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ISradimas atskleidzia maitinancio substrato tiekimo j bioreaktoriy badg. Konkreciau, tai eksperimentiniy duomeny analize
pagristas trikdziams atspariy (angl. robust) maitinimo profiliy formavimo ir adaptavimo bldas, skirtas racionaliai valdyti pusiau-
periodiniy rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesus ir uztikrinti iy procesy stabiluma, atsikartojamuma ir aukstg naSuma. Bldas
paremtas gliukozés sunaudojimo kultivavimo terpéje reguliavimu, taikant tinkamai paruostus atsparius trikdZiams maitinimo gliukoze
algoritmus, kurie formuojami, remiantis pirminiy kultivavimo eksperimenty ir specializuoty eksperimenty su rekombinantiniy E.coli
bakterijomis duomenimis. Tiekiamos gliukozés maitinimo profiliy atsparumas trikdziams uztikrinamas formuojant tinkamus gliukozes
sunaudojimo greiéio limitavimo lygius E.coli bakterijy kuitivavimo metu. Profiliy adaptavimas atliekamas realiu laiku, naudojant
specializuota, programinio jutiklio pagrindu sukurtg indikatoriy, kuris signalizuoja apie bioreaktoriaus terpéje besikaupiancia
pertekline gliukozés koncentracija. Indikatoriaus reikS§meés jvertinamos pagal sunaudoto deguonies kiekio santykj su tiekiamos j
bioreaktoriy gliukozés kiekiu per pasirinkta kultivavimo laiko intervalg. Gautos indikatoriaus reik8mes lyginamos su indikatoriaus
reikdmeémis, nustatytomis etaloniniam procesui, kurio metu uZtikrinamas tinkamas proceso atsparumas trikdZiams ir aukstas
sintezuojamo tikslinio rekombinantinio baltymo kiekis. Remiantis gautomis nuokrypomis, valdiklio pagalba realiu laiku adaptuojamas
etaloninis gliukozés maitinimo profilis.
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ISRADIMO SRITIS

ISradimas susijes su bioreaktoriy automatinio valdymo technologijomis.
Konkreéiau, jis atskleidZzia bildg automatiSkai valdyti mikroorganizmy kultdry
kultivavimo sglygas, parenkant racionalius maitinangio substrato tiekimo |
bioreaktoriy rezimus, kurie uztikrinty trikdZiams atsparius ir auk$to nasumo

atsikartojancius rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesus.
TECHNIKOS LYGIS

Didelé dalis rekombinantiniy baltymy, taikomy biomedicininiams tikslams,
S§iuo metu yra iSgaunama vykdant pusiau-periodinius rekombinantinés E.coli
bakterijos kultivavimo procesus specialiuose bioreaktoriuose. Dél greito augimo ir
auksto tikslinio produkto sintezés greicio, E.coli bakterijos yra ypa€ naudingos didelio

masto pramoninei rekombinantiniy baltymy gamybai.

Tradiciniuose periodiniuose kultivavimo procesuose (angl. batch-cultivation
processes) visa maitinamoji terpé j bioreaktoriy patiekiama kultivavimo proceso

pradzioje ir kultivavimo procesai yra nevaldomi.

Siuolaikiniuose paZangiuose rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesuose
maitinamoji terpé mikroorganizmams tiekiama palaipsniui viso kultivavimo proceso
vykdymo metu (pusiau-periodiniai kultivavimo procesai, angl. Fed-Batch Cultivation
Processes). Toks bakterijy kultivavimo budas leidZia kontroliuoti substrato
(daugiausia, gliukozés) koncentracijg kultivavimo terpéje taip, kad bity iSvengiama
bakterijy augimo grei¢io slopinimo dél auksty substrato koncentracijy ir baty
ribojamas Salutiniy produkty susidarymas, kurie mazina bakterijy augimo greitj ir

tikslinio produkto sintezés greit).

Maitinancio substrato (daugiausiai, gliukozés) tiekimo | bioreaktoriy greitis yra
pagrindinis faktorius, lemiantis rekombinantiniy E.coli aerobinio auginimo procesy
valdomumag, atsparuma trikdziams (angl. robustness), atsikartojamuma ir tikslinio
rekombinantinio baltymo sintezés greitj. Todél efektyviy ir atspariy trikdZziams
substrato tiekimo j bioreaktoriy profiliy paruoSimas ir realizavimas yra svarbiausias
zingsnis, jgyvendinant efektyvius rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesus
pramoniniuose bioreaktoriuose. Kai substrato srauto dydis tiekiamas | bioreaktoriy
nepakankamas, atitinkamai, yra apribojamas rekombinantiniy E.coli bakterijy augimo

greitis, ir tuo paciu sumazéja proceso produktyvumas. Kita vertus, kai tiekiamo



LT 6861 B

substrato srautas virSija® E.coli bakterijy maksimaliai galima jsisavinti substrato
srauta, kultivavimo terpéje pradeda kauptis pertekliné gliukozé ir Salutiniai
metabolizmo produktai, daugiausia acetatas. Sie produktai mazina E.coli bakterijy

augimo greitj ir tikslinio produkto sintezés greitj produkto formavimo fazeje.

Yra zinoma eilé sprendimy, kuriuose atskleisti jvairis maitinancio substrato

srauto tiekiamo j bioreaktorius formavimo ir realizavimo metodai.

JAV patente US5595905A (suteiktas 1997.01.21) yra apraSyta maitinancio
substrato padavimo j bioreaktoriy reguliavimo sistema, skirta pusiau-periodiniams
bakterijy arba mieliy kultivavimo procesams. Valdymo sistema remiasi laboratoriniais
maitinancio substrato koncentracijos matavimy eksperimentais ir skaiciavimo
proceddromis, kurios leidzia apskaidiuoti maitinan€io substrato srautg sekancio
kultivavimo eksperimento etapui. Sios valdymo sistemos taikymas kultivavimo
procesams neuztikrina procesy atkartojamumo tais atvejais, kai kultivavimo proceso
pradzioje mikroorganizmy koncentracija ir kultiros pradinis augimo greitis nors
nezymiai skiriasi nuo standartinio kultivavimo proceso salygy. Tokia sistema taip pat
yra neefektyvi, jei tikslinio produkto sintezés fazéje reikalinga uztikrinti substrato
sunaudojimo greitf mazesnj uz maksimaly. Taip pat, tokia sistema sunkiai
realizuojama pramoniniuose kultivavimo procesuose, nes reikalauja daug sgnaudy
atliekant daznus eksperimentinius substrato koncentracijos bioreaktoriuje matavimus,
o sistemos palaikymas reikalauja papildomy darbo sgnaudy kalibruojant substrato

matavimo metodus.

Kitas Zinomas maitinanéio substrato tiekimo badas apradytas JAV
patentuose US6955892B2 (suteiktas 2005) ir US7521203B2 (suteiktas 2009), kur
substrato srautas reguliuojamas reguliatoriaus pagalba, pagal nuokrypg nuo
uzduotos ir esamos istirpusio deguonies koncentracijos, pO2, bioreaktoriaus terpeje,
tuo paciu metu deguonies tiekimg | bioreaktoriy reguliuojant taip, kad palaikyti
pastovy kultlrinés terpés pH. Kai kultivavimo terpéje pradeda trokti substrato, tada
sumazéja mikroorganizmy augimo greitis ir pakyla terpéje iStirpusio deguonies
koncentracija pO.. Tiekiamo substrato srauto reguliatorius jvertina nuokrypg tarp
uzduotos ir esamos pQO; reikSmés ir atitinkamai koreguoja tiekiamg maitinancio
substrato srautg. Sio bado trikumas tas, kad dél stiprios dviejy reguliavimo sistemy
(pH ir pOy) tarpusavio sgveikos yra sunku uztikrinti sistemy atsparuma trikdziams ir

tinkama tiekiamo substrato srauto reguliavimo kokybe bei stabilumg. Jeigu sistemoje
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dél jvairiy trikdziy padidéja substrato koncentracija, terpéje pazZeidziamos E.coli

kultivavimo proceso valdomumo savybés ir kultivavimo procesas tampa nestabiliu.

Dar vienas maitinan€io substrato srauto tiekimo | bioreaktoriy budas
aprasytas JAV patente US6284453B1 (suteiktas 2001), kur substrato srautas
reguliuojamas siekiant palaikyti uzduotg E.coli bakterijy augimo greitj, kuris
nustatomas i§ eiles tiesioginiy ir netiesioginiy matavimy. Sis metodas negali utikrinti
procesy pakankamo atsparumo trikdZziams ir atsikartojamumo, nes dél tipiniy trikdziy
kultivavimo metu (substrato tiekimo grandinés trikdZiai, puty gesinimo tirpalo
padavimo sukelti trikdziai, pradinés mikroorganizmy koncentracijos ir aktyvumo
svyravimai) tik augimo greitj reguliuojanti sistema negali garantuoti uZsiduoty
kultivavimo proceso kintamujy integraliniy ver€iy sekimo, tai yra, uzsiduoty biomasés
ir tikslinio produkto koncentracijy reik8miy sekimo kultivavimo proceso metu ir jo
pabaigoje. Tuo padiu, Sis metodas negali uZtikrinti tinkamo kultivavimo procesy
atsikartojamumo. Taip pat, Siam metodui realizuoti reikalinga vykdyti matavimus,

kuriuos atlikti pramoniniuose bioreaktoriuose gali bati sudétinga.

Akesson, M. (1999) [1] disertacijoje aprasSytas maitinan€io substrato
reguliavimo biidas, besiremiantis testiniais maitinan€io substrato srauto padavimo |
bioreaktoriy signalais ir atitinkama istirpusio deguonies jutiklio signalo analize.
Tiekiamo | bioreaktoriy substrato srautas parenkamas taip, kad jo padidinimas dar
galéty isSaukti bakterijy augimo padidéjima, bei atitinkamai iStirpusio deguonies
koncentracijos terpéje mazéjima. Tokiy testavimo poveikiy pagalba parenkant
maitinanéio substrato srauto dydj, iSvengiama perteklinio substrato kaupimosi
bioreaktoriuje. Taciau Sio budo realizavimui kultivavimo proceso metu reikalinga
atlikti trumpo laikotarpio, aktyvius testinius substrato srauto paduodamo j bioreaktoriy
keitimo eksperimentus ir tai apriboja Sio budo taikymg realiuose pramoniniuose

procesuose.

Netiesioginis maitinancio substrato reguliavimo budas aprasytas Kuprijanov
A. et al. (2012) straipsnyje [2]. Siuo bldu, maitinanéio substrato srautas keitiamas
taip, kad palaikyti uzsiduoty iSsiskirianéio anglies dvideginio kiekio profilj kultivavimo
metu. Tadiau minéto budo praktinis realizavimas yra gana sudétingas, kadangi
reguliavimui realizuoti reikia i§ anksto Zinoti i8siskirian¢io anglies dvideginio kiekio ir
greidio profilius. Be to, $io bido tiksluma riboja tai, kad reguliatoriy parametrai néra

adaptuojami mikroorganizmy kultivavimo metu ir tai sukelia dideles reguliavimo
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paklaidas, kei€iantis biotechnologinio proceso dinamikai.

Dar vienas netiesioginis maitinanéio substrato reguliavimo bidas apraSytas
LT patente LT6395B (prioriteto data: 2015.07.24), kuriame substrato srautas
kei¢iamas taip, kad baty uztikrintas gamybos operatoriaus uZduotas specifinis
mikroorganizmy augimo greitis, kuris nustatomas netiesioginiu bidu matuojant
bioreaktoriuje auginamos kultiiros deguonies sunaudojimo greitj ir kiekj. Sio metodo
pagrindinis trikumas yra tas, kad dél jvairiy trikdZiy padidéjus substrato
koncentracijai bioreaktoriaus terpéje virS tam tikros ribos, kultivavimo procesas
praranda valdomumo savybes, todél didinant substrato srautg nebegalima pasiekti
uzsiduoty deguonies sunaudojimo greicio bei kiekio reikSmiy, dél Sios prieZasties
substratas toliau kaupiasi bioreaktoriuje, kultivavimo procesas tampa nestabilus ir jo

produktyvumas stipriai krenta.

Esamam iSradimui artimiausias analogas yra maitinan€io substrato srauto
reguliavimo metodas pusiau-periodiniams rekombinantiniy E.coli kultivavimo
procesams, aprasytas straipsnyje [3] V. Galvanauskas et al. (2018). Siame metode,
trikdziams atsparis maitinancio substrato profiliai yra apskai€iuojami, remiantis
kultivavimo proceso matematiniais modeliais. Pagrindinis Sio metodo trikumas yra
tas, kad maitinimo profiliy formavimui reikalinga sukurti adekvacius rekombinantines
E.coli kultivavimo proceso matematinius modelius vystomiems procesams. Tai
reikalauja dideliy darbo ir laiko sanaudy, todél Sio metodo taikymas pramoniniuose

kultivavimo procesuose yra ribotas.

Sis i§radimas sukurtas siekiant idvengti auk&&iau apZvelgtuose
sprendimuose pastebéty trikumy ar ribotumy. Jame siekiama paprasé€iau ir stabiliau
reguliuoti j bioreaktoriy tiekiamo maitinan€io substrato srautg, uZtikrinant geresnj
kultivavimo proceso atkartojamuma ir sintezuojamy tiksliniy produkty aukstesnius

koncentracija bei kiekj.
ISRADIMO ESME

Sis iSradimas atskleidZia eksperimentiniy duomeny analize pagrijstg
trikdziams atspariy (angl. robust) substrato maitinimo profiliy karimo ir adaptavimo
blidg, kuris uztikrina geresnj rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesy stabiluma,
atkartojamuma, ir aukstg tikslinio baltymo sintezés produktyvuma. Bldas apima

keturis pagrindinius zZingsnius.
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Pirmame Zingsnyje: atliekamas eksperimentinis rekombinantiniy E.coli

kultivavimas, kurio metu bakterijy auginimas néra limituojamas ir bioreaktoriaus

terpéje palaikoma auksta gliukozés koncentracija (1-2 g/L).

Antrame Zingsnyje: gauti eksperimentiniai bakterijy sunaudojamos gliukozés

kiekio duomenys apdorojami, taikant Zzinomg lyginanéiy splainy technikg ir
nustatomas nelimituoto augimo kultivavimo proceso gliukozés sunaudojimo greicio
profilis, atitinkamai, E.coli augimo ir tikslinio produkto sintezés fazéms. Remiantis
Siais rezultatais, suplanuojami atsparis trikdziams augimo limitavimo ir maitinancio
substrato srauto padavimo | bioreaktoriy profiliai abejoms rekombinantinés E.coli
kultivavimo proceso fazéms. Augimg limituojantys substrato maitinimo profiliai leidzia
vykdyti stabilius ir atsikartojan€ius E.coli kultivavimo procesus, kurie yra atsparus
jvairiems proceso trikdZziams ir galimiems pradinés biomasés koncentracijos ir

aktyvumo svyravimams.

TreCiame zingsnyje: atliekami E.coli limituoto augimo kultivavimo

eksperimentai su suformuotais limituoto E.coli augimo substrato maitinimo profiliais ir
atrenkamas substrato maitinimo profilis, kurio realizavimas leidZia vykdyti atspary
trikdziams, auks$to produktyvumo rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesa. Toks
kultivavimo procesas apibréziamas kaip etaloninis kultivavimo procesas. Siam
etaloniniam kultivavimo procesui papildomai nustatomas proceso stabilumo
indikatoriaus profilis, kuris randamas paskai€iuojant sunaudoto deguonies kiekio
santykj su tiekiamos j bioreaktoriy gliukozés kiekiu per pasirinktg kultivavimo laiko

intervala.

Ketvitame Zingsnyje: pagal nustatyta etaloninj kultivavimo procesg ir

suformuotg etaloninj substrato maitinimo profilj atliekami pramoniniai E.coli
kultivavimo eksperimentai. Jy metu realiuoju laiku nustatomos auk$iau minéto
kultivavimo proceso stabilumo indikatoriaus reik8mes, jos lyginamos su etaloninio
proceso indikatoriaus reik8mémis ir apskaiCiuojamos atitinkamos nuokrypos.
Nuokrypy augimas signalizuoja apie galimg nepageidauting gliukozés koncentracijos
kaupimg bioreaktoriaus terpéje. Remiantis gautomis nuokrypy reikSmémis proceso

valdiklis realiuoju laiku adaptuoja etaloninj gliukozés maitinimo profil;.

Sis E.coli kultivavimo proceso valdymo budas efektyvus ir taikytinas

pramoniniuose E.coli kultivavimo procesuose / bioreaktoriuose, nes:
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¢ nereikalauja i§ gamybos operatoriaus specializuoty modeliavimo ir valdymo
teorijos Ziniy, kadangi yra paremtas eksperimentiniais duomenimis bei kultivavimo

proceso metu atliekamais nesudétingais matavimais;

e kultivavimo proceso metu yra taikomi maitinanéio substrato srauto profiliali,
pasizymintys aukS$tu atsparumu trikdziams, leidziantys pramoniniame bioreaktoriuje
automatiskai ir realiu laiku juos, Siuos profilius, adaptuoti, jei dél dideliy trikdziy
kultivavimo proceso savireguliuojancios savybés nebegali kompensuoti bioreaktoriuje
atsiradusiy E.coli bakterijy augimo nuokrypiy bei kultivavimo procesas pereina |

nestabilig (nebevaldoma) bisena;

e leidzia paprasCiau ir stabiliau reguliuoti j bioreaktoriy tiekiamo substrato
srautg, tuo paciu - uztikrinti geresnj kultivavimo procesy atsikartojamuma, auk$tesne

sintezuojamy tiksliniy produkty koncentracijg bei kiekj.
BREZINIY APRASYMAS

ISradimo pozymiai ir privalumai yra aprasomi detaliame iSradimo aprasyme

su nuorodomis j Zemiau pateiktus bréZinius:

1 pav. pavaizduoti valdymo budas ir jo Zingsniai: formuoti bei adaptuoti
atsparius trikdziams maitinimo profilius pusiau-periodiniy rekombinantiniy E.coli

kultivavimo procese.

2 pav. kultivavimo proceso esminiy parametry kitimo grafikai, nelimituoto
maitinimo gliukoze pusiau-periodinio E.coli auginimo proceso metu (Px - tikslinio
baltymo santykiné dalis lgsteléje,%, 0,07Px-X - tikslinio baltymo koncentracija
kultivavimo terpéje, g/kg, cumFg — gliukozés kiekis patiektas j bioreaktoriy, kg, X —
biomasés koncentracija terpéje, g/kg, W —kultivavimo terpés svoris, kg, OUR -

deguonies sunaudojimo greitis, g/kg/val.

3 pav. gliukozés maitinimo profiliai ir esminiy proceso kintamyjy skirtingi
grafikai, atitinkantys skirtingus gliukozés vartojimo grei€io limitavimo lygius (85%,
90%, 95% ir neribotas).

4 pav. esminiy proceso parametry grafikai, naudojant trikdZziams atspary
maitinimo profilj tipiniame E.coli kultivavimo procese, su trikdZiais (Xq(0)=0,95X(0),

Omax_d = 0,9850max, 0¢ = 0,50 trumpuoju laikotarpiu), ir be trikdziy.

5 pav. kultivavimo proceso kokybés pablogéjimas, kai maksimalus specifinis
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gliukozés vartojimo greitis sumazeéja 4%.

6 pav. etaloninio maitinimo profilio adaptavimas realiu laiku a)
bioreaktoriaus ir Pl valdiklio su maitinimo profiliu schema b) deguonies pasisavinimo

i$ gliukozés jvertis Your/Fg - grafikas gautas 30 sekundziy slenkancio lango metodu.

7 pav. maitinimo profilio adaptavimo realiuoju laiku pavyzdys ir rezultatai

rekombinantiniy E.coli kultivavimo procese.
DETALUS iISRADIMO APRASYMAS

Maitinimo profiliy formavimo ir adaptavimo bido detalés atskleidziamos,
siekiant pateikti pilng ir suprantama iSradimo pavyzdinio jgyvendinimo aprasyma.
ISradimo jgyvendinimo konkre€iy pavyzdzZiy detalumas neapriboja iSradimg
jgyvendinti kitais variantais, kurie galéty bati jgyvendinti ir be tokiy konkreciy
nurodymy. Gerai zZinomos procediros ir sudedamosios dalys nebuvo detaliai
apraSytos, kad iSradimo pavyzdzZiai nebuty klaidinantys. Metodo jgyvendinimo
konkretus pavyzdys ir konkreCios salygos neapriboja metodg taikyti kitiems

panasiems E.coli kultivavimo procesams.

Metodiné Zingsniy seka. Budo formuoti ir adaptuoti atsparius trikdziams
maitinimo profilius pusiau periodiniy (angl. fed-bafch) rekombinantiniy E.coli

kultivavimo procesuose, 4 esminiai zingsniai pavaizduoti 1 paveiksle.

Pirmame zingsnyje atliekamas eksperimentinis rekombinantinés E.coli

pusiau-periodinis kultivavimo procesas. Jo metu, rankiniu ar pusiau-automatiniu
bidu, kultivavimo terpéje palaikoma 1-2 g/L gliukozés koncentracija, uztikrinanti
gliukozés sunaudojimo greitj artimg maksimaliam, bet neleidzianti intensyviai skirtis
antriniams metabolizmo produktams, kurie stabdyty E.coli bakterijy augima. Siame
eksperimentiniame procese, biomasés pradiné koncentracija ir tikslinio produkto
indukcijos grafikas turi buti parenkami pagal laboratorijoje ar jmonéje jprastai taikoma
E.coli kultivavimo protokolg. Kultivavimo laikotarpyje, 15-30 minugiy diskretiSkumu,
fiksuojamas E.coli bakterijy sunaudotos gliukozés kiekis. Sis kintamasis atspindi
E.coli bakterijy didZiausig galimg gliukozés jsisavinimo kiekj visame kultivavimo
laikotarpyje, ir yra bazinis kintamasis, reikalingas toliau formuoti efektyvius ir

atsparius trikdziams E.coli maitinimo gliukoze profilius.

Antrame zingsnyje, pagal E.coli bakterijy nelimituoto augimo salygomis

sunaudotos gliukozés kiekio duomenis, ir pritaikius Zinoma lyginanciy kubiniy splainy
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technikg, yra jvertinamas maksimalus gliukozés naudojimo greitis E.coli kultivavimo
proceso (i) augimo fazeje ir (ii) tikslinio produkto skyrimo fazéje. Remiantis Siais
greiCio jverCiais, paruoSiami gliukozés srauto tiekimo | bioreaktoriy profiliai Fgi(t),
juose pasirinktinai pritaikius jvairius galimus gliukozés tiekimo (tuo paciu, ir E.coli
bakterijy augimo greicio) limitavimo lygius (pavyzdziui, 85%, 90% ar 95%). Limituoto
tiekimo maitinimo profiliai suformuojami, iStesus kultivavimo proceso trukme
atvirkS€iai-proporcingai pasirinktam limitavimo lygiui (pavyzdZiui, proporcija 1/0.85) -
taip, kad bendras gliukozés sunaudojimo numatytas kiekis buty toks, kaip (a)
zingsnio nelimituotame kultivavimo procese sunaudotas gliukozés kiekis.
Rekombinantinés E.coli kultivavimo procesai susideda i§ biomasés augimo fazeés (i) ir
tikslinio produkto formavimo fazés (ii). Taikant atspary trikdZziams maitinimo profilj,
suplanuojamas | bioreaktoriy tiekiamas gliukozés srautas, sudarantis 85-95%
maksimalaus gliukozés naudojimo greicio, kuris buvo registruotas pirmame (a)
zingsnyje (kultivavimo procese nelimituoto augimo salygomis). Sis limituotas
gliukozés srautas palaiko auk$ta biomasés augimo greitj, bet tuo pat iSlaiko ir
palyginti Zzema gliukozés koncentracijg bioreaktoriuje. Toks subalansuotas maitinimas
pagerina kultivavimo proceso valdomumg ir atkartojima, bei sumazina Salutiniy
metabolizmo produkty susidarymg. Formuojant maitinimo profilius, galima dar
papildomai atsizvelgti ir j ribotas deguonies perdavimo j kultirine terpe galimybes ir,
priklausomai nuo to, dar atitinkamai mazinti maitinan€ios gliukozés srauta. Tikslinio
produkto sintezés fazei (ii) valdyti, maitinimo profiliuose yra pasirenkami E.coli
augimo limitavimo lygiai ir, atitinkamai, maitinimo gliukoze srauty lygiai, sudarantys
60-95% maksimalaus gliukozés naudojimo greidio (uzfiksuoto nelimituojamo augimo

sglygomis).

Trediame Zingsnyje vykdomi rekombinantinés E.coli pusiau-periodiniai

kultivavimo eksperimentai, juose naudojant ankstesniu (b) Zingsniu suformuotus
atsparius trikdZiams maitinimo gliukoze profilius Fg(f). Pagal Siy eksperimenty
rezultatus, atrenkamas etaloninis kultivavimo profilis, uZtikrinantis tinkamiausig
proceso atsparuma trikdZziams ir auksta sintezuojamo tikslinio produkto kiekj. Pagal
eksperimenty duomenis, Siam etaloniniam profiliui/kultivavimo procesui - taip pat
apskaiciuojamas stabilumo indikatorius YourraL_etar (1), Kuris yra santykis sunaudoto

deguonies kiekio su tiekiamos gliukozeés kiekiu, pasirinktame kultivavimo laikotarpyje.

Ketvirtame zingsnyje, atrinktasis etaloninis atsparus trikdziams maitinimo
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profilis realizuojamas rekombinantihés E.coli kultivavimo pramoniniame procese.
Atrinktasis profilis leidzia palaikyti nasy, atkartojama kultivavimo procesa net tada, kai
procesg neprognozuojamai veikia tipiniai trikdZiai (trumpalaikiai gliukozés tiekimo
sutrikimai, puty slopinimo skyscio impulsai, E.coli bakterijy pradinés koncentracijos ir
aktyvumo 5-10% nevienodumai). Tadiau, jei Siy trikdziy amplitudé yra pakankamai
didelé, jie gali Zenkliai sumazinti maksimaly specifinj E.coli kultiros gliukozés
naudojimo greitj, ir kultivavimo procesas taps nestabilus. Tokie didesni trikdZiai vis tik
gali sglygoti nebevaldoma gliukozés kaupimagsi bioreaktoriaus terpéje, metabolizmo
antriniy produkty susidarymag ir slopinti tikslinio produkto sinteze. Todél Siame
metode yra numatytas etaloninio maitinimo profilio adaptavimo valdiklis, kuris
aktyvuojamas didesniy trikdziy atvejais. Valdiklyje realiu laiku tikrinamos kultivavimo
proceso stabilumo indikatoriaus YourraL(t) reikSmeés, kurios lyginamos su etaloninio
indikatoriaus YourraL_etai(t) reikSmémis. Zenklesnis Yourrai(t) nuokrypis nuo etalono
YoursFaL_ etal(t) - signalizuoja apie nepageidaujamg gliukozés kaupimasi bioreaktoriuje.
Adaptavimo valdiklis - tai tipinis proporcinis-integruojantis P/ valdiklis, reaguojantis |
indikatoriaus YourFaL_etal(t) Nuokrypius ir formuojantis koreguojantj maitinimo srautg
dFgi(t), o PI valdiklio korekcijy rezultate j bioreaktoriy tiekiamas jau adaptuotas
maitinimo srautas Fg a(t). Profilio adaptavimo funkcija iSplec€ia kultivavimo proceso
valdymo metodo galimybes ir leidzia atrinktajj etaloninj maitinimo profilj taikyti ir tada,
kai deél stipriy trikdziy etaloninis maitinimo profilis pats savaime nebegali palaikyti

stabilaus kultivavimo proceso, jo auksto nasumo ir atkartojimo.

Temperatlros ir kity parametry, salygojandiy E.coli kultivavimo ir
bioreaktoriaus procesus, jtaka Siame iSradime laikoma neesmine ir iSspresta.
Siuolaikiniai bioreaktoriai turi patikimas T, pH, pO2 reguliavimo sistemas, kurios

aprasyme nedetalizuojamos, ir laikoma, kad jos veikia pakankamai ir tinkamai.

Metodo ir profiliy testavimo aplinka. Sukurtas metodas, maitinimo profiliai ir jy
efektyvumas patikrinti ,virtualiame bioreaktoriuje* (VBR). Sio VBR funkcija: imituoti
realy E.coli kultivavimo procesg, kurio metu rekombinantinés E.coli bakterijose
sintezuojamas Interferono-alfa-5 (IFNa5) baltymas [15, 16]. VBR pagrindas yra
rekombinantinés E.coli augimo proceso matematinis modelis. Jj sudaro pagrindiniy
modeliuojamy komponenty masés balanso lygtys ir specifinés reakcijos greicio
iSrai8kos, apibldinancios biochemines konversijos rodiklius. Pagrindiniai VBR

blusenos parametrai yra biomasés koncentracija X, gliukozés koncentracija S,
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tikslinio baltymo IFNa5 koncentracija (procentiné dalis lasteléje, netirpiuose

kiineliuose (angl. inclusion bodies)) Px, kultlrines terpés svoris W:

%=ﬂ-X—%-X (1)
B x-L.5+%.5 (2)
‘%":Ind'l(p'# (3)
Z—V:=F"F;mp (4)

Bendras masés srautas | bioreaktoriy apskaiéiuojamas, jvertinant méginiy
émimg Fsmp, substrato tiekima Fs, rigstingumo pH valdymo 8arminj buferj Fp, terpés
svorio nuostolius Salinant CO: iSleidziamose dujose Fcoz, ir vandens per ventiliacinj
kanalg i$garavimg Fe. VBR uzdaviniuose Sie srautai modeliuojami pagal empirines
priklausomybes, atsizvelgiant | biomasés augimo dinamikg ir kitus svarbius

biotechnologinio proceso kintamuosius:

Fy=Yxp - X W (5)
Fcoo = —R - OURy, (6)
F,=—k,-W (7)
F = Fs+ Fy+Fgo,1+F, (8)

Be to, yra apskaiCiuojamas deguonies pasisavinimo greitis OUR (svorio
vienetui, ir visai augimo terpés masei), susiejant du komponentus, kuriuose deguonis

suvartojamas (i) biomasei auginti ir (ii) biomasei palaikyti:
0UR=Y0x',U,'X+mox'X (9)
OURy = OUR - W. (10)

Specifiniai pagrindiniy komponenty - gliukozés S ir biomasés X - reakcijy
grei¢iai modeliuojami naudojant kinetinius rySius, atspindinius reakcijy greicio
ribojima ir slopinima. Specifinis gliukozés suvartojimo greitis o yra saglygotas substrato
ribojimo, bei slopinimy dél didelés biomasés koncentracijos ir Igsteliy viduje
netirpiuose klneliuose (inclusion bodies) sintetinamo tikslinio baltymo koncentracijos:

S Kx Kpy
g =0, . .
MAX go+S Kx+X Kpy+Pyx

(11)
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Specifinis biomasés augimo greitis 4 modeliuojamas atsizvelgiant j substrato
sunaudojimg augimui ir gyvybingumo palaikimui, m. Esant didelei gliukozés
koncentracijai, rekombinantiné E.coli iSskiria acetatus ir kitus Salutinius perteklinio
metabolizmo produktus. Dél to sumazéja biomasés iSeiga, o susidarantys Salutiniai
produktai gali slopinti gliukozés vartojimo greitj. Tiiamame kultivavimo procese, Siy
Salutiniy produkty salygojamas slopinimas buvo nereikSmingas, todél specifinis

biomasés augimo greitis modeliuojamas naudojant $ig supaprastinta lygt;:

n=(0—m) Yys —2 (12)

Kys+S

Tiriamame procese, inicijuctas tikslinio baltymo IFNa5 formavimas pridedant
racionaly induktoriaus (IPTG) kiekj, kai biomasés koncentracija X kultivavimo metu
virSijo 40 g/kg (/Ind=0, iki kol X<40g/kg, ir Ind=1 po X=40g/kg). Tikslinis baltymas
formuojamas E.coli lgstelése susidaranciuose netirpiuose kuneliuose (inclusion
bodies), o formavimosi greitis Siuo atveju buvo proporcingas specifiniam augimo
greiCiui. Modelio lyg€iy (1-12) parametrai buvo nustatyti pagal eksperimentinius
duomenis i$ 15 pusiau-periodiniy rekombinantinés E.coli kultivavimo procesy, atlikty
7 L bioreaktoriuje (darbinis taris 3 L) [16]. Parengtas modelis tinkamai apibidina
rekombinantinés E.coli kultivavimo procesg, o modelio kokybé pakankama, kad
iStestuoti Siuo iSradimu sukurta maitinimo profiliy formavimo ir adaptavimo metodika.
Parengtas modelis realizuotas su VBR naudotojo patogia sgsaja, leidziancia imituoti
jvairius maitinimo scenarijus bei tipinius kultivavimo proceso trikdzius, o taip pat
matavimy triuk8mus. Toliau, VBR modelis buvo panaudotas iStestuoti maitinimo

profiliy formavimo ir adaptavimo procediros efektyvuma.

Duomeny analize ir maitinimo profiliy sudarymas. Pagal metodo seka,
pirmame Zingsnyje, neriboto augimo salygomis, vykdomas kultivavimo
eksperimentas su tipinémis pradinémis sglygomis, kad nustatyti maksimaly lgsteliy
gliukozés suvartojimo pajégumg. Pradiné biomasés koncentracijos ir kultlros
indukcijos grafikas atitiko tipinj E.coli augimo cikla. Eksperimentui naudotas minétas
VBR modelis, kuriame gliukozés koncentracija S buvo rankiniu bldu kontroliuojama
1-1,5 g/kg ribose, pradiné biomasés koncentracija X{(0)=0,15 g/kg, o indukcija
pradéta, kai biomasés koncentracija X virSijo 40 g/kg. Kultivavimo metu, kas
pusvaland] fiksuojamas | bioreaktoriy tiekiamos grynos gliukozeés kiekis cumFgl, ir

matuojama biomasés koncentracija, bei tikslinio produkto koncentracija. Be to,
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auginimo metu realiu-laiku fiksuojamas dar vienas svarbus parametras - deguonies
pasisavinimo greitis OUR. Siy esminiy kintamyjy kitimas kultivavimo laikotarpyje
(neribotos gliukozés sglygomis) parodytas 2 paveiksle. Gauti gliukozés vartojimo
duomenys cumFgl naudojami gliukozés suvartojimo greiCiui jvertinti taikant
iSlyginamyjy kubiniy splainy metoda. Remiantis didZiausiu gliukozés suvartojimo
greiciu, sukurti jvairlis maitinimo grei€io scenarijai (profiliai), su skirtingais gliukozes
vartojimo grecio / tiekimo ribojimo lygiais - (i) biomasées augimo fazeje ir (ii) tiksliniy
baltymy sintezés fazéje. Maitinimas gliukoze pradedamas, kai bioreaktoriuje pradine
gliukozé jau sunaudota. Visuose maitinimo scenarijuose, | bioreaktoriy patiekiamas
bendras gliukozés kiekis yra vienodas. Todél kultivavimo procesai/ eksperimentai su

ribotu gliukozés vartojimo greiéiu iSsitesia laike, ir yra atitinkamai ilgesni.

Suplanuoti kultivavimo eksperimentai atlikti ,virtualiame bioreaktoriuje®. Jy
rezultatai, su skirtingais maitinimo profiliais bei ribojimo lygiais, parodyti 3 paveiksle.

Pagal $iuos rezultatus, galima pasirinkti efektyvy maitinimo profil].

Efektyviy profiliy parinkimas. Kultivavimo eksperimenty VBRe analizés
duomenys teikia galimybe jvertinti proceso kokybe jvairiy maitinimo gliukoze profiliy
atvejais. Svarbu pazymeéti, kad tiriamais atvejais tikslinis baltymas susidaro E.coli
Iastelése netirpiy kineliy (inclusion bodies) pavidalu, o baltymy sintezés greitis yra
proporcingas specifiniam augimo greiCiui. Todél siekiant efektyvios baltymy
gamybos, pirmenybé teikiama dideliam gliukozés vartojimo greiCiui. Kita vertus, per
didelis vartojimo greitis didina $alutiniy metaboliniy produkty susidarymg ir augimo
greitis mazéja. Kaip matyti rezultatuose 3 paveiksie, kultivavimo eksperimentas su
nedideliu gliukozés ribojimu (maitinimo greitis yra 0,95 neriboto maitinimo) leidzia
pasiekti efektyviausig procesa ir didziausig pagaminamg tikslinio baltymo kiekj.
Tadiau, siekiant uztikrinti ir didesnj proceso pakartojamuma bei stabiluma - naudinga
parinkti maitinimo profilj, kuris apimty tik 90% neriboto maitinimo. Siuo atveju,
kultivavimo pabaigoje gautas tikslinio baltymo kiekis 6,3 g ir yra apie 3% mazesnis,
nei bty gautas neriboto maitinimo atveju, tadiau - kultivavimo procesas tampa
atsparesnis jvairiems trikdziams. Todél Sis maitinimo profilis parinktas, kaip etaloninis

tolesniems tyrimams.

Maitinimo profilio atsparumo trikdZiams testavimas. Pasirinkto etaloninio
profilio atsparumas trikdziams iSbandytas, sukidrus tipinius trikdZius kultivavimo

procese. Modeliavimo eksperimentai rodo, kad etaloninis maitinimo gliukoze profilis
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uztikrina efektyvy ir stabily E.coli kultivavimo procesa, kai pradiné biomasés
koncentracija skiriasi £15% ribose nuo tipinés vertés. Taip pat, kultivavimo procesas
iSliecka efektyvus ir stabilus, imitavus trumpalaikj (5 min.) specifinio gliukozés
pasisavinimo grei¢io sumazéjima (iki 50%). Tokie trikdZiai yra budingi realiuose
kultivavimo procesuose, ypa¢ kai | bioreaktoriy jpurSkiamas putojimo slopinimo
skystis. Sis veiksmas gali Zenkliai sumazinti gliukozés suvartojimg ir biomasés
augimo greitj trumpuoju laikotarpiu, taciau maitinimo profilio atsparumo déka, jis
neturi reik§mingos jtakos kultivavimo procesui. Naudojant etaloninj profilj, kultivavimo
procesas iSlieka stabilus, kol maksimalus specifinis gliukozés suvartojimas Omax
nemazéja daugiau kaip 3%. Esminiy kintamyjy kitimas tipiSkame rekombinantinés
E.coli kultivavimo procese, su tipiniais trikdziais ir be jy, parodytas 4 paveiksle. Kaip
matyti, jvykus palyginti reikSmingiems trikdziams, tikslinio baltymo kiekis gaunamas

vos 2,9% mazesnis, nei bty gautas procese be trikdzZiy.

Modeliavimo rezultatai rodo, kad maitinimo profiliai, suformuoti Sio iSradimo
metodu (indukcija pradedama, kai gliukozés suvartojimas cumfFgl virsija 0,425 kg),
uztikrina stabily E.coli kultivavimo procesg su savireguliacija. Todél mazi sutrikimai,
bldingi realiuose kultivavimo procesuose, ypa¢ pradinés biomasés koncentracijos
nuokrypiai ar trumpalaikiai specifinio gliukozés vartojimo normos sutrikimai, taip pat,
nedideli specifinio maksimalaus substrato vartojimo grei€io pokycCiai - reikSmingai
nekeiéia kultivavimo proceso kokybés: pagaminta biomasé ir tikslinio baltymo kiekiai
iSlieka tame paciame reikSmiy intervale, kaip ir netrikdomo proceso atveju. Daroma
i8vada, kad kultivavimo procesg veikiant nedideliems trikdZziams, maitinimo profilj
adaptuoti néra batina. O tai itin svarbu pramoninio kultivavimo procesuose, kuriuose
jgyvendinti bet kokius papildomus procesy korekcijos ar stabilizavimo veiksmus, yra

reikalingi sudétingi proceso taisykliy ir recepty pakeitimai.

Maitinimo profilio adaptavimas kultivavimo procese. Taliau, pramoniniuose
kultivavimo procesuose gali pasitaikyti ir didesniy trikdziy, kuriy atveju etaloninis
maitinimo profilis nebepajégia palaikyti proceso stabilumo, todél kultivavimo procesas
gali destabilizuotis ir tapti neefektyvus dél bioreaktoriuje susikaupusio didelio
gliukozes kiekio. TipiSkas eksperimentinis pavyzdys pavaizduotas 5 paveiksle. Jame
imituota, kad deél E.coli bakterijos tam tikry pokyc¢iy, kultivavimo metu maksimalus
specifinis gliukozés vartojimo greitis sumazejo 4%. Tai nuléme gliukozeés kaupimasi,

pablogejo proceso kokybeé, o pagamintas tikslinio baltymo kiekis sumaZzéjo 35%.
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Tokiems atvejams, yra numatytas kultivavimo proceso valdymo Zingsnis
netiesiogiai stebéti gliukozés kaupimasi kuitivavimo terpéje ir realiu laiku adaptuoti
etaloninj gliukozés maitinimo profil. Siuo tikslu, realiuoju laike atliekamas realaus
deguonies sunaudojimo tiekiamai gliukozei santykio vertinimas, naudojant slenkanc&io
lango metoda (30 sek. langas) ir palyginamas su etaloniniu indikatoriumi Yourrgr set. ,
kurio laikinis profilis pateiktas paveiksle 6 (b). Adaptuoti etaloninio matinimo profilj
naudojamas pokyciy formos (angl. velocity form) proporcinis-integruojantis Pl
valdiklis. Etaloninio maitinimo profilio adaptavimo realiu laiku schema parodyta 6 (a)
paveiksle. Sis etaloninio profilio adaptavimo Zingsnis leido pasSalinti perteklin]
gliukozés kaupimasi bioreaktoriaus terpéje ir pagerino tikslinio baltymo gamybos

efektyvuma.

Profilio adaptavimo rezultatai parodyti 7 paveiksle. Kaip matyti i grafiko,
profilio adaptavimo Zingsnis padéjo iSvengti per didelio gliukozés kaupimosi
kultivavimo terpéje ir pagerino proceso kokybe. Pagaminto tikslinio baltymo gautas
kiekis 5,9 g yra artimas baltymo kiekiui 6,3 g, kuris gautas pirminiame etaloniniame
kultivavimo procese. Tuo tarpu, kultivavimo procese, kuriame nebuvo suvaldytas

gliukozés kaupimasis, pagaminto tikslinio baltymo kiekis gautas tik 4,3 g.

Taikymai. Siuo iSradimu atskleistas atspariy trikdZziams (angl. robust)
maitinimo gliukoze profiliy karimo ir adaptavimo biudas jgalina realizuoti stabilius,
atsikartojandius ir nasius pusiau periodiniy rekombinantiniy E.coli kultivavimo
procesus, kuriy metu gali bati sintezuojami jvairios paskirties biofarmaciniai tiksliniai

produktai.

ISradimo apras§yme buvo iSvardinta eilé metodo charakteristiky ir privalumy,
kuriy detalés gali bati kei¢iamos nenutolstant nuo iSradimo principy, vadovaujantis

pladiausiai suprantamomis apibrézties punktuose naudojamy sgvoky reik§memis.
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APIBREZTIS

1. Blidas valdyti bioreaktoriuje rekombinantiniy E.coli pusiau-periodinj
kultivavimo procesg, besiskiriantis tuo, kad paremtas eksperimentiniy
E.coli maitinimo profiliy formavimu ir adaptavimu, apimantis maZiausiai Siuos
zingsnius:

a) eksperimentiskai jvertinamas E.coli bakterijy didZiausias galimas gliukozes

jsisavinimo kiekis, neriboto augimo sglygomis;

b) i§ gliukozés jsisavinto kiekio duomeny, jvertinamas gliukozés sunaudojimo
maksimalus greitis E.coli kultivavimo procese, ir paruoSiami atsparlis proceso

trikdziams gliukozés tiekimo j bioreaktoriy profiliai Fei(t);

c) profiliai Fg(t) eksperimentiSkai testuojami bei i§ jy, pagal kultivavimo
proceso atsparuma trikdziams ir tikslinio produkto kiekj, atrenkamas etaloninis profilis
ir paskai¢iuojamas kultivavimo proceso stabilumo indikatorius Yourrar_etar (f), Kuris
yra santykis sunaudoto deguonies kiekio su tiekiamos gliukozés kiekiu pasirinktam

laiko intervalui;

d) etaloninis maitinimo profilis jdiegiamas E.coli kultivavimo procese,
naudojant profilio adaptavimo valdiklj P/ koreguoti gliukozés srautg Fg a(t), pagal
skirtumg tarp realaus kultivavimo proceso stabilumo indikatoriaus Yourrer(t) ir

etaloninio proceso indikatoriaus profilio Yourrar etal(t)-

2. Bludas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad pirmajame (a)
Zzingsnyje atliekamas rekombinantines E.coli pusiau-periodinis  kultivavimo
eksperimentas, kontroliuojant terpéje gliukozés koncentracija, uztikrinancig artimg
maksimaliam gliukozés sunaudojimo greitj, bet neleidZiancig intensyviai skirtis
antriniams metabolizmo produktams, stabdantiems bakterijy augima ir tikslinio
produkto sinteze, o kultivavimo metu fiksuojamas sunaudotos gliukozés kiekis, kuris
laikomas E.coli bakterijy didziausiu galimu gliukozés jsisavinimo kiekiu kultivavimo

proceso metu.

3. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad antrajame (b)
Zingsnyje, pagal kultivavimo metu sunaudotos gliukozés kiekio surinktus
eksperimentinius duomenis bei naudojant lyginanciy kubiniy splainy technika,
jvertinamas maksimalus gliukozés sunaudojimo greitis (i) E.coli bakterijy augimo

fazeje ir (i) tikslinio produkto skyrimo fazéje, bei, remiantis Siais gliukozés naudojimo
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greigio jverdiais, paruoSiami gliukozés srauto tiekimo | bioreaktoriy profiliai,
suformuoti su gliukozés sunaudojimo grei€io E.coli kultivavimo procese limitavimo

lygiais.

4. Badas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad treCiajame (c)
zingsnyje atliekami rekombinantinés E.coli  pusiau-periodiniai  kultivavimo
eksperimentai realizuojant suplanuotus atsparius trikdziams gliukozés tiekimo |
bioreaktoriy profilius Fei(t) ir pagal jy rezultatus atrenkamas etaloninis kultivavimo
procesas, kuris uZztikrina tinkamag proceso atsparumg trikdziams ir aukstg tikslinio
produkto kiekj, taip pat, remiantis eksperimentiniais duomenimis etaloniniam procesui
paskaitiuojamas kultivavimo proceso stabilumo indikatoriaus profilis Yourrat_etal (1),
kuris randamas paskaiciuojant kultivavimo metu sunaudoto deguonies kiekio santyk|

su tiekiamos j bioreaktoriy gliukozés kiekiu per pasirinktg laiko intervalg;

5. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad ketvirtajame (d)
zingsnyje etaloninis profilis jdiegiamas pramoniniame rekombinantinés E.coli
kultivavimo procese, o proceso metu atsiradus Zenkliems neprognozuojamiems
trikdziams, galintiems sukelti proceso nestabiluma, aktyvuojamas etaloninio

gliukozés maitinimo profilio adaptavimo valdiklis P/, kuris:

e realiu laiku registruoja kultivavimo proceso stabilumo indikatoriaus reik8me
Yoursral_eta (1), Kuris yra santykis sunaudoto deguonies kiekio su tiekiamos gliukozés
kiekiu,

e lygina YourraeL(t) su etaloninio proceso indikatoriaus YourrcL_eta(t) reikSmemis,

e pagal gautg skirtuminj nuokrypj adaptuoja etaloninj gliukozés maitinimo srautg Fg a

(1), tiekiama j bioreaktoriy.

6. Bludas pagal 1 ir 3 punktus, besiskiriantis tuo, kad (i) E.coli
bakterijy augimo fazéje, E.coli bakterijy gliukozés naudojimo greicio limitavimo lygiai

yra 85-95% maksimalaus gliukozés sunaudojimo greicio.

7. Bldas pagal 1 ir 3 punktus, besiskiriantis tuo, kad (ii) tikslinio
produkto sintezeés fazeéje, E.coli bakterijy gliukozés naudojimo greicio limitavimo lygiai

yra 60-95% maksimalaus gliukozés sunaudojimo greicio.

8. Budas pagal 1, 3, 6-7 punktus, besiskiriantis tuo, kad tiriamam

procesui (i) E.coli bakterijy augimo fazéje ir (ii) tikslinio produkto - baltymo IFNa5 -
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sintezés fazéje, efektyviausiai gamybai pasiekti, gliukozés naudojimo greicio

limitavimo lygis yra 95% maksimalaus gliukozés naudojimo greicio.

9. Bldas pagal 1, 3, 6-8 punktus, besiskiriantis tuo, kad tiiamam
procesui (i) E.coli bakterijy augimo fazéje ir (ii) tikslinio produkto - baltymo IFNa5 -
sintezés fazéje, efektyviausiai gamybai ir stabiliam kultivavimo procesui kartu
pasiekti, tinkamiausias gliukozés naudojimo grei€io limitavimo lygis yra 90%
maksimalaus gliukozés naudojimo greicio.

10. Bludas pagal 1 ir 5 punktg, besiskiriantis tuo, kad etaloninio

gliukozés maitinimo profilio adaptavimo valdiklis P/ yra poky&iy formos proporcinis-

integralinis valdiklis.
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