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Tikslinio produkto sintezés maksimizavimo bddas pusiau-periodiniuose rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesuose.
ISradimas atskleidzia blddg maksimizuoti tikslinio produkto sinteze ir koncentracijg pusiau-periodiniuose rekombinantiniy
E.coli kultivavimo procesuose, poindukciniu periodu valdant procesg pagal optimizuotg specifinio bakterijy augimo greicio profilj.
Sis bidas paremtas E.coli bakterijy kultivavimo eksperimentiniais tyrimais, kuriuose nustatyta, kad sintezuojamo tikslinio produkto
maksimalig koncentracijg kultivavimo pabaigoje nulemia E.coli biomaseés koncentracija, populiacijos vidutinis amzius proceso
indukcijos metu ir optimalus bakterijy specifinio augimo grei¢io valdymas po indukcijos momento. Biomasés koncentracija ir
populiacijos vidutinis amzZius yra gaunami i$ netiesioginiy matavimo metody realiu laiku. Indukcijos metu pagal empiring iSraiSka
nustatoma galima maksimali tikslinio produkto koncentracija proceso pabaigoje. Tada sudaromas tikslinio produkto kaupimosi
profilis, kurio formavime pagrindinis veiksnys yra bakterijy populiacijos vidutinis amzius, priklausantis nuo bakterijy specifinio
augimo grei¢io. Remiantis realaus laiko optimizavimo proceduromis, poindukciniam kultivavimo laikotarpiui nustatomas optimalus
specifinio augimo grei€io profilis, kuris maksimizuoja tikslinio produkto koncentracija kultivavimo proceso pabaigoje.
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ISRADIMO SRITIS

ISradimas yra susijes su bioreaktoriy automatinio valdymo technologijomis,
konkre€iau, su automatinio valdymo badu, kuris jgalina rekombinantiniy E.coli pusiau-
periodiniuose kultivavimo procesuose maksimizuoti tikslinio produkto sintezes iSeigg.
Minétas produkto iSeigos maksimizavimas jgyvendinamas, realiu laiku formuojant
optimizuotus E.coli bakterijy specifinio augimo profilius ir naudojant juos planuojant

E.coli kultivavimo procesg poindukciniame laikotarpyje.

TECHNIKOS LYGIS

E.coli bakterijos yra gerai iStirtos, pasizymi dideliu augimo greiciu, jy
rekombinantinés versijos gali sintezuoti jvairius tikslinius baltymus (tai yra, kultivavimo
tikslinius produktus). Todél E.coli bakterijy kultiros daznai kultivuojamos, su tikslu
gaminti rekombinantinius baltymus pramoniniuose bioreaktoriuose. Siuo metu,
pagrindiné rekombinantiniy baltymy, taikomy biomedicininiams tikslams, dalis
iSgaunama rekombinantiniy E.coli bakterijy kultivavimo procesuose, kurie vykdomi
Siuolaikiniuose auksto automatizavimo lygio bioreaktoriuose. Tiksliniy produkty E.coli

kultivavimo procesai vykdomi dviem etapais:

a) pirmame etape (prieSindukcinis laikotarpis) palaikomas aukStas E.coli
bakterijy augimo greitis ir pasiekiama auksta E.coli biomasés koncentracija

bioreaktoriuje;

b) antrame etape (poindukcinis laikotarpis), specialaus cheminio induktoriaus
pagalba inicijuojama tikslinio produkto sintezé, kuri, reguliuojant | bioreaktoriy
paduodamo maitinancio substrato srautg ir tuo paciu E.coli bakterijy augimo greitj,

palaikoma iki kultivavimo proceso pabaigos.

Siuose rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesuose maitinamoji terpé
(maitinimo substratas) bakterijoms tiekiama palaipsniui viso kultivavimo proceso
vykdymo laikotarpiu. Toks palaipsninis tiekimas leidzia kontroliuoti substrato
koncentracijg mitybinéje terpéje bioreaktoriuje, taip iSvengiant pernelyg auksty
substrato koncentracijy bei Salutiniy metaboliniy produkty perteklinio susidarymo, kurie
slopinty bakterijy augimg ir tikslinio produkto sinteze. Rekombinantiniy bakterijy

kultivavimo procesuose, tikslinio produkto sintezé Zenkliai priklauso ir nuo bakterijy
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populiacijos vidutinio amziaus. Jaunesnés E.coli bakterijy kultiros, esancios
logaritminéje augimo fazéje, jprastai sintezuoja daugiau tikslinio produkto, negu
senesnes, esancios stacionarioje augimo fazéje. Taciau, rySys tarp bakterijy amziaus
ir tikslinio produkto sintezés efektyvumo (sintezés greicio) priklauso dar ir nuo
bakterijy tipo bei jy kultivavimo sglygy. Todél Sis rySys konkreCiame kultivavimo
procese baty racionaliai identifikuojamas pagal realaus kultivavimo eksperimento
duomenis. Identifikavus tarpusavio priklausomybe tarp bakterijy populiacijos vidutinio
amziaus ir tikslinio produkto sintezés greicio, atsiranda galimybe Sig priklausomybe
panaudoti efektyviau valdyti maitinan€io substrato srautg ir maksimizuoti tikslinio
produkto i8eigg (produkto koncentracijg) poindukciniame kultivavimo laikotarpyje. Si
tarpusavio priklausomybé ir buvo panaudota Siame iSradime, jgalinusi sukurti ir

jgyvendinti tikslinio produkto sintezés maksimizavimo buda.

Yra zinomi jvairGs metodai ir techniniai sprendimai reguliuoti | bioreaktoriy
tiekiamo maitinan€io substrato srautg, kuriais siekiama efektyviau valdyti E.coli

kultivavimo procesus ir pasiekti aukstg jy produktyvuma.

JAV patente US5595905A, 1997, “Process control system for fed-batch
fermentation using a computer to predict nutrient consumption” [1] apraSyta
maitinanCio substrato padavimo | bioreaktoriy reguliavimo sistema, skirta valdyti
mikroorganizmy pusiau-periodinius  kultivavimo procesus. Si sistema remiasi
laboratoriniais maitinancio substrato koncentracijos matavimy eksperimentais ir
skaiCiavimo procediromis, kurios leidzia apskaiCiuoti maitinancio substrato srautg
sekancCio kultivavimo eksperimento etapui. TacCiau, Sioje sistemoje, vykdancioje
bakterijy maitinimo algoritma, neatsizvelgiama j bakterijy populiacijos vidutinj amziy.
Todél sistema neefektyvi, jei tikslinio produkto sintezés fazéje reikia maitinimo
substratg naudoti grei€iu, mazesniu uz maksimaly. Taip pat, §i sistema sunkiai
realizuojama pramoniniuose bioreaktoriuose ir kultivavimo procesuose, nes
reikalauja daug prieziaros sgnaudy, atlikti daznus eksperimentinius matavimus, kurie

turi bati atliekami laboratorijoje.

Kitame JAV patente US6284453B1, 2001, “Method for controlling fermentation

growth and metabolism” [2] yra atskleistas maitinanCio substrato srauto tiekimo |

bioreaktoriy bldas, kada substrato srautas reguliuojamas siekiant palaikyti uzduotg
E.coli bakterijy augimo greitj, kuris nustatomas iS eilés tiesioginiy ir netiesioginiy

matavimy. Sis bidas reikalauja dar prie$ kultivavimo pradZig numatyti bakterijy
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augimo greitj ir netinka maksimizuoti tikslinj produkta, nes prie$ kultivavimo proceso
pradzig yra sudétinga numatyti poindukciniu laikotarpiu reikalingg palaikyti specifinj
bakterijy augimo greitj, kuris maksimizuoty tikslinio produkto koncentracijg kultivavimo
proceso pabaigoje. Taip pat, jgyvendinant §j buda, reikalinga vykdyti daznus esminiy
bioproceso kintamyjy laboratorinius matavimus, todél S$io budo taikymas

pramoniniuose biotechnologiniuose procesuose yra sglyginai sudeétingas.

Patente LT6395B [3] yra atskleistas netiesioginis maitinancio substrato
reguliavimo buldas, kuriame | bioreaktoriy paduodamo maitinancio substrato
srautas keiCiamas taip, jog baty uztikrintas i§ anksto nustatytas specifinis
mikroorganizmy augimo greitis, kuris nustatomas netiesioginiu budu matuojant
bioreaktoriuje auginamos kultiros deguonies suvartojimo greitj ir kiekj. Taciau, Sio
bado taikymas tikslinio produkto iSeigos maksimizavimui néra efektyvus, nes
formuojant bioproceso operatoriaus nustatomg mikroorganizmy specifinj augimo
greitj, neatsizvelgiama | bakterijy populiacijos vidutinj amziy, ir tuo paciu
neuztikrinamas tinkamas maitinancio substrato tiekimo reZimas tikslinio produkto

maksimizavimui poindukcinio kultivavimo proceso laikotarpio metu.

Siam i$radimui artimiausias analogas yra maitinandio substrato srauto
reguliavimo metodas valdyti pusiau-periodinj rekombinantiniy E.coli kultivavimo
procesg, aprasytas [4] (Gnoth, Stefan; Simutis, Rimvydas; Libbert, Andreas. Selective
expression of the soluble product fraction in Escherichia coli cultures employed in
recombinant protein production processes // Applied Microbiology and Biotechnology.
New York: Springer. ISSN 0175-7598. 2010, Vol. 87, iss. 6, p. 2047-2058)0. Siame
metode, maitinan€io substrato tiekimo poindukciniu laikotarpiu profilis parenkamas
taip, kad palaikyty hibridiniu modeliu suformuotg bakterijy specifinio augimo profilj,
kuris jgalinty pasiekti aukstg sintezuojamo tikslinio produkto koncentracijg kultivavimo
pabaigoje. Sio metodo pagrindinis trikumas: tam, kad suformuoti poindukcinio
laikotarpio maitinimo profilius reikia sukurti hibridinius matematinius modelius
(apibréziamus fundamentiniy modeliy ir dirbtiniy neuroniniy tinkly modeliy
kombinacija), kurie adekvaciai aprasyty rekombinantiniy E.coli bakterijy kultivavimo
procesus. Tokiy modeliy parengimas reikalauja dideliy darbo ir laiko sgnaudy, todel

Sio metodo pritaikymas pramoniniuose E.coli kultivavimo procesuose yra labai ribotas.

ISRADIMO ESME
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Techniné problema. Siuo i$radimu sprendZiama techniné problema - tikslinio
produkto sintezés efektyvinimas rekombinantiniy E.coli pusiau- periodiniuose
kultivavimo procesuose. Tai yra: su mazesnémis kultivavimo proceso ir bioreaktoriaus
valdymo sgnaudomis (jskaitant proceso planavimg, proceso operatoriaus darbo

apimtis ir klaidy tikimybe) gauti didesne sintezuojamo tikslinio produkto iSeiga.

Sprendimas. Siame i$radime atskleidZziamas E.coli kultivavimo proceso
valdymo ir tikslinio produkto sintezés iSeigos maksimizavimo budas, iSvengiantis
aukSCiau minéty valdymo sprendimy trGkumy. Bidas jgyvendinamas, remiantis
kultivavimo eksperimenty duomeny pagrindu suformuotais empiriniais matematiniais
modeliais ir kompiuterizuota skaitinio optimizavimo procedira. Si procedira leidZia
poindukciniame kultivavimo laikotarpyje realiu laiku suformuoti optimizuotg E.coli
bakterijy specifinio augimo grei€io profilj, kuris toliau naudojamas bioreaktoriaus
procesy automatiniame valdiklyje, reguliuoti | bioreaktoriy paduodamo maitinancio

substrato srautg. Valdymo ir maksimizavimo bddas apima Siuos esminius Zingsnius:

1) Pirmajame zingsnyje atliekamas E.coli biomasés koncentracijos
jvertinimas ir bakterijy populiacijos vidutinio amziaus skaiCiavimas E.coli
kultivavimo laikotarpyje iki indukcijos (t<tinduction). Siame Zingsnyje, biotechnologinio
proceso operatorius, priklausomai nuo biomasés koncentracijos augimo ir jj
palaikanCiy bioreaktoriaus technologiniy procesy keitimo charakteristiky (maisSykles
sukiy skaicius, paduodamo oro ir paduodamo deguonies srautai) valdo maitinancio
substrato srautg, kuris salygoja aukstg rekombinantiniy E.coli augimo greitj.
Biomasés koncentracijos x(t) vertinimas atliekamas realiu laiku pagal zinomg
metodg, matuojantj biomasés koncentracijg netiesiogiai, pagal suvartojamo
deguonies grei€io rodiklius [5] (Survyla, A., Urniezius, R. & Simutis, R. Viable cell
estimation of mammalian cells using off-gas-based oxygen uptake rate and aging-
specific functional. Talanta 254, 124121, 2023) .

. OUR(t)j) . .
— L J . -1
x(t) = xo + Xj=1 =) Atj; jeigu X021 X(4)AL < key
. . g Bl
OUR(L)+B(L )Xoy il y crisbly
XG+E}_1#M{9 k=1a@) K pe o N (1)
x(t) = G ) kitais atvejais,
Ej‘-‘j-lcr[lj}"“f

kur x yra biomasés koncentracija [g/L], OUR yra deguonies suvartojimo greitis

[9/(h*L)], x0 biomasés koncentracija inokuliavimo memontu, a ir B yra kultdros
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stechiometrijos koeficientai, kcX yra parametras, kuris apibrézia pradzig t.x, nuo
kurios pradeda iSraiSkoje (1) dalyvauti biomasés palaikymo narys B ir xcX yra

biomasés koncentracijos verté tuo metu (kex =
Y% X(6)At, xex = x(tex)).

Jvertinus biomasés koncentracijg pagal (1) lygtj, toliau jvertinamas E.coli
bakterijy populiacijos vidutinis amzius Age(t), kuris gali biti apskaiiuojamas pagal Sig

formule:

tx(t) == tjAxjjq
x(t;)

Age(t;) = (2)

2) Antrajame zingsnyje, pagal (1) iSraiSkg jvertintg biomasés koncentracijg
indukcijos metu X(tinduction) ir i$ jos jvertintg bakterijy populiacijos vidutinj amziy
Age(tinduction), bei pritaikius ankstesniy E.coli kultivavimo eksperimenty duomeny
pagrindu identifikuotg tarpusavio priklausomybe - jvertinama tikétinai maksimali
tikslinio produkto koncentracija Pmax kultivavimo proceso pabaigoje. Sios

priklausomybés formulé:

(h’n uc ion)
Phax = — et * Yup lg/L]; (3),

Age(tinduction)?

kur Yap yra konkreCiam E.coli kultivavimo procesui, pagal ankstesniy jo
eksperimenty duomenis, identifikuotas iSeigos koeficientas, charakterizuojantis tos
rasies bakterijy pajéguma sintezuoti tikslinj baltyma.

3) Treciajame zingsnyje, naudojant identifikuotg tikslinio produkto tikéting
maksimalig koncentracijg Pmax, (3) iSraiSka, toliau, skaiCiuojama tikslinio produkto
koncentracijos funkcija P(t) poindukciniame kultivavimo laikotarpyje t=[tinduction;
tend]. Produkto koncentracijos funkcijos P(f) formuléje pagrindiniai argumentai yra
tikétinai maksimali koncentracija Pmax ir bakterijy populiacijos vidutinis amZzius
Age(t), kur P(tinduction) = 0:

Pmax_fu(ti— ) .
P(t;) = P(ti—l) +T¢J1At£ , li=[ tinauction; tend] (4)
Siame i$radime, specifinis bakterijy augimo greitis u(t) pasirenkamas ir

suformuojamas, naudojant iteracine optimizavimo procedirg. Sios iteracinés
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procediros metu, parenkamas ir per eile iteracijy suformuojamas toks bakterijy
specifinio augimo p-profilis  pu(t), t=[tinduction;tend], kuris jgalinty pasiekti
prognozuojamg maksimalig  produkto koncentracijg kultivavimo pabaigoje
P(tend)=Pmax.

4) Ketvirtajame budo zingsnyje, pagal suformuotg specifinio augimo greicio u-
profii u(t), t=[tinduction;tend], bioreaktoriaus automatinis valdiklis reguliuoja
maitinancio substrato srautg (pavyzdziui naudojant specifinio augimo greicio valdymo
sistemg pasillytg [6] (Galvanauskas, Vytautas; Simutis, Rimvydas; LeviSauskas,
Donatas; Urniezius, Renaldas. Practical solutions for specific growth rate control
systems in industrial bioreactors // Processes. Basel : MDPI. ISSN 2227-9717. 2019,
vol. 7, iss. 10, art. no. 693, p. 1-13.), taip palaikydamas bioreaktoriuje u-profilio

apibréztg specifinj augimo greitj p.

Naujumas. Sio biido naujos savybés, atskiruose Zingsniuose ir jy visumoje,

yra Sios:

e pirmame Zzingsnyje, jvertinamas naujas kultivavimo ir sintezés kokybés
indikatorius - bakterijy populiacijos vidutinis amzius Age(t), dalinai sglygojantis E.coli

kultiros pajégumag sintezuoti tikslinj produktg (baltymg) poindukciniu laikotarpiu;

e antrame zingsnyje, pagal sukurtas naujas formules, jvertinama tikétinai
maksimali tikslinio produkto koncentracija Pmax, bei tikétina koncentracijos augimo

funkcija P(t) poindukciniame laikotarpyje t=[tinduction;tend];

e treCiame Zingsnyje, taikant iteracinio optimizavimo bldg, bei naujg
kultivavimo eksperimenty duomeny pagrindu sukurtg tikslinio produkto kaupimo
iSraiSkg, suformuojamas specifinio augimo greiCio p-profilis, kurio taikymas
kultivavimo procese prognozuoja tikétinai maksimalig tikslinio produkto koncentracijg

kultivavimo proceso pabaigoje.
Techniniai efektai. ISradimas pasizymi Siais techniniais efektais:

e pasiekiama didesné santykiné tikslinio produkto iSeiga. Atlikta
eksperimentiniy duomeny analizé parodé, kad rekombinantiniy E.coli kultivavimo
procese, sintezuojant tikslinj produktg Siuo budu, tikslinio produkto sintezés iSeiga
gaunama vidutiniS8kai ~12% didesné, negu taikant Zinomus maitinan€io substrato

valdymo metodus;
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e kultivavimo proceso automatizuotas valdymas, naudojantis empirinius

eksperimentiSkai gautus E.coli kultivavimo modelius, yra paprastesnis ir
patikimesnis. PaprasCiau valdomas automatizuotas procesas, atitinkamai,
nereikalauja kvalifikuoto operatoriaus, jo dazno jsitraukimo koreguoti maitinacio

substrato srautg;

e Sis valdymo ir produkto sintezés maksimizavimo bidas gali bati efektyviai

taikomas pramoniniuose E.coli kultivavimo procesuose ir bioreaktoriuose.

BREZINIY APRASYMAS

ISradimo pozymiai ir privalumai yra aprasomi detaliame iSradimo apraSyme su

nuorodomis j Zemiau pateiktus brézinius:

1. pav.pavaizduoti zingsniai (1.1, 1.2, 1.3, 1.4) technologinio budo, skirto
maksimizuoti sintezuojamo tikslinio produkto koncentracijg rekombinantiniy E.coli

pusiau-periodiniuose kultivavimo procesuose (5): 6

- biomasés koncentracijos x(t) bioreaktoriuje (5) jvertinimas (2) realiu laiku; 3
— bioreaktoriaus automatinis valdiklis; 4 — E.coli kultivavimo sisteminé aplinka: 5 -

bioreaktorius ir 3 - automatinis valdiklis; 6 - E.coli maitinimo substrato srautas.

2. pav. pavaizduota E.coli kultivavimo proceso valdymo sistemos schema,

taikant iSradime atskleistg valdymo ir produkto sintezes maksimizavio buda.

3. pav. E.coli kultivavimo eksperimenty rezultaty palyginimai, optimizavus

tikslinio produkto koncentracijos augimg po indukcijos. Pavaizduoti:

a) biomasés koncentracijos x(t),

b) bakterijy populiacijos vidutinio amziaus Age(t), specifinio augimo greicio
u(t) ir

c) tikslinio produkto koncentracijos P(t) kitimo grafikai tipiniame E.coli
kultivavimo eksperimente, demonstruojanCiame skirtumg tarp eksperimento rezultaty
ir prognozavimo rezultaty, jeigu tikslinio produkto sintezés procesas buty valdomas

pagal optimizuotg specifinio augimo greicio profilj u(t) (u-profilj).

4. pav. pavaizduotas 3D-grafikas: tikslinio produkto sintezés (produkto

koncentracijos augimo) greiCio dP(t)/dt priklausomybé nuo E.coli biomasés
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koncentracijos x(t) ir populiacijos vidutinio amziaus Age(t) kintamujy.

ISRADIMO SAVOKU SARASAS

e Bakterijy populiacijos vidutinis amzius (angl. Age) — vidutinis bakterijos
gyvavimo laikas, nuo jvykusio bakterijos pasidalijimo iki analizuojamo momento (). IS

esmes, jis priklauso nuo bakterijy specifinio augimo greicio y;

e Specifinis bakterijy augimo greitis (uv) — bakterijy koncentracijos pokytis,

paskaiciuotas bendrai bakterijy koncentracijai x, y =dx/(dt x), [1/val];

e Biomasés/bakterijy koncentracija (x) — pagal standartinj protokolg

iSdziovinty bakterijy koncentracija kultirinéje terpéje [g/L];

e Indukcija - technologinis veiksmas, kurio metu | bioreaktoriy
dozuojamas cheminis komponentas, dazniausiai IPTG (/sopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside), inicijuojantis rekombinantinése E.coli tikslinio produkto

sinteze;
¢ Indukcijos momentas — laiko zymé, kada atliekama indukcija (val);

e Tikslinis produktas — rekombinantiniy E.coli bakterijy Kkultivavimo
metu sintezuojami specifiniai baltymai, pavyzdziui, insulinas, interferonas, augimo
faktoriai, tripsinas, ir kiti, kurie taikomi medicinoje. E.coli (Escherichia coli) yra viena
tinkamiausiy bakterijy rdsiy sintezuoti rekombinantinius baltymus. Tai plaCiausiai
naudojama iSraiSkos platforma (vessel), kaip bakterijy gamykla sukurti heterologinius
baltymus, jskaitant didele ekspresijos plazmidziy kolekcijg. Netinkamai kultivuojant
bakterijas, jos gali gaminti/sekretuoti nereikalingus metabolinius produktus. Siame
iSradime orientuojamasi | tikslinj produkta, kuris dazniausiai yra sintetinamas
bakterijos viduje, tiesiogiai i§ anglies Saltinio, be paSaliniy metabolizmo keliy.
Rekombinantinés E.coli bakterijos yra genetiSkai modifikuojamos, pagal pasirinktg
genoma, tada modifikuotos bakterijos gamina atitinkamg tikslinj produktg: sfGFP-

proteinus, interferong, tripsing, ir kitus.
DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Technologinio bddo maksimizuoti rekombinantiniy E.coli sintezuojamo
tikslinio produkto koncentracijg pusiau-periodiniuose kultivavimo procesuose,

poindukciniu periodu planuojant specifinj bakterijy augimo grei€io profilj, zingsniai
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pavaizduoti 1 paveiksle. Sis bado jgyvendinimas E.coli kultivavimo procese,
bioreaktoriuje ir jo valdymo sistemoje su esminiais funkciniais elementais pavaizduotas

2 paveiksle. Zemiau i$samiai aprasomos kiekvieno Zingsnio realizavimo detalés.

Pirmajame bddo Zingsnyje, E.coli bakterijy kultivavimo metu atliekamas

biomasés koncentracijos x(t) jvertinimas ((1) iSraiSka) ir bakterijy populiacijos vidutinio
amzius Age(t) ((2) iSraiSka) jvertinimas realiu laiku, netiesioginiy matavimy
bioreaktoriuje badu. Sis Zingsnis atliekamas E.coli bakterijy kultivavimo laikotarpyje iki
indukcijos inicijavimo momento (tinduction). Siame (priesindukciniame) laikotarpyje
stengiamasi iSlaikyti aukstg bakterijy augimo greitj, todél maitinimo substratas |
bioreaktoriy tiekiamas taip, kad substrato koncentracija bioreaktoriaus terpéje bakterijy
augima limituoty kuo maziau. Tipiniams rekombinantiniy E.coli kultivavimo procesams,
prieSindukcinis kultivavimo laikotarpis tesiamas tol, kol bioreaktoriaus techninés
charakteristikos dar leidzia palaikyti priimting iStirpusio deguonies koncentracijg
kultivavimo  terpéje. Siame Zingsnyje (t.y. prieSindukciniame laikotarpyje)
biotechnologinio proceso operatorius, priklausomai nuo biomasés augimo palaikymo
procesy charakteristiky (maidyklés stkiy skaicius, paduodamo oro ir paduodamo
deguonies srauty), suplanuoja ir reguliuoja maitinancio substrato srautg, kuris sglygoty
aukstg rekombinantiniy E.coli augimo greitj. Sio iSradimo apimtyje, operatoriaus
suplanuotas maitinancio substrato srautas ir jo valdymas iki indukcijos momento

vykdomas jprastai, be specialiy pokyc€iy ir patobulinimuy.

Biomasés koncentracijos x(t) realiu laiku jvertinimas, Siame iSradime gali bati
vykdomas zinomu netiesioginio matavimo metodu, pagal biosintezés metu naudojamo
deguonies greicio iSmatuotus rodiklius [5] (Survyla, A., Urniezius, R. & Simutis, R.
Viable cell estimation of mammalian cells using off-gas-based oxygen uptake rate
and aging-specific functional. Talanta 254, 124121, 2023).

OUR(t)) .
a(t)) ]’

x(t;) = xo + Xj=y jeigu Y21 X(6)At; < ke

e Rer o Bl
OURK{j)_F'BKEj)'XC'XnLk—lc[([k) k;_\{'--
crft),-] = BN

(1)

Xg'f'zj-_l

x(t;) = kitais atvejais,

\L ﬂ . '
=1t
2 ] crklj) J

kur x yra biomasés koncentracija [g/L], OUR yra deguonies suvartojimo greitis
[0/(h*L)], x0 biomasés koncentracija inokuliavimo memontu, a ir B yra kultdros

stechiometrijos koeficientai, kX yra parametras, kuris apibrézia pradzig nuo kurios
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pradeda dalyvauti (1) iSraiSkoje biomasés palaikymo narys B ir xcX yra biomasés

koncentracijos verté tuo laiko momentu
(kex = X3 X ()0, xex = x(tex)).
Vienas esminiy Sio iSradimo aspekty - vykdant tikslinio produkto sintezés
maksimizavimag, yra atsizvelgiama ir | bakterijy populiacijos vidutinj amziy Age(t).

Parametras Age(t) priklauso nuo to, kaip greitai bakterijos auga ir dalijasi. vertinti

Age(t) reikSmes, naudojama matematiné iSraiSka (2)

tix(t) =Xy tj"AXjj_1
x(t;)

Age(t;) =

Antrajame budo Zingsnyje, jvertinama sintetinamo tikslinio produkto tikétinai

maksimali koncentracija Pmax kultivavimo proceso pabaigoje momentu tend, kuri
priklauso nuo indukcijos momentu tinduction jvertinty: biomasés koncentracijos
x(tinduction) ir populiacijos vidutinio amziaus Age(tinduction). Atlikus kultivavimo
eksperimenty duomeny analize, pastebéta, kad kultivavimo proceso pabaigoje
didziausia tikslinio produkto koncentracija P(tend) gauta tuose kultivavimo
eksperimentuose, kur E.coli vidutinis amzius Age(tinduction) indukcijos momentu
buvo maziausias ir biomasés koncentracija x(tinduction) didZiausia. Si kompleksiné
priklausomybé parodyta 4 paveiksle, kaip dviejy kintamyjy x(t) ir Age(t) 3D- funkcija,
rodanti produkto sintezés grei€io priklausomybe nuo Siy dviejy faktoriy. Pagal Siuos
kultivavimo eksperimenty rezultatus, parengta formulé, leidzianti jvertinti tikéting
maksimalig tikslinio produkto koncentracijg Pmax kultivavimo proceso pabaigoje (tai
yra, P(tend))

(lm uc wn)
Prax = —— 2ty vy [g/L]; (3)

max :
A.qe(f-inducuon)z

kur daugiklis Yap yra konkreCiam kultivavimo procesui pagal jo eksperimento

duomenis (pavyzdziui, kaip pavaizduota 4 paveiksle) parenkamas iSeigos koeficientas,
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charakterizuojantis Siame procese kultivuoty E.coli pajégumg sintezuoti tikslinj

baltyma.

Si empirikai pagrista formulé gauta, apdorojus didelj kiekj kultivavimo
eksperimenty duomeny, surinkty vykdant rekombinantiniy E.coli pusiau- periodinius
kultivavimo procesus. Pavyzdziui, Siuos, kuriy rezultatai jau anksCiau skelbti
mokslinéje spaudoje [7] (Survyla, A., Levisauskas, D., Urniezius, R. & Simutis, R. An
oxygen-uptake-rate-based estimator of the specific growth rate in Escherichia coli
BL21 strains cultivation processes. Computational and Structural Biotechnology
Journal 19, 5856-5863 (2021), [8] Schaepe, S., Kuprijanov, A., Simutis, R. &
Labbert, A. Avoiding overfeeding in high cell density fed-batch cultures of E. coli
during the production of heterologous proteins. Journal of Biotechnology 192, 146-153
(2014)). 18 Siy kultivavimo eksperimenty ir procesy, formuléje (3) identifikuotas iSeigos

koeficientas Yap = 0.5.

Formulé (3) charakterizuoja, kad tikéting maksimalig tikslinio produkto
koncentracijos reikSme Pmax apsprendzia E.coli kultivavimo proceso eiga iki
indukcijos momento tinduction. Jei indukcija vykdoma esant didelei E.coli biomasés
koncentracijai x(tinduction), tada dazZniausiai bakterijy populiacijos vidutinis amzius
Age(tinduction) buna jau didelis ir tikslinio produkto sintezé poindukciniu laikotarpiu
sulétéja. Kita vertus, jei indukcija inicijuojama esant mazai biomasés koncentracijai x(t),
tada populiacijos vidutinis amzius Age(t) yra maZzas ir tikslinio produkto biosintezé
vyksta intensyviai, taCiau dél mazos biomasés koncentracijos x(t), susintetinto
produkto koncentracija P(t) kultivavimo pabaigoje pasiekiama irgi nedidelé. Taigi,
tinkamas indukcijos momento tinduction parinkimas yra svarbus kultivavimo proceso
rezultatui. Siuo metu kultivavimo procesuose indukcijos momenta tinduction
jprastai parenka proceso operatorius, remdamasis darbine praktika ir ankstesniy

kultivavimo eksperimenty analize. |gyvendinant §j iSradima,

i
— At
x(ri) = x(tinduc!,ion) ' EZR_[mdu“w” ()AL (5)

taip pat laikoma, jog indukcijos inicijavimo momentg tinduction ir maitinancio substrato

srautg iki S§io momento tinduction suplanuoja proceso operatorius. Sio iSradimo
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eksperimentuose, indukcija budavo inicijuojama tuo momentu, kai bioreaktoriaus
terpéje iStirpusio deguonies koncentracijai palaikyti pasiekiami maksimalls leistini

bioreaktoriaus maiSyklés sukiai ir paduodamo oro maksimalus srautas.

Trediajame budo zingsnyje, pagal formule (3) jvertintg maksimalig tikslinio

produkto koncentracijg Pmax kultivavimo pabaigoje, kultivavimo poindukciniam
laikotarpiui t=[tinduction; tend] suskaiCiuojama tikslinio produkto koncentracijos
kaupimo (augimo) funkcija P(t)

Pmax—P(ti-1)
P(t) = P(ti-y) + == = At;; (4)

Sioje formuléje (4) pagrindiniai kintamieji yra tikétinai maksimali tikslinio

produkto koncentracija Pmax ir bakterijy populiacijos vidutinis amzius Age(t).

Pradzioje visos specifinio augimo greiCio funkcijos vertés poindukciniam
laikotarpiui  u(tf) prieS optimizavimo procedidrg yra prilyginamos nuliams.
Optimizavimo metu, kiekvieng kartg apskaiciavus produkto koncentracijos funkcijos
P(t) verciy profilj ((4) iSraiska),t=[tinduction; tend], bei varijuojant specifinio bakterijy
augimo greicio funkcijos u(t),t=[tinduction;tend] reikSmémis, laiko periode t=[tinduction:;

tend] kiekvienam pasirinktam laiko intervalui suskai€iuojami Siy kintamujy vertés
- pagal formule (5) - prognozuojama biomasés koncentracija x(t),
- pagal formule (2) - bakterijy populiacijos vidutinis amzius Age(t),

- pagal formule (4) - tikslinio produkto koncentracija P(t) poindukcinio

kultivavimo eigoje, tai yra, laikotarpyje t=[tinduction; tend].

Tikslinio  produkto  koncentracija  kultivavimo  pabaigoje  P(tend)
maksimizuojama iteracine optimizavimo procedidra. Si iteraciné procedira, jos
jvykdymo rezultate, suformuoja specifinio augimo grei€io optimizuotg funkcijg u(t)

- w-profilj, kuri jgalinty E.coli kultivavimo pabaigoje (fend) pasiekti tikéting

maksimalig produkto koncentracijg P(tend).

Optimizavimo __iteraciné _ procedudra. Jos  pradZioje, parenkamas

optimizuojamos funkcijos u(t) laiko t diskretizavimo zZingsnis dt (valandomis (val), kur

diskretizavimo Zingsnio dydis parenkamas ribose: 0.1-1 val), ir kultivavimo pabaigos
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laikas tend. Pagal indukcijos inicijavimo momentg tinduction ir kultivavimo pabaigos
laikg tend - suskaiGiuojamas intervaly skaicius n, kur n=(tend - tinduction)/dt. Siuose
dt intervaluose, pagal funkcijos u(t) optimizacijos procedirg, bus nustatomos
bakterijy specifinio augimo greicio u(t) optimalios reikSmés minétuose intervaluose, tai
yra, u(tinduction), p(tinduction+dt), u(tinduction+2dt), u(tinduction+3dt), ..., u(tend-dt),
U(tend). Taip pat, u(t) optimizavimo procediros pradzioje, pagal (3) formule
suskaiCiuojamas Pmax. |vertinus Siy parametry reikSmes, toliau, vykdomas iteracinis
specifinio augimo greicio profilio funkcijos wu(t) diskreCiyjy reikSmiy u(i*dt),i=0..n

optimizavimas Sia tvarka:

e kiekvienam poindukcinio laikotarpio [finduction; tend] diskreCiojo laiko
intervalui j*dt,i=0..n specifinio augimo greicio u(i*dt),i=0..n reikSmé didinama nuo
esamos reikSmeés (arba nuo 0 pradZioje) jg varijuojant (didininant iki 0,8 arba mazinant

iki 0) su 0,01 specifinio augimo greicio pokycio diskretiSkumu;

e kiekvienam intervalui j*df, skaiCiuojama biomasés koncentracija x(i*dt),

pagal (5) formule;

e pagal formule (2) skaiCiuojamas bakterijy populiacijos vidutinis amzius
Age(t) kultivavimo metu, o pagal iSraiSkg (4) apskaiCiuojama produkto koncentracija

P(ti) kiekvienam laiko intervalui i=0..n;

e tikrinama produkto koncentracija P(t) kultivavimo proceso pabaigoje,
momentu fend, tai yra, galutiniame n-tajame intervale n*dt. Jei Si verté P(n*dt)
gaunama didesné, nei P(n*df) suskaiCiuota prieS tai buvusioje iteracijoje, tuomet Si
naujoji P(n*dt) verté yra iSsaugoma kartu su specifinio augimo greicio profilio vertémis
u(i*dt),i=0..n esamoje iteracijoje padidinta/pamazinta reikSme. Toliau, vykdoma sekanti
u(i*dt),i=0..n optimizavimo iteracija, toliau didinant/mazinant specifinio augimo greicio
u(i*dt),i=0..n vertes pasirinktu diskretiSkumu (kaip minéta, pavyzdziui, 0,01). Jeigu
esamoje iteracijoje suskaiciuota P(n) verté gaunama mazesné uz ankstesnés iteracijos
P(n) verte, tada p(i*dt) diskretinés vertés optimizavimo proceddra stabdoma ir
ankstesnés iteracijos u(i*dt) diskretiné verté iSsaugoma kartu su specifinio augimo
greicio profiliu p(i*dt),i=0..n, nes ji parodé didziausig tikéting produkto koncentracijg

P(n) kultivavimo pabaigoje (tai yra, momentu tend arba n-tajame laiko intervale).

e 4-tajame valdymo budo zingsnyje, Sis optimizuotas u(i*dt),i=0..n profilis

panaudojamas bioreaktoriaus specifinio augimo greiCio valdiklyje, kuris palaiko
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nustatytg specifinj augimo greitj y, atitinkamai reguliuodamas maitinan¢io substrato

srautg.

Visos optimizavimo procediros metu optimizuoto specifinio augimo greicio
profilio p(i*dt),i=0..n praktinio panaudojimo galimybiy uztikrinimui optimizavimo
iteracinéje procediroje taip pat vertinami papildomi maksimalaus leistino specifinio
augimo greicio ribojimai. Kultivavimo procese maksimalus specifinis augimo greitis
u(i*dt),i=0..n priklauso nuo esamos biomasés koncentracijos x(t), bakterijy populiacijos
vidutinio amziaus Age(t) ir tikslinio produkto koncentracijos P(t). Todél, iteracijy metu
tos specifinio augimo grei€io vertés u(i*dt),i=0..n, yra atmetamos (nenaudojamos
toliau maksimizuojant tikslinio produkto koncentracijg), kurios virSija (6) iSraiSkoje
gautg verte. Sis ribojimas E.coli kultivavimo procesams suformuojamas pagal
modifikuotg Monod iSraiska:

o (t) . . kx . kage . kp .
Huptimit = Hmax (kx+x(t)) (kage+Age(t)?) (kp+P(t)2)’

(6)

kur umax yra E.coli kultiros maksimalus specifinis augimo greitis, kx - biomases
inhibicijos koeficientas, kage - metodo amziaus inhibicijos koeficientas, kp produkto
inhibicijos  koeficientas. Remiantis eile rekombinantinés E.coli kultivavimo
eksperimenty, identifikuotos tokios Siy parametry reikSmés: umax = 1.1 [1/hr], kx = 80
[g/L], kage = 3.5 [hr], kp = 20 [g/L].

Iteracinéje optimizavimo proceduroje jvedamas ir tikslinio produkto
maksimalaus sintezés greicio dP(t)/dt ribojimas. Tikslinio produkto koncentracija P(t),
skaiCiuojama pagal formule (4), poindukcinio laikotarpio pradzioje. Dél formulés (4)
jautrumo kintamajam Age(t), produkto sintezés greiCio dP(t)/dt reikSmes gali tapti
didesnés, negu jos jmanomos realiuose kultivavimo procesuose ir eksperimentuose.
Todél, skaiciuojant sintezés greitj dP(t)/dt, laikoma, kad jo dydis neturéty virsyti tam
tikro maksimalaus grei¢io dPmax(t)/dt. Sis maksimalus greitis dPmax(t)/dt yra
vertinamas empirine formule, suformuota remiantis kultivavimo eksperimenty

duomenimis:

03]
dech(t)/dt - /I:EW “kap; (7)
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kur realiai jmanomg jaunos bakterijy kultiros maksimaly produkto koncentracijos
sintezés greitj dPmax(t)/dt nulemia koeficientas kdP. Pagal kultivavimo eksperimenty

duomenis, Sio koefciento reikSmé yra kdP = 0.15.

Ketvirtajame budo Zingsnyje, pagal suformuotg bakterijy specifinio augimo

greiCio u-profilj, bioreaktoriaus automatinis valdiklis reguliuoja maitinancio substrato
srautg, taip palaikydamas p-profiliu apibréztg realy specifinj augimo greitj u
bioreaktoriuje. Automatinis maitinancio srauto reguliavimo valdiklis veikia Zinomu
badu, vertinanciu realy specifinj augimo greitj uy bioreaktoriuje pagal realiu laiku
matuojamus deguonies naudojimo grei¢io duomenis [6] (Galvanauskas, Vytautas;
Simutis, Rimvydas; LeviSauskas, Donatas; Urniezius, Renaldas. Practical solutions
for specific growth rate control systems in industrial bioreactors // Processes. Basel :
MDPI. ISSN 2227-9717. 2019, vol. 7, iss. 10, art. no. 693, p. 1-1.

E.coli kultivavimo proceso valdymo sistemos schema, taikant iSradime

apras8yta tikslinio produkto iSeigos maksimizavimo bldg, pavaizduota 2 paveiksle.

E.coli kultivavimo metu, pagal iS bioreaktoriaus iSeinan€iy dujy srautg ir
sudétj, realiu laiku vertinama biomasés koncentracija x(t) ir bakterijy populiacijos
vidutinis amzius Age(t). ki indukcijos momento tinduction, maitinanéio substrato
srautas tiekiamas pagal operatoriaus i$ anksto suplanuotg profilj. Proceso operatoriui
atlikus induktoriaus (IPTG) dozavimg ir inicijavus tikslinio produkto sinteze, indukcijos
momentu tinduction nustatoma tikétinai maksimali tikslinio produkto koncentracija
Pmax kultivavimo pabaigoje tend ir inicijuojama tikslinio produkto sintezés
maksimizavimo procedlra. Pagal Sig procedurg, atsizvelgiant | proceso apribojimus
(maksimalus specifinis augimo greitis, maksimalus tikslinio produkto skyrimosi greitis)
optimizuojamas  (suformuojamas tinkamiausias) specifinio augimo profilis
y(i*dt),i=0..n, kuris specifinio augimo greicio y valdiklio pagalba reguliuoja maitinancio
substrato srautg poindukciniu laikotarpiu [tinduction; tend]. Specifinio augimo greicio
p valdiklis funkcionuoja zinomu valdymo bidu, pagal deguonies suvartojimo greicio
duomenis [6] (Galvanauskas, Vytautas; Simutis, Rimvydas; LeviSauskas, Donatas;
Urniezius, Renaldas. Practical solutions for specific growth rate control systems
in industrial bioreactors //Processes. Basel: MDPI. ISSN 2227-9717. 2019, vol. 7,
iss. 10, art. No. 693, p. 1-13.)

Sukurtas E.coli kultivavimo valdymo bidas jgalina maksimizuoti tikslinio
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produkto koncentracijg pusiau-periodiniuose rekombinantiniy E.coli kultivavimo
procesuose, poindukciniu periodu optimaliai valdant specifinj bakterijy augimo greitj
y. Budas gali bati efektyviai panaudotas jvairios paskirties biofarmaciniy tiksliniy

produkty kultivavimo procesuose ir pramoniniuse bioreaktoriuose.

Eksperimentiniai rezultatai. ISradime atskleistas tikslinio produkto
maksimizavimo budas analitiSkai istirtas, rekombinantiniy E.coli kultivavimo
procesuose. Tipinis Sio metodo jgyvendinimo realiame E.coli biomasés auginimo bei
tikslinio produkto sintezés eksperimente rezultatas vienam eksperimentui pateiktas 3
paveiksle. Paveiksle parodyti E.coli biomasés koncentracijos x(f) (3 pav. a), bakterijy
populiacijos vidutinio amziaus Age(t) (3 pav. b), specifinio augimo greicio u kitimo (3

pav. c) ir tikslinio produkto koncentracijos P(t) augimo grafikai.
Bioprocese specifinio augimo greicio profilio kirimas vykdomas:

- pagal iSankstinj operatoriaus plang - prieSindukcinéje (E.coli biomaseés

auginimo) fazéje, ir

- pagal Sio iSradimp bldg - poindukcingje (tikslinio produkto sintezeés) fazéje,

siekiant maksimizuoti tikslinio produkto sintezés iSeigg kultivavimo pabaigoje.

Operatoriui parinkus indukcijos momenta tinduction, biomasés koncentracija
x(t) ir bakterijy vidutinis amzius Age(t) indukcijos inicijavimo momentu tinduction gali
turéti jvairias reikSmes. Tikslinio produkto sintezés optimizavimas ir iSeigos P(tend)
maksimizavimas, faktiSkai, gali biti atliekamas esant bet kokioms ir x(tinduction) ir

Age(tinduction) reikSméms indukcijos inicijavimo momentu tinduction.

Inicijavus indukcijg, nuo momento tinduction (3 paveiksle: 10-ta valanda),
specifinis augimo greitis y, yra surandamas pagal dviejy parametry x(t) ir Age(t)
funkcijos P(t) maksimuma, bei uztikrinant apribojimy nevirsijimg pagal formules (6) ir
(7). Atlikus indukcijg, biomasés augimas sulétéja bei didéja vidutinis bakterijy amzius.
Realiai pasiektos kultivavimo charakteristikos skirsis nuo prognozuojamy pagal
specifinius augimo profilius, Sie skirtumai matosi taskinése kreivése 3 a pav. vidutinis
populiacijos amzius, 3b pav. biomasés koncentracija, 3c pav. maksimaliai tikétino

produkto koncentracija, 3 d pav. specifinio augimo greitis.

Sioje analizéje, taikant sukurta maksimizavimo bida, tikslinio produkto

maksimaliai tikétina koncentracija vidutiniSkai 12% didesné, nei bity gauta,
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neoptimizavus sintezés proceso pagal minétus du esminius parametrus: E.coli

biomasés koncentracijg x(t) ir bakterijy vidutinj amziy Age(t).
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Bidas maksimizuoti tikslinio produkto sinteze rekombinantiniy E.coli pusiau-

periodiniuose kultivavimo procesuose apima Siy zingsniy seka:

a) pirmame zingsnyje (1.1) vykdomas E.coli biomasés koncentracijos
x(t) jvertinimas ir populiacijos vidutinio amziaus Age(f) nustatymas kultivavimo

laikotarpyje iki indukcijos momento tinduction:;

b) antrame zingsnyje (1.2), indukcijos momentu tinduction, pagal iSmatuotg
biomasés koncentracijg x(tinduction) ir jvertintg vidutinj amziy Age(tinduction), bei
taikant eksperimentiSkai identifikuotg produkto sintezés greiio dP(t)/dt
priklausomybe nuo biomasés koncentracijos x(f) ir amziaus Age(t), ivertinama
tikétinai maksimali tikslinio produkto koncentracija Pmax kultivavimo pabaigoje

momentu tend;

c) tre€iu zingsniu (1.3), pagal eksperimentiskai identifikuotg produkto sintezés
greic¢io dP(t)/dt priklausomybe, jvertinama produkto koncentracijos funkcija P(t)
poindukciniame laikotarpyje [tinduction; tend], ir optimizavimo iteracine procedira
suformuojamas E.coli specifinio augimo greicio profilis u(t), atitinkantis produkto

tikéting maksimalig koncentracijg P(t) kultivavimo pabaigoje momentu fend.

d) ketvirtame zingsnyje (1.4), j bioreaktoriy tiekiamas maitinancio substrato
srautas, reguliuojamas automatiniu valdikliu pagal optimizuotg specifinio augimo

greicio profilj u(t),t=[tinduction; tend.

2. Bldas pagal 1 punktg,besiskiriantis tuo, kad pirmajame (a) zingsnyje
E.coli biomasés koncentracija x(t) jvertinama realiu laiku, netiesioginiu matavimo badu

pagal reaktoriuje suvartojamo deguonies greicio rodiklius.

3. Blidas pagal 1 arba 2 punktus, besiskiriantis tuo, kad E.coli
populiacijos vidutinis amzius Age(t) jvertinamas pagal jvertintg E.coli biomaseés

koncentracijos x(t) profil;.
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4. Budas pagal 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad Age(t) skaiCiuojamas

pagal formule

fl " x(tl) - Z}:l t}- " ijf”f,l
x(t;)

Age(t;) =

5. Bldas pagal 1 punktg,besiskiriantis tuo, kad antrame zingsnyje (b)
jvertinama tikétinai maksimali tikslinio produkto koncentracijos riba Pmax kultivavimo

pabaigoje, pagal formule

(ti duction)
Prax = —= —x Yy, [g/L]
max Age(tindguction)? ap [g/ ]
kur Yap yra eksperimentiskai jvertintas kultivavimo proceso iSeigos specifinis

koeficientas, charakterizuojantis proceso pajégumg sintezuoti tikslinj produkts.

6. Budas pagal 5 punktg, besiskiriantis tuo, kad iSeigos specifinis

koeficientas Yap yra lygus 0.5.

7. Budas pagal 1, 5 ir 6 punktus, besiskiriantis tuo, kad treCiame
zingsnyje (c), skaiCiuojama sintezuojamo produkto koncentracijos funkcija P(t)

laikotarpyje t=[tinduction; tend] pagal formulg

Prnax — P(ti_1)
P(t.) = P(t;_ +M .
( 1) ( L 1) Ag@(fi) L

- skaicCiuojama E.coli biomasés koncentracijos funkcija x(t), pagal formule

= E%(=L () Aty
x(ti) _x(tinduction) e induction

- skaiCiuojama vidutinio amziaus funkcija Age(t), ir

- optimizavimo iteracine proceddra suformuojama E.coli specifinio augimo
greic¢io optimizuota funkcija u(t)-profilis, kuri kultivavimo laikotarpio pabaigoje fend

lgalina tikéting maksimalig produkto koncentracijg P(t).
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8. Budas pagal 7 punktg,besiskiriantis tuo, kad optimizavimo iteracine
procedldra yra vykdoma ir E.coli specifinio augimo greicio funkcija u(t)-profilis yra

optimizuojama diskretiniame laike dt.

9. Budas pagal 8 punktg, besiskiriantis tuo, kad diskretinio laiko

intervalo dtf dydis parenkamas nuo 0.1 iki 1 valandos.

10. Bidas pagal 7-9 punktus, besiskiriantis tuo, kad optimizavimo
iteracinéje procediroje, E.coli specifinio augimo greiCio optimizuotos funkcijos u(t)-
profilis suformuojamas, varijuojant u(t)-profilio reikSmes iteracijomis, nuo 0 iki 0,8,

diskretiniu Zingsniu 0,01.

11. Bidas pagal 7-10 punktus, besiskiriantis tuo, kad optimizavimo
iteracinéje procediroje, E.coli specifinio augimo grei€io u(t)-profilis formuojamas,
taikant p(i*dt) reik8miy didinimo ribojimus pagal Monod formule

_ kx . kage _ kp
(kx +x(t)) (kage +Age(t)?) (kp+ P(£)2)

H-Up!imit(t) = Hmax

kur umax yra E.coli kultiros maksimalus specifinis augimo greitis, kx -

biomasés inhibicijos koeficientas, kage - metodo amziaus inhibicijos koeficientas, kp -

produkto inhibicijos koeficientas.

12. Bldas pagal 11 punktg, besiskiriantis tuo, kad Monod formuléje
ribojantys parametrai turi Sias reikSmes: ymax = 1.1 [1/hr], kx = 80 [g/L], kage = 3.5
[hr], kp = 20 [g/L].

13. Budas pagal bet kurj i§ 7-12 punkty, besiskiriantis tuo, kad
optimizavimo iteracinéje proceddroje ribojamas tikslinio produkto sintezés
maksimalus greitis dPmax(t)/dt pagal formule

x(t)

dPpax(t)/dt = Age” kap;
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kur parametras kdP yra koeficientas, ribojantis jaunos bakterijy kultiros

tikslinio produkto koncentracijos sintezés greitj.

14. Bidas pagal 13 punktg, besiskiriantis tuo, kad koeficiento
kdP reikSmé yra 0.15.

15. Bidas pagal 1-14 punktus,besiskiriantis tuo, kad badas yra skirtas
maksimizuoti tikslinio produkto sinteze pramoniniuose ir automatizuotuose E.coli

kultivavimo procesuose ir bioreaktoriuose.
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