
anksto parinktam specifinio augimo grei¢io profiliui;

iil) pamaitinanc¢io substrato srauto korekcijos formavima reguliatoriuje (1) pagal Zingsnyje
i1) gauta dydziy skirtuma;,

iv) bazinio pamaitinancio substrato srauto skai¢iavima aritmetiniame jtaise (7), atsizvelgiant

i deguonies sunaudojimo greitj ir koreliacing iSrai¥kg tarp sunaudojamo substrato kiekio ir

jam oksiduoti reikalingo deguonies kiekio.
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