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Santrauka

Imonéms, uzsiimanc¢ioms biotechnologiniais procesais, labai svarbus kultivuojamo produkto
atsikartojamumas ir kokybé. Sie du kriterijai jgyvendinami tinkamai sudarant periodinio su
pamaitinimu, limituoto augimo kultivavimo proceso valdymg. Taciau §iuo metu pramonéje
dazniausiai pasitaikantys nelimituoto augimo kultivavimo procesai, palaikant vienoda pamaitinimo
tirpalo koncentracija bioreaktoriuje.

Darbe aprasomas ir iSvystomas matematinés struktiiros mechanistinis modelis, skirtas periodiniams
su pamaitinimu, pramonéje naudojamy mikroorganizmy kultiry, kultivavimo procesy valdymo
algoritmams sudaryti.

Identifikuojami alaus mieliy (lot. Saccharomyces cerevisiae) ir E. coli bakterijy (lot. Escherichia coli)
matematiniai modeliai. Palyginami apskaiCiuoti teoriniai rezultatai su eksperimentiniais duomenimis.

Atliekamas FE. coli bakterijy eksperimentinis tyrimas pagal matematinio modelio sudarytg valdymo
algoritmg. Palyginami modelio prognozuoti parametrai su eksperimentinio tyrimo rezultatais.
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Summary

The reproducibility and quality of the cultivated product is crucial for biotechnological companies.
These two criteria are implemented through proper management of the fed-batch growth-limited
cultivation process. However, currently the most common non-limiting growth cultivation processes
in the industry, maintaining the same concentration of feed solution in the bioreactor.

This paper describes the development of mathematical model which performs control algorithms for
fed-batch cultivation processes of industrial microorganisms cultures.

Mathematical models of beer yeast (lot. Saccharomyces cerevisiae) and E. coli bacteria (lot.
Escherichia coli) are identified. The calculated theoretical results are compared with experimental
data.

An experimental study of E. coli bacteria is performed according to a mathematical model-based
control algorithm. Model predicted parameters are compared with experimental results.
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Ivadas

Biotechnologiniy procesy valdymas iki Siol yra sudétingas uzdavinys. Norint tinkamai valdyti
§iuos procesus, tam reikia biotechnologiniy, matematiniy, inZineriniy Ziniy. Siuose procesuose
dalyvauja daug jvairiy biocheminiy, biotechnologiniy reiskiniy, dél kuriy gali kisti gaminio gamyba
ir viso proceso valdymas, sagnaudos ir produkto iSeiga. Todél prie§ pradedant kultivavimo procesa,
reikia kruopsciai suplanuoti ir apskaiciuoti vykdomo proceso eiga. Kad suplanuotas modelis
sklandziai veikty realiose situacijose, inzinieriai i§ pradziy savo zinias ir modeliavimo jgiidzius siekia
realizuoti teoriniuose modeliuose, ypatingai fizika pagristomis matematinémis lygtimis. Procesy
optimizavimas, steb¢jimas ir valdymas yra pagrindiniai bioprocesy inzinerijos uzdaviniai. Todél i$
pradziy biotechnologinius procesus reikia tinkamai iSanalizuoti ir apraSyti matematiniuose
modeliuvose, kad biity galima pritaikyti tinkamg valdymo biidg. Pagrindinis objektas
biotechnologiniuose procesuose yra kultivuojama mikroorganizmy kultiira. Siame darbe pasirinkti
objektai yra gamyboje daznai pasitaikancios lgsteliy riSys eukariotai ir prokariotai — nesudétingos
sandaros Igstelés, sudarytos tik i§ branduolio ir jj supanc¢ios membranos, kuriy galima rasti Zmogaus
organizme. Sios lastelés yra auginamos dél j auginimo terpe i$skiriamy naudingyjy produkty:
baltymai, vitaminai ir kiti produktai, kurie naudojami farmacijoje. Norint gauti auk$ta gaminio
kokybe ir optimizuoti sanaudas, reikia ] gamybos procesa idiegti technologinius jtaisus,
automatizuojancius mikroorganizmy auginimo procesa su matematiskai pagristu valdymo metodu.
Kiekviena biotechnologijos jmoné siekia gauti kuo aukstesng produkcijos kokybe ir optimizuoti
gamybos sanaudas, bet be tikslaus ir patikimo valdymo tai jvykdyti neimanoma. Pagrindinis
biotechnologinio proceso valdymas priklauso nuo lasteliy pamaitinamo tirpalo kiekio, kuris yra
tiekiamas j bioreaktoriy. Todé¢l pries kultivavimo procesa yra suprojektuojamas pamaitinimo tirpalo,
tiekimo i bioreaktoriy, profilis, pagal kurj bus valdomas procesas. Sio projekto tikslas yra sudaryti
periodiniy su pamaitinimu mikroorganizmu kultiry E. coli ir mieliy kultivavimo procesy
pamaitinimo greifio algoritmus, realizuojancéius pageidaujamg mikroorganizmuy biomasés
augimo dinamika. Norint pasiekti §j tikslg buvo iSsikelti Sie uzdaviniai:

1. atlikti mikroorganizmy kultiry E. coli ir mieliy periodinius su pamaitinimu kultivavimo
procesy eksperimentinius tyrimus laboratoriniuose bioreaktoriuose;

2. remiantis eksperimentiniy tyrimy rezultatais, sudaryti tiriamyjy procesy matematinius
modelius, skirtus pamaitinimo grei¢iams skaiCiuoti ir kultivavimo procesams
prognozuoti;

3. apskaiciuoti pamaitinimo greicio algoritmus realizuojancius pageidaujancius biomasés
augimo greicio trajektorijas;

4. atlikti kultivavimo proceso eksperimentinius tyrimus naudojantis apskai¢iuotus
pamaitinimo greicio algoritmus;

5. palyginti modelio prognozuojamus rezultatus su eksperimentiniy tyrimy rezultatais;

6. pateikti tyrimy iSvadas ir rekomendacijas.



1. Literataros apZvalga
1.1. Tyrimo objektas
1.1.1. Mieliy lastelés

Biotechnologiniuose procesuose pagrindinis darbo objektas yra lastelés. Lasteliy tipy yra daug ir
kiekviena riisis iSskiria skirtingus naudingus fermentus, todél pasaulyje vyksta jvairiy tipy ir rasiy
fermentacijos su skirtingomis lgsteliy kulttiromis. Pramonéje labiausiai yra naudojamos dvi lasteliy
rusys. Viena i$ jy eukariotiniy lasteliy domenui priklausancios mieliy Igstelés.

Mielés tai vienalgsCiai grybai, daznai naudojami alaus ir maisto pramonéje, nes mielése yra
naudingyjy B grupés vitaminy bei kity naudingy iSskyry. Taip pat Sios lastelés placiai naudojamos
iikio sektoriuose gaminant maisto papildus, pasarus ar davinius gyviinams ir su Siomis Igstelémis yra
atliekami moksliniai tyrimai ir daromi eksperimentai biotechnologijos srityje [1,2].

Alaus mielés (lot. Saccharomyces cerevisiae) yra labiausiai paplitusi mieliy rusis alaus, maisto
pramongje. Taip pat §is lgsteliy porisis placiai naudojamas mokslo ar biotechnologijy srityje dél jy
zemos savikainos ir iSskiriamy naudingyjy fermenty, kurie yra panaSiis | Zmogaus organizme
esanciuosius. Mieliy Iasteliy kultivavimo proceso atlikimas néra sudétingas, nes Sioms lasteléms
nereikia didelio sterilumo [3].

Saccharomyces scerevisae augimas yra didelis, kaip eukariotinei lastelei. Sios kultiiros biomasé
padidéja dvigubai vienos arba dviejy valandy intervale [4]. Todé¢l alaus mielés yra naudojamos
pramongéje ir eksperimentiniuose tyrimuose, dél greito jy augimo grei¢io ir biomasés didéjimo. Si
lasteliy kultiira taip pat paranki vykdant eksperimentinius ar mokslinius tyrimus ir projektuojant
automatinius valdymo algoritmus, sistemas, nes nereikalauja didelio sterilumo ir kruopstumo.
Augimas yra parankus, realiu laiku matomas biomasés didéjimas ir tuo paciu metu galima suspéti
adaptuoti valdymo sistema nesukeliant streso lasteléms dél staigiai pasikeitusios aplinkos ar
parametry [5].

Saccharomyces scerevisae lasteliy dauginimosi buidas yra vegetatyvinis pumpuravimasis. Tai
nelytiniu biidu dauginimosi procesas, kai ant motininés lgstelés pavirSiaus formuojasi nauja lastelé.
Pradiniu momentu lastelés branduolys dalijasi i dvi lygias dalis. Naujame branduolyje yra i§saugota
identiSka motininés Igstelés DNR. Naujasis auglys auga ant motininés lastelés membranos iki kol
pasiekia pirmtakes lastelés dydj [1,2]. Mieliy pumpuravimosi biidas pavaizduotas 1.1 paveiksle.

1.1 pav. Saccharomyces cerevisiae lastelés dalijimasis



1.1.2. E. coli bakterija

Sekanti lagsteliy rusis daznai naudojama pramongje yra Escherichia coli bakterija. Tai lastele
priklausanti prokarioty domenui paprastos sandaros gyvybés forma, kuri susideda tik i§ nukleido,
vienos DNR molekulés, kuri atstoja branduolj [6].

Escherichia coli bakterija yra gramneigiamos, lazdelés formos, 1-3 u x 0,4-0,7 p dydzio bakterijos,
daZniausiai randamos Zmogaus ar gyviiny Zarnyne. Sios bakterijos auginamos pramonéje dél j terpe
i§skiriamy naudingyjy fermenty, rekombinantiniy baltymy [2,6,7]. Rekombinantiniai baltymai yra
labai stipri veiklioji medziaga, vaistinis preparatas, kuris pasiZymi saugiu vartojimu ir yra be
netiksliniy $alutiniy poveikiy. Sj baltyma labai lengva modifikuoti ir pritaikyti pladiam vaisty spektrui
[8]. Kadangi E. coli bakterijos gaminamas produktas yra labai paklausus, §i lasteliy rtsis yra viena i$
daZniausiai kultivuojamy Igsteliy pramonéje dél didelés rinkos.

Taip pat §i bakterijos ruSis pasizymi dideliu dauginimosi grei¢iu. Gliukozés drusky terpéje ir
optimaliomis aplinkos saglygomis jos dvigubéjimo laikas yra apie 20 min. Taigi kultiira, inokuliuota
1/100 praskiedimu gali pasiekti stacionarig fazg per kelias valandas [9]. E. coli dauginasi lasteliy
dalijimosi buidu, kai genetinés medziagos perkeliamos per membrang. Nauja lastelé, dar vadinama
dukteriné lasteleé, kuri buvo suformuota dalijimosi budy, yra kopija senosios lastelés. Atskira
bakterija pradeda $§j procesa isilgai lastelés, po to eina beveik tiksli genomo transdukcija. Genetinés
replikacijos metu gali atsirasti mutacijos ir klaidos, ta¢iau dazniausiai jy btina nedaug ir neturi didelés
itakos bakterijai. Naujos bakterijos sienel¢ suformuojama ir lygiai padalinami lasteliy komponentai,
viena tévy genomo kopija perkeliama j naujos lastelés puse. Lastelé dalijasi palikdama dvi originalias
bakterijos kopijas, vadinamas dukterinémis lastelémis [2, 9].

1.2 pav. E. Coli naujos lastelés atsiskyrimas nuo motininés
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1.2. Santykinio lasteliy augimo fazés ir priklausomybé nuo valdymo

Santykinis lgsteliy augimo greitis yra svarbus kultivavimo proceso parametras, kuris apibtidina
proceso valdyma, jo atlikimg ir nusako biomasés kitimg tam tikru laiku [10], matematiné iSraiska

parametro:
dx 1 (1.1)
T @ X

Sioje formuléje parametras X yra biomasé. Kiekviena lasteliy rusis turi savo santykinj maksimaly
augimo greit]. Augimo greitis priklauso nuo auginamos terpés ir joje esanciy iStirpinty mineraly
koncentracijos, maistiniy medziagy koncentracijos, gliukozés dozavimo | bioreaktoriy bei kity,
parametry turin¢iy jtaka kultivavimo terpei [11]. Vykdant lasteliy kultivavima, visas procesas yra
suskaidytas ] keturias atskiras augimo fazés: latentiné arba lag, log, stacionari ir atmirimo [12].

Latentiné arba lag fazé yra pirmasis etapas, kai Igstelés, patekusios j naujg terpg, turi prie jos
adaptuotis. Sios fazés metu augimo greitis i§ esmés yra lygus nuliui, fazés trukmeé gali bati nuo
valandos iki keliy dieny. Nors lIgstelés praktiSkai nesidalija, Siuo laikotarpiu jos néra neveiksnios. Lag
fazés metu mikroby populiacijai biidingas intensyvus metabolinis aktyvumas, kai yra sintetinami
fermentai ir jvairios kitos molekulés, leidZian¢ios prisitaikyti prie naujy salygy. Sios fazés trukmé
priklauso nuo pradinio organizmy tankio bioreaktoriuje. Dél mazo lasteliy tankio bioreaktoriuje
atsiranda eksogeny (i§ lastelés iSskiriami fermentai) tritkumas. Kai Igsteliy tankis yra mazas, Sios
medziagos yra atskiestos ir ne taip lengvai jsisavinamos.

Log arba eksponentinio augimo faz¢, tai antroji kultiiros augimo pakopa. Kai lastelés apsipranta, jos
pradeda intensyviai dalintis ir pereina prie augimo periodo arba eksponentinio didéjimo.
Eksponentinio augimo metu Igsteliy padidéjimo greitis yra proporcingas lasteliy skaiciui bet kuriuo
metu. Mikroorganizmy dauginimasis yra aktyviausias Siuo metu, o generacijos laikas yra nekintantis,
t. y. pastovus. Log fazé augimo kreivéje zymima kylancia tiese. Sios fazés metu lastelés yra labiausiai
metaboliskai aktyvios — aplinkoje yra gausu augimui reikalingy medziagy. Eksponentinio augimo
fazé yra naudojama pramonés tikslais, nes $iuo metu augancios lgstelés gamina didZiausig kiekj
siekiamo produkto.

Trecias augimo etapas yra stacionarus. Stacionari fazé kultivuojamoje kultiiroje gali buti apibréZiama
kaip biiklé nusistovéjusio proceso, kuri gali biti iSreikSta matematiskai:

ax 0 (1.2)
de
Sioje fazéje lastelés vis dar auga ir dalijasi, tadiau naujy lasteliy skaiGius lygus mirstandiy lasteliy

skaiCiui. Viena i§ dazniausiai pasitaikanciy priezasciy, kai augimo faz¢ i§ eksponentinés pereina j
stacionarig yra ta, kad energijos $altinio (anglies) koncentracija drastiSkai nukrito.

Paskutinis augimo etapas yra mirimo, kurio metu prarandama kultivuojamy lasteliy. Mirties etape
gali biiti ir atskiry gyvy lasteliy, kurios dalijasi, taiau nustatyta, kad didesnis skai¢ius Igsteliy mirSta
nei dauginasi [12, 13].
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1.3 pav. Keturios lasteliy augimo fazés

Siame darbe matematinis modelis bei valdymas yra taikomas log fazei, nes $ioje fazéje augimo greitis
yra didziausias. Kad biomasés koncentracija didéty maksimaliu greiciu bei kultivavimo efektyvumas
bty didziausias, reikia tinkamo valdymo [14]. Kitu atveju augimo greic¢io maz¢jimg gali nulemti
susidare jvairlis pasaliniai reiskiniai.

Lasteliy augimo greitj labiausiai sglygoja tiekiamas maistiniy medziagy kiekis ir jo koncentracija
bioreaktoriuje [15]. Pradiniu kultivavimo metu, kai mikroorganizmai yra uzsé€jami | bioreaktoriy,
lastelés naudoja terpéje iStirpusias maistines medziagas. Pradéjus kultirai daugintis, pradiniy
maistiniy medziagy atsargos pradeda sparciai mazéti, kol pradinis medziagy Saltinis yra iSeikvojamas.
Taigi norint toliau palaikyti gera organizmy augima, | terpe yra tiekiamas gliukozés substratas,
maistiné medziaga, kuri suteikia energijos mikroorganizmy gyvybinéms funkcijoms, produkto
gaminimui ir dauginimuisi [16, 17]. Taciau per didelis substrato kiekis terpéje, neigiamai pradeda
veikti biomasés augimg, inhibuoti. Santykinio augimo grei¢io priklausomybe nuo substrato
koncentracijos yra matematiskai iSreikSta per Monod modelj [18]:

:p-max's
F= K +s

(1.3)

Israiska sudarantys kintamieji:
e 4 — santykinis augimo greitis, [1/h];
®  Unax — maksimalus auginamos kultiiros augimo greitis, [1/h];
e S —substrato koncentracija, [g/1];
o K, —pusiau soties konstanta arba dar vadinama ,,Monod* koeficientas, [g/1].

(1.3) lygtis buvo sukurta mokslininko Monod'o i§ eksperimentiniy duomeny. Siy eksperimenty
rezultatai parodé, kad esant Zemai substrato koncentracijai, augimo greitis tampa substrato
koncentracijos funkcija [19].
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1.3. Periodinio su pamaitinimu mikroorganizmy Kkultivavimo proceso mechanistinio
matematinio modelio sudarymas

1.3.1. Medziagy balanso lygtis biomasei

Pagrindinis tikslas pramonéje vykdomy kultivavimo procesy yra uzauginti kuo didesn¢ kultaros
biomase. Uzaugintos biomasés kiekis per tam tikrg laikg priklauso nuo daugybés aplinkybiy. Viena
i$§ pagrindiniy aplinkybiy yra ta, kad kiekviena Igsteliy kultiira turi savo santykinj augimo greitj, kuris
nusako Iasteliy dalijimosi spartg laiko intervale. Prie skirtingy kultiiry gaunamas skirtingas biomases
kiekis. Identifikavus skirtingus lasteliy specifinius greicius, galima apraSyti fermentacijos medziagy
balanso salyga biomasei [16]:

[Biomasés kaupimo bioreaktoriuje greitis] = [biomasés sintezés greitis bioreaktoriuje].
Mikroby augimas yra autokatalizinis procesas, t. y. augimo greitis proporcingas biomasei. Taigi,
mikroby augimg galima apibudinti kaip proporcingg viso jo lgstelinio turinio padidéjimg esant
tinkamam kiekiui maistiniy medZziagy ir aplinkos salygoms [11], matematiskai iSreiskiama:

dX
printa X. (1.4)
ISraiskg sudarantys kintamieji yra :
e X —biomasés kiekis bioreaktoriuje, matuojama gramais (g);
e ¢ laikas, valandomis (h);
e u - santykinis biomasés augimo greitis (1/h);

Kultivavimo proceso metu yra naudojamas spektrofotometras [20] ir gautas optinis tankis yra
ver¢iamas j biomasés koncentracija litrui per apytiksly biomasés koeficientg 0.4 [g/L/o.u] [21]. Gavus
biomasés koncentracija x [g/l] ir iSmatavus terpés tiirj V [1], tada (1.4) formulé apraSanti biomasés
augimo dinamika yra iSreiSkiama per biomasés koncentracija:

e Biomas¢ iSreiSkiama : X =x-V. (1.5)

e Biomasés kaupimo lygtis iSreiskiama: % =u-x-V. (1.6)
(1.4) ir (1.6) lygtyse esantis santykinis augimo greitis atspindi kultiiros biiseng ir taip pat priklauso
nuo kultivavimo salygy: u = f(substrato, biomasés, metabolity koncentracijos, temperatiiros, pH...).
Jeigu kultivavimo proceso metu pradiné substrato koncentracija yra pastovi bei kiti technologiniai
parametrai tokie, kaip temperattra, pH, aeracija ir t.t, yra i§laikomi tame paciame lygyje, tai specifinis
biomasés augimo greitis yra viena i§ pagrindiniy biotechnologinio proceso parametry, kuri atspindi
biomasés kaupimo trajektorija [22]. Tokiu atveju, skaiciuojant biomasés pokytj, santykinis augimo
greitis yra iSreiSkiamas per biomasés koncentracija : x(X). Biomasés kitimo trajektorijos formulé (6)
yra iSreiSkiama :

d(x-V)

— Cx 1.7
I =ux)-x-V. (1.7)
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1.3.2. Medziagy balanso salyga substratui

Substrato koncentracijos jtaka lasteliy augimo greiciui ir galutiniam biomasés kiekiui yra labai didelé.
IS esmés biotechnologinio proceso valdymas susideda i§ substrato kiekio ir supylimo j bioreaktoriy
grei¢io. Reguliuojant pamaitinimo tirpalo srautg j reaktoriy galima valdyti Igsteliy augimo greitj ir
kitus biosintezés procesus [23]. Esant nepakankamam maistiniy medZziagy kiekiui bioreaktoriuje,
lasteliy dauginimasis, deguonies suvartojimo kiekis sumazéja, taip pat ir proporcingai mazéja
santykinis augimo greitis. Per didelé substrato koncentracija terpéje suaktyvina neigiamus,
inhibuojan&ius procesus. Siuo atveju, Iastelés pradeda gaminti pasalinius produktus, metabolitus,
kurie sustabdo mikroorganizmy augima, inhibuoja. Tod¢l pramonéje siekiama islaikyti saugy
substrato srauto tiekima i bioreaktoriy, kai visa tiekiama maistiné medziaga yra suvartojama ir dar
iSlieka substrato poreikis [24]. Toks bioproceso maitinimo biidas vadinamas limituotu.

Medziagy balanso salyga substratui aprasoma:
[Substrato kaupimo bioreaktoriuje greitis] = [pamaitinancia substrato pylimo j bioreaktoriy
greitis] — [substrato suvartojimo bioreaktoriuje greitis].
Matematiskai tai galima iSreiksti formule:
ds
E:spam-F—qs-X. (1.8)
Sioje israiskoje kintamieji yra:
e S —substrato kiekis bioreaktoriuje, [g],
e F — pamaitinamo substrato leidimo greitis j bioreaktoriy, [1/h];
® Spam — substrato koncentracija pamaitinimo tirpale, [g/1];

e g, — santykinis substrato suvartojimo greitis, [1/h], g; = (dS/dt)/X. (1.9)
RySys tarp biomasés augimo ir substrato suvartojimo yra panasus j tiesinj, dé¢l to kultivavimo procesy
iSraiSkose q daznai iSreiskiamas per specifini augimo greitj p: g5 = s . (1.10)

(1.10) formulé¢je y yra biomasés iSeigos koeficientas.

Koeficientas y yra vienas i§ auginamos kultiiros parametry, nusakanciy kokio kiekio maistiniy
medziagy reikia tam tikram Igsteliy kiekiui. Susiejant biomas¢ su substrato suvartojimo greiciu yra
matoma tiesioginis proporcingumas nuo specifinio Igsteliy augimo greicio. Taciau daugybé
eksperimentiniy duomeny parodé, kad biomasei didéjant dalis substrato sunaudojama procesams
nesusijusiems su biomasés augimu. Dalj energijos gautos i§ maistiniy medziagy lastelés naudoja
gyvybiniy funkcijy palaikymui [25,26]. Galutiné¢ santykinio substrato suvartojimo greicio
matemating iSraisSka yra :

q5:§+m. (1.11)

Cia m yra vadinamas gyvybiniy funkcijy palaikymo koeficientu. Kadangi koeficientas m yra palyginti
nedidelis, kultivavimo proceso pradZzioje jis turi mazai jtakos. Tik proceso eigoje, kai terpéje yra
didelé biomasés koncentracija, gyvybiniy funkcijy palaikymo koeficientas jgauna didesne jtaka. Tada
gyvybés funkcijy palaikymas tampa pirminiu reiskiniu ir santykinio grei¢io matematiné israiska yra
uzrasoma [27, 30]:
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p=1(gs—m)-y. (1.12)

Kultivuojamos kultiiros biomasé yra tiesiogiai proporcinga proceso metu gautam specifiniam augimo
greiciui, kuris priklauso nuo substrato koncentracijos bioreaktoriuje. Lasteléms iSeikvojus pradines
terpéje istirpintas maistinés medziagas, augimas sustoja. Tod¢l log fazés metu, tenka teikti lgsteléms
pamaitinimo tirpalg i$ iSorés i terpe. Tiekiamo tirpalo kiekis ir dozavimo greitis j bioreaktoriy tari
biti optimaliis proceso biisenai. Nes parinkus bloga tirpalo dozavimo greitj galima bloginti vykdomo
proceso rezultatus. Esant per dideliam pamaitinimo tirpalo greiiui, bioreaktoriuje gali pradéti didéti
substrato koncentracija. Likusio substrato koncentracija terpéje pradeda stabdyti santykinj augimo
greit] iki kada koncentracija virSija ribg, nuo kurios lgstelés pradeda gaminti paSalinius fermentus,
metabolitus, kurie dar labiau inhibuoja Igsteliy augimo greitj [28]. Parinkus per maza pamaitinimo
tirpalo greitj, maistinés medziagos i§ karto yra suvartojamos, joms patenkant j terpe ir jy poreikis
nesumazgja. Tada vyksta limituotas augimas, kurio metu santykinis augimo greitis yra mazesnis uz
maksimaly parinktos kulttiros augimo greitj. Todél gliukozés suvartojimo skai¢iavimo metody
parinkimas priklauso gaunamos didesnés kultivavimo proceso sgnaudos ir Zymiai pailgéja atlikimo
laikas. Todél pagrindinis kultivavimo valdymas yra pamaitinimo tirpalo dozavimo, grei¢io sudarymas
iSlaikant jj optimaliu [24, 30].

Siame darbe bus tiriami biotechnologiniai procesai, kurie yra limituoto augimo. Esant limituotam
augimui, kai substrato koncentracija bioreaktoriaus terp¢je yra artima 0, tada (1.8) formulés isSraiska
gaunama:

ds/dt = 0. (1.13)

Tai nusako, kad visas tiekiamas substratas yra suvartojamas, néra jokiy pasaliniy metabolizmy, visa
maistiné medziaga suvartota biomasés augimui. Tokiomis saglygomis, aplinkybémis yra atliekami
moksliniai bei eksperimentiniai tyrimai. Nes terpéje néra pasaliniy fermenty ar substrato
koncentracijos, galima tiksliau apskaiCiuoti biomasés iSeigos koeficienta bioreaktoriuje [29]
adaptavus (1.8) formule:

Spam * F
—

g, = (1.14)

1.4. Pramonei taikytini biotechnologiniy procesy matematiniai modeliai

Biotechnologija, tai inZinerijos ir biologijos mokslo principy taikymas kuriant naujus produktus i$
biologinés kilmés Zaliavy. Modernioji biotechnologija pradéjo vystytis nuo 1953m. kai Watson'as ir
Crick'as pirmieji iSaiSkino DNA genomo paslaptis [31]. Nuo tada biotechnologijos ir inZinerijos
rySiai tapo dar glaudesni. Vystantis biotechnologijai ir biotechnologijos pramonei, didéjant
biotechnologijos produkty rinkai, atsirado poreikis didinti kultivavimo procesy nasuma. Siam tikslui
jgyvendinti, inZinerijos reikSmé biotechnologijoje dar labiau iSaugo [32]. Daugiau prietaisy, jutikliy
pradéta naudoti biotechnologijoje, kad proceso atlikimas biity sklandesnis ir dél duomeny surinkimo,
kad bty surinkta kuo daugiau duomeny atspindin¢iy kultivavimo procesa [33]. Pagal sugeneruotus
duomenis pradéta planuoti ir apskaiCiuoti procesy eigg bei jy valdyma. Kadangi naujy valdymo
algoritmy eksperimenty atlikimas yra brangus ir laiko sanaudy reikalaujantis procesas, pradéta kurti
matematinius biotechnologiniu procesy modelius su kuriais yra teoriSkai testuojami tyrimai ir
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valdymo sistemy bandymai [34]. Siuo metu pramonéje paplite universalis mechanistiniai augimo
biotechnologiniy procesy matematiniai modeliai.

1.4.1. Periodiniu su pamaitinimu kultivavimo proceso mieliy modelis

Siame poskyryje yra pateiktas KTU automatikos katedroje sukurtas matematinis mieliy modelis,
kuriame matematinémis formulémis ir iSraiSkomis yra pavaizduojami ir apibidinami mieliy augimo
metu vykstantys biotechnologiniai reiskiniai ir medziagy virsmai [35]. Efektyvus metodas
modeliuojant kompleksinius procesus tokius kaip biotechnologiniai procesai, yra atskiriant skirtingas
proceso biisenas. Pagrindinis Sio metodo privalumas yra bendro modelio supaprastinimas, kai yra
skai¢iuojama einamoji proceso biisena, susijusi su konkre¢iu lokaliu modeliu ir gali biiti lengvai
atvaizduota 18 stebétiny atskiry blisenos parametry.

Siame matematiniame modelyje nagrinéjamos keturios fiziologinés alaus mieliy kultiiros biisenos,
lgsteliy pamaitinimo proceso metu.

1. Etanolio gamybos biisena. Sis procesas yra apibréztas, kai cukraus koncentracija yra
auksciau kritinio lygio (Scpit)-

2. Misri oksidaciné biisena. Sios biisenos procesas pradeda dalyvauti, kai cukraus
koncentracija nukrenta zemiau kritinio taSko. Tada tiek cukrus, tiek etanolis yra
metabolizuojami oksidaciniais budais.

3. Cukraus oksidaciné biisena. Sios biisenos procesai vyksta tada, kai visi§kai néra etanolio
fermentacijoje ir cukraus kiekis nevirsija kritinio lygio.

4. Etanolio vartojimo biisena. Si biisena pasireiskia, kai cukraus koncentracija fermentacijoje
pasibaigia ir lieka tik etanolis.

Kiekvienoje mieliy augimo biisenoje vyksta skirtingi biotechnologinio proceso reiskiniai, kurie turi
skirtingus parametry jverCius ir iSraiSkas. Modeliuojant mieliy augimo procesa, reikia aprasyti
pagrindiniy parametry: specifinio biomasés augimo greicio, etanolio gamybos, cukraus ir etanolio
suvartojimo rySi su masiy balanso lygtimi, kiekvienai biisenai atskirai. Bioprocesy parametry
iSraiSkos keturiose biisenose :

e Specifinis biomasés augimo greitis p:

o 1 busena: yu; = gy, (1.15)
o 2busena: uy = Uso + Heo > (1.16)
s'S
Hso = o, (1.17)
" Heo = LS, (1.18)
o 3 bisena: y;; = % , (1.19)
S
o 4busena: Uy = Uep - (1.20)
e Specifinis cukraus suvartojimo greitis, g5 :
o 1-3 biisenos: g, = 2;—"]:: , (1.21)
o 4bisena:gs = 0. (1.22)
e Specifinis etanolio gamybos/suvartojimo greitis, q,:
o 1 bisena qe; = (qs — qs(Scrie)) - Ye/s > (1.23)
_ dem'€
o 2 biisena qgg ety (1.24)
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o 3bisenaq,; =0, (1.25)
o 4bisena gey = — leo " Yess- (1.26)

Lygtyse S ir e yra koncentracijos gliukozes, etanolio. pgf, Has, Haes M3, Ke, Ks, Ye/s) Qem  yra
eksperimentiS$kai nustatyti parametrai. [vertinant proceso biisena matematiniame modelyje,

pateikiamos parametry tipy peréjimo biisenos:
arctg(ke; (s—scrit))+0.5T

e 1 arba 2,3 biisenos jvertinimas: f;(s) = - ; (1.27)
e 2 arba 4 busenos jvertinimas: f,(s) = w; (1.28)
e 2 arba 3 busenos jvertinimas:f5(s) = w ; (1.29)

Naudojantis auksciau aprasytomis funkcijomis, jy rySiais tarpusavyje ir masiy balanso salyga
bioreaktoriuje, gautos bendros matematinio mieliy augimo modelio kultivavimo proceso parametry
kitimo iSraiSkos:

%: al'”I'x+(1_“1)'“3'#11'x+(1—613)'#111')(_”'%; (1.30)
o=t (1.31)
%: a1'Qe1'X—(1—a1)-(a2-qe,,+(1—a2)-qelv)-X—u-§; (1.32)
%: u; (1.33)
% = i (f1(s) — a1); (1.34)
% = i (fa(s) — az); (1.35)
e  (AOELH) (136)

Siose lygtyse kintamieji:
e [V yra terpés turis bioreaktoriuje, [1];
e u —pamaitinimo tirpalo pumpavimo greitis, [g/h];
e S¢—substrato koncentracija, [g/1]
® ,,a,, a3 —pagalbiniai buseny kintamieji, lygus 0 arba 1.
o Ta1, T, Tesz — laiko konstanta fiziologiniy biiseny pasikeitimas.

Mieliy fiziologiniy biiseny pasikeitimo laiko konstantos gali buti identifikuotos tik atlikus
eksperimentinius testus.

Sis matematinis modelis yra universalus ir skirtas visam kultivavimo procesui. Modelis yra
veiksmingas, kai eksperimentiskai rasti fermentacijos charakteristiniai parametrai ir proceso blisenos
yra tiksliai identifikuojamos.

Siame poskyryje aprasomas mieliy modelis yra sudétingas ir skirtas vienam Iasteliy riisiai lyginant
su darbe apraSomu matematinés struktiiros mechantistiniu modeliu. KTU automatikos katedroje
sukurtas matematinis modelis yra skirtas tik mieliy Saccharomyces cerevisiae ruSiai ir apimantis
visas augimo ir metabolizmo fazes, kas padaro modeli sudétingu. Kai Siame darbe vystomas
matematinis modelis yra skirtas visoms pramonéje auginamoms mikroorganizmy rasims. Modelis
yra sudaromas tik pagrindiniai logaritminiai augimo fazei, todél jo struktiira yra nesudétinga.
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1.4.2. Kultivavimo proceso matematinis modelis pagrijstas santykine entropija

Kitas universalus pramonéje naudojamas biotechnologiniy procesy matematinis modelis yra sukurtas
KTU automatikos katedros docento Renaldo Urnieziaus, kuris tinkamas naudoti jvairaus Stamo
lastelems [36]. Sis modelis paremtas santykine entropija, kuri yra kaip raktas, leidZiantis nustatyti,
kaip tolimesniy skaic¢iavimy pasiskirstymas lemia prie§ tai buvusiy kintamyjy vertes, naudojant
Langranzo daugikliy metoda [37]. IS atlikto nelimituoto kultivavimo proceso duomeny, modelis
suformuoja biotechnologinio proceso pilkosios dézés modelj, pagal apskaiciuotus du pagrindinius
parametrus:

e maksimaly specifinj biomasés augimo greitj kiekvienai augimo fazei,

e maksimaly gliukozés substrato suvartojimo greitj kiekvienai augimo fazei.

Konkretaus laiko specifinio augimo greitis p yra svarbiausia salyga siekiant uztikrinti procesy
valomumg [38]. Maksimaliam specifiniam grei¢iui pasiekti yra naudojami keli bdai. Cia klasiking
paprastoji procediira padeda nustatyti maksimaly lasteliy oksidacinj pajéguma, darant prielaida, kad
per visg auginimo procesg:

e biomasés iSeiga substratui nesikeicia;

e ribotas maitinimo greitis uztikrins medziagy metabolity vengima ar pokycius.

Pirmasis proceso kiirimo etapas jprastai yra jvertinti maksimaly turima specifinj augimo greitj
skirtinguose proceso etapuose. Siam tikslui bendras metodas yra taikomas maitinamai kultivavimo
daliai, kai maitinimas yra dozuojamas, t. y. norint gauti bendrg gliukozés suvartojimg ir auksta
biomasés iSeigos koeficienta, reikia atlikti kultivavimo maitinimg dozuojant gliukozés substrata [38].
Kiekvieno epizodinio Svytavimo ciklo pradzioje, priklausomai nuo gliukozés koncentracijos
matavimy, procesas apima periodinj substrato pildyma, kad gliukozés koncentracija pasiekty norimg
lygi. Tiek auginimo terpés tiiris bioreaktoriuje, tiek gliukozés suvartojimas perskaiiuojami
kiekviename virpesiy cikle, kuris paprastai trunka apie 30 min - 1 val. Yra du praktiniai budai rasti
gliukozés suvartojimg kiekviename $vytavimy cikle:

1. Gliukozés koncentracijos matavimas pries kiekvieng cikla ir po jo pabaigos. Pries kiekviena
ciklg, iskart po to, kai gliukozés koncentracija pasieké norimg koncentracijg dél substrato
prid¢jimo, gliukozés suvartojimas apskaiciuojamas per paskutinj etapa, kai i§ auginamos
terpés turio padidéjimo bioreaktoriuje yra padalinama i$ gliukozés koncentracija pokycio.

2. Kita alternatyva grindziama OD matavimais. Siekiant gauti kumuliacinj gliukozeés
suvartojimg per kiekvieng virpesiy ciklg, OD vert¢ (o.u.) padauginama i§ biomaseés
koncentracijos koeficiento (apytiksliai 0,4 g/ 1/ o0.u.) ir auginimo terpés tiirio bioreaktoriuje.
Po to padalijama i$ biomasés iSeigos koeficiento gliukozei kiekio (mazdaug 0,5 g/ g) [21].

Gliukozés suvartojimo skai¢iavimo metody parinkimas priklauso nuo praktiniy sumetimy.
Visas biotechnologinis procesas susideda i$ dviejy etapy ir gali biiti iSreiksti dviem pilkosios dézés
modeliais. Pirmasis modelis apima lag ir eksponenting fazes kultivavimo proceso:

xt<tinducti0n (t) = kll ) eklzt - k13 t+ k14' (137)

Formuléje x(?) yra vieno matmens kintamasis, apimantis kumuliacinj maitinimo substrato kiekj, kuris
turi bliti maitinamas per pirmajj etapa metu t, ti,qyction yra indukcinio momento laiko zymé ir
koeficientai kq; yra pilkosios dézutés modelio trikdzio parametras pirmajam proceso etapui. Kito
etapo modelis apibrézia kaip biotechnologinis procesas elgiasi po indukcijos laiko:
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. 42
thtinduction (t) = k21 ) ekzz trkast® k23 T+ k24' (138)

Kur koeficientai k,; yra pilkosios dézés modelio trikdzio parametrai, nustatyti antrajam proceso
etapui. Sis antrosios pakopos modelis yra létéjancio biotechnologinio proceso augimo etapas. Jame
yra papildomas parametras k,s, kuris atspindi specifinio augimo greicio lét¢jimo dinamika. Taciau
jo skaitiné verté nebutinai atitinka faktinio specifinio augimo greicio létéjimo verte, padalyty is
dviejy. Tai yra Maksimalios Entropijos nauda neapibréztoms sistemoms. Pilkosios dézés modelio
taikymas laiko eilés tikimybiniams kintamiesiems Maksimalioje Entripijoje reikalauja atrankos ir
apibrézimo tikimybiniam pasiskirstymui galimiems variantams [39]. Tam tikslui pilkosios dézés
modelio iSraiSka yra apibendrinta j :
X (1) = Ky + @2 Hms — gt 4 K, (1.39)

indeksas m yra lygus 1, pirmos pakopos modeliui ir lygus 2, antrosios pakopos modeliui, ir ¢ - laikas,
kai apskai¢iuotas k-ojo svyravimo ciklo kumuliacinis gliukozés suvartojimas x,, (t;).

Siame matematiniame modelyje parametry radimui buvo pasirinktas MAPE (vidutiné absoliuti
procentiné paklaida) optimizavimo biidas. Siam optimizavimo baidui pritaikius (1.40) formulés
integralg pagal maksimalig entropija, gaunama parametry radimui naudojama israiska:

S(kmi' kmj) = S(<xm,k>, Oem,k)) _ ((xl 1)~ CX1 1) Z ((xl ki) — €Xq kl)

0.05 - cx? cx?
1,1 ki=2 1,ki

(1.40)

Z (Gai? = X))’ (i) = G20))” (Wamic) = F20))” (Frnins) = (22)”

- ox2 - cx?2 . o2
Pt X3y 0.5 cx5, 100 - cx1 ;g 100 - cx;5,

Paskutingje iSraiSkoje kur cx,, j yra steb&jimo verté, atstovaujama substrato padavimo profilio vertei
diskretizuoto laiko zingsnyje k, n; ir n; yra bendras kumuliaciniy maitinimo tirpaly svoriy skaiius
pries ir po indukcijos laiko, (xq ;) = (X21), ir cx1 n; = €X, ;1 dél sankirtos apribojimo. (1.41) lygtis
susigrazina sverting lickany sumg [40, 41] ir parodo dvi maksimalios entropijos naudas. Intuityvus
manipuliavimas neapibréztumu paskatina optimizavimo metodg taikyti svertinius koeficientus ir
leido atsizvelgti j pradines bei ribines salygas. Sis kriterijus vis dar i§saugo savo formos paprastuma,
apeina variacijy Lagrango ar Hamiltono [42] formuluotes.

Aprasyto matematinio modelio ir jo pilkyjy déziy parametry radimui i$ eksperimentiniy duomeny yra
naudojamas statinis laikas. Pilkyjy déziy modelio parametry skai¢iavimo darbo eiga sudaro dvi
projekcinés dalys pavaizduotos 1.4 paveiksle. Pirmojoje dalyje pasirenkamas geriausias unikalus
parametry pakeitimas, kuris maksimaliai padidina entropija. Antroji dalis apima parametry pazangos
mazinima, kai santykiné entropija nebedidéja.
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1.4 pav. Algoritmo blokiné schema pilkos dézés modelio identifikavimui

Kai yra zinomi optimaliis pilkosios dézés modelio parametrai, programinés jrangos jrankio grafiné
vartotojo sasaja leidzia manipuliuoti jvairiomis profilio formomis, kurios véliau gali padéti bandyti
maksimaliai padidinti produktg arba siekti geresnés tikslinés baltymy iseigos.

Entropija pagristo matematinio modelio pagrindiné funkcija yra sudaryti valdymo algoritmag i$
nelimituoto mikroorganizmy kultivavimo proceso duomeny, kuris bus skirtas periodinio su
pamaitinimu kultivavimo procesui pagal norimg maistiniy medziagy tiekimo ribojimo koeficients.

Palyginus Siame darbe aprasomg matematinés struktiiros mechanistinj modelj su entropijos pagrjstu
modeliu, pirmasis yra paprastesnés struktiiros ir jam nereikia eksperimentiniy duomeny norint
sudaryti periodinio su pamaitinimu kultivavimo proceso valdymo algoritmg pagal norima limitavimo
koeficienta. UZtenka zinoti biomasés iSeigos koeficientg pasirinktai mikroorganizmy riiSiai.
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2. Eksperimenty vykdymo metodai ir jranga
2.1. Aparatiné jranga

Bioreaktorius, tai inzinerinis jrenginys, kuriame yra vykdomi jvairiy mikroorganizmy kultiry
kultivavimai. Siame jrenginyje yra palaikoma stacionari aplinka, kuri pritaikyta tam tikrai Iasteliy
rusiai, kad Sios galéty daugintis ir gaminti biologines medziagas. Bioreaktoriaus pagrindg sudaro
indas, kuriame vyksta kultivavimo procesas dalyvaujant mikroorganizmams arba biologiskai
aktyvioms medziagoms. Biotechnologiniy procesy tipai vykdomi bioreaktoriuose, gali biiti aerobiniai
ir anaerobiniai [43].

Bioreaktoriai yra skirstomi pagal:

1. deguonies tiekimg j kultivuojama terpe ir jos maiSyma;

2. biomasé yra suspenduota ar jmobilizuota;

3. zaliavos patekimg j bioreaktoriy.
Pagrindiniai bioreaktoriuose matuojami parametrai: temperatira, pH, slégis, aeracijos srautas,
iStirpusio deguonies koncentracija terpéje, i$ reaktoriaus iSeinan¢iy dujy koncentracija, optinis terpés
tankis ir kiti parametrai [44].

Siame darbe tyrimas yra atliktas su KTU biotechnologiniy procesy modeliavimo ir valdymo
laboratorijoje esandiu aerobiniu bioreaktoriumi ,,EDF-5.4“. Siame jrenginyje terpé yra apriipinama
deguonimi per oro burbuliavimo sistemg. Kadangi Si burbuliavimo sistema geba deguonimi apriipinti
terpe tik apie 8 mg deguonies litrui, naudojamas magnetinis sraigtas, kuris padidina deguonies
pernesimo | terp¢ koeficienta. Pagrindinius matuojamuosius parametrus valdo ir registruoja valdymo
blokas ,,BIO 4 [45, 46].

Variklis sukantis Kondencatorius Valdiklis

Ea

Lie¢iamasis valdymo
erkranas

|— Rotametras

Manometras

Oro srauto
| reguliatorius

4 1 i

3 || r———

LR =

| - 2 |

2.1 pav. EDF-5.4 1 bioreaktorius ir valdymo sistema

,,EDF-5.4* bioreaktoriaus kultivuojamos terpés tiiris gali svyruoti nuo 2 iki 4,5 1. Kultivavimo terpé
yra maiSoma sraigtu, sujungtu per magneting jungtj su nuolatinés srovés varikliu. Valdymo bloke
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,,BIO 4% esantis valdiklis — ,,Siemens IM151-8* valdo pagrindinius terpés parametrus: temperatiirg,
pH lygi, pO: koncentracija ir maisyklés sukimosi greitj.

Dalis tyrimy su E. coli bakterijomis buvo vykdomi inovatyvios medicinos centre, mikroorganizmy
skyriuje, kuris priklauso uzdarai bendrovei ,,Biotechpharma®. Siame skyriuje buvo naudojama
autoklavuojama bioreaktoriaus sistema ,,Applikon®. Si sistema susideda i§ dviejy daliy:

1. autoklavuojamas bioreaktorius su pritaikytais pagalbiniais jtaisais;

2. ,,Ez-Control* valdymo blokas.

Sios sistemos bioreaktoriaus talpa gali kisti nuo 1 iki 20 1. Terpés mai§ymas vyksta sraigtu, per servo
pavarg. Oro padavimas, pH reguliavimas ir kiti parametrai tinkamai terpei palaikyti yra valdomi i$
,»Bz-control* valdymo bloko, kuriame yra jraSyta Applikon programiné jranga [47].

(@ ook

ity o Sl

2.2 pav. Autoklavuojama bioreaktoriaus sistema ,,Applikon“. A — valdymo blokas, B — autkoklavuojamas
bioreaktorius.

2.2. Kultivuojamos terpés svorio matavimas

Siame darbe matematinis modelis yra taikomas visam bioreaktoriaus tiriui, o dalis reikalingy
matuojamyjy parametry, i§ matavimo prietaisy, yra gaunami koncentracijos iSraiSka litrui. Todél
terpés svoris yra reikalingas, kad parametry dimensijos biity suvienodintos ir skai¢iuojamos visam
terpés thriui. Dél brangaus ir sudétingo tiesioginio terpés tiirio matavimo, pasirinktas Kkitas
netiesioginis biidas bioreaktoriaus biokultiiros tiiriui apskai¢iuoti per svorio pokytj. Bioreaktorius su
jranga padedamas ant svérimo platformos. Viso proceso metu yra sekamas svérimo platformos svorio
kitimas. Kai yra Zinomas pradinis bioreaktoriaus terpés svoris bei tankis, galima pagal terpés svorio
kitimg apskai¢iuoti biokultiiros tirj.

Inovatyvios medicinos centre, mikroorganizmy skyriuje bioreaktoriaus terpei matuoti buvo
naudojamas analitinés svarstyklés ,,Mettler toledo XSR32001L/M*, kurios buvo sujungtos su
programine jranga ,,FeedingBox* , duomeny registravimui.
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KTU biotechnologiniy procesy modeliavimo ir valdymo laboratorijoje bioreaktoriaus terpei sverti
buvo naudojama svérimo platforma, kurioje yra sumontuotas svorio jutiklis, galintis matuoti iki 50
kg . Sis jutiklis gaunama elektros srove adaptuoja, jo iséjime srovés jtampos signalas yra proporcingas
gaunamai elektros srovei ir apkrovos svoriui. Taciau jutiklio i§éjimo jtampa tiesiogiai nematuojama
deél silpno signalo ir galimy trikdziy. Tam tikslui yra naudojama svorio jutiklio keitiklis ,,Flintec FAA-
26%, kuris yra prijungtas prie 24V maitinimo Saltinio ir jo i$¢jime yra standartinis 4-20mA i$¢jimas,
proporcingas apkrovos svoriui. Sis keitiklis yra sujungtas su valdymo bloko analoginiy jéjimy
moduliu, kurio matavimy skiriamoji geba — 13 bity.

|
FAA-26

Run V/I Err

b &

(o)

2.3 pav. Svorio keitiklio jungiklis ir indikatorius.

Gautg keitiklio iSduotg analoginj 4-20mA signalg biitina konvertuoti j svorio vertes pagal (2.1) lygt;:

m — m.,,;
m=—"2_ Ty (I =Ly +b; (2.1

Imax - Imin

¢ia mmin — minimalus svoris, nustatytas kalibravimo metu;
Mmax — maksimalus svoris, nustatytas kalibravimo metu;
Lnin — Apatiné 4-20mA analoginio signalo riba — 4mA;
Inax — VirSutiné 4-20mA analoginio signalo riba — 20mA;

.....

b — Tiesings lygties narys, kuriuo galima jvertinti nulinio tasko poslinkj, kg;

,Flintec FAA-26* keitiklis su valdymo bloko analoginiy j¢jimy moduliu sujungtas pagal 2.2.2
paveikslélyje pavaizduota elektring schema. Sujungus pagal pavaizduotg schema, valdiklio programa
yra modifikuojama ir gaunama keitiklio signalg operatorius gali nuskaityti kompiuteriu.

-2U1
Flintec FAA-26
Svorio celés keitiklis W1 W2
r=—— " "1
& Raud —Onav i 4x0.22 4x0.22
+24V1 : SO Balt Balt
Balt ' Mél Mel
G W +BO T
| |
I I Svorio
- | | celé S0kg
| 8O Gelt Juo
o e Raud Raud
PIW 464 - DB52.208 2 Gelt I
—O1 (maA) I
Svarstykles -TT-- =

2.4 pav. Svérimo platformos, keitiklio ir valdiklio sujungimo elektriné schema

23



2.3. Substrato tiekimas ir duomeny surinkimas

Tiksliam gliukozés substrato suleidimui j bioreaktoriy ir duomeny surinkimui buvo naudojama
programiné jranga ,,Feeding Box“, kurig 2017 metais KTU automatikos katedros doc. Renaldas
Urniezius sukiire ir toliau programa plétojes bei vystes studentas Arnas Survyla. Sukurtos programos
tikslas yra automatizuoti pamaitinimo tirpalo tiekima j reaktoriy pagal sukurtg valdymo algoritma,
pagristag matematiniu modeliu (angl. ,, Model based ). ,,Feeding Box* programa skaito pamaitinimo
substrato tirpalo svorj i§ svérimo svarstykliy (pvz. ,,Mettler Toledo®, ,,Kern®, ,,Axis“ arba valdiklio
su apkrovos elementais) ir pagal gautus rodmenis bei uzduoties profilj valdo ,,Masterflex* siurblj,
kuris tiekia substratg i bioreaktoriy [36]. Kadangi Si programiné jranga paraSyta C# programavimo
kalba, joje papildomai yra jdéta ,, Snap7 “ biblioteka parasyta ta paia C# kalba. Si biblioteka leidzia
programai komunikuoti su valdymo bloku per ,,Siemens S7* protokolg ir tiesiogiai pasiimti duomenis
i§ valdiklio vidinés duomeny bazés. Si papildoma funkcija pagrinde buvo naudojama KTU
biotechnologiniy procesy modeliavimo ir valdymo laboratorijoje, nuskaityti duomenis i§ valdymo
bloko ,,BIO 4“ bei valdyti dalj jo jrenginiy (pvz. siurblius).

File Tools

Mass Chatt | Rate Chat | ju Chart | OUR Chert | Biomass chy | * I Weight: 2947.32 g; Feed: 0.3 g : Total Feed: 0.3 g

Permeability of hose: 0.01 g/(s*rpm)

RPM: 1.2; O2: 0%; CO2: 0%:; Press: 0Bar; Abs H: 0.618%; Rel H:
16.087%; Temp: 28.46C; Secs elapsed: 109 s

UTC time: 8:06:11.991 AM

time =4/25/2019 11:04:43 AM, Last total feed, g =0

. Speed setpoint, g/hr =0, Speed control start tme =1/22/2019 9:30:54 AM
. Miu Max setpoint, 1/hr = 0.2, Mju initial soliution. g = 300 Mju initial setpairt, 1/hr = 0.15 Mju acceleration = 0

Pump Cortrol By RPMs | By Speed Setpoint | By Glucose Profile | Manual | By Miu Setpoint

Select Glucoss Profile file... | C\Users\install'\Desktop*INFaifa5_0021501 feed_B_70_85_limit.csv

Feeding start is ..
. el Start Feeding Session Stop Session
@ ... regular with start time at: . failover recovery

T T R
Disconnect Vessel Disconnect BlueOut )
Bottle change

2.5 pav. Programos ,,Feeding Box* valdymo langas
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2.4. Kultivavimo metu atlikti papildomi matavimai

Tiriamam matematiniam modeliui yra reikalingi papildomi biotechnologinio proceso parametrai:
gliukozés koncentracija terpéje, biomasés koncentracija bioreaktoriuje, kurie néra stebimi realiu
laiku. Siems parametrams gauti yra reikalingi méginiai i§ kultivuojamo proceso. Todél kiekvienos
biotechnologinio proceso metu kas valanda nuo kultivavimo pradzios imami méginiai.

Gliukozés koncentracijai nustatyti buvo imamas 4ml méginys, kuris yra atskiedziamas 21 kartg ir
i¥maisytas. Sis skiedimo ir mai§ymo procesas reikalingas, kad méginio gliukozés koncentracija biity
praskiesta ir gauto tirpalo gliukozés koncentracija nevirSyty gliukozés matavimo prietaiso,
gliukomacio matavimo riby. Gliukomatis pateikia gliukozés koncentracija mmol/l. Norint gauti
gliukozés koncentracija terpéje g/l, prietaiso parodytg verté padauginama is skiedimy skaiciaus ir i$
gliukozés molinés masés 0,18 g/mmol.

2.6 pav. Gliukomatis ,,Accu-Chek*

Biomasés koncentracijai nustatyti buvo imamas Sml méginys, kuris yra atskiedziamas ir iSmaiSomas.
Sis skiedimo ir mai§ymo procesas reikalingas, kad paimto méginio biomasés koncentracija biity
praskiesta ir gauto tirpalo biomasés koncentracija nevirSyty spektrofotometro matavimo riby.
Spektrofotometro bangos ilgis yra nustatytas 600 nm ir jo apatiné, nuliné riba yra nustatoma su
bioreaktoriuje naudota terpe be mieliy. Norint gauti biomasés kiekj visame bioreaktoriuje, gautas
matavimo rezultatas yra padauginamas i§ skiedimo skaiCiaus taip pat i§ biomasés koeficiento 0.4
[g/L/o.u] [21] ir 1§ kultivuojamos terpés tiirio L.

2.5. Biotechnologinio proceso paruosSimas ir vykdymas

Siekiant patikrinti substrato pamaitinimo matematinio modelio universalumg, patikimumg ir
tiksluma, buvo renkami duomenys i§ dviejy skirtingy Igsteliy kultiiry, kurios buvo kultivuojamos
skirtingose laboratorijose. Kauno technologijos universiteto biotechnologiniy procesy modeliavimo
ir valdymo laboratorijoje buvo atliekami tyrimai su alaus mielémis (loz. Sacharomyces Cerevisiae),
kuriy §tamo numeris DY7221. Mielés buvo kultivuojamas standartinéje maistinéje terpéje (YPD) [25,
48], kurioje buvo 1 % mieliy ekstrakto, 2 % Bacto peptono ir 0,1 % gliukozés. Kadangi terpés buvo
ruosiama 3,5 litrai, tai joje yra 0,6 g mieliy azoto bazés, 17,5 g gliukozes, 4,04 g NH4Cl ir 70 mg
uracilo. Gliukozés substrato tirpale buvo 600 g/kg gliukozeés ir Sio skyscio tankis yra 1,21 g/l.
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Fermentacijos temperatiira buvo matuojama temperattiros jutikliu ,,Pt100* ir palaikoma 30 laipsniy
pagal Celsijy, pH buvo palaikomas pastovus 4,9, Siai nuostatai iSlaikyti buvo naudojamas bazés
tirpalas NaOH (aq) [49]. Bioreaktoriuje istirpusio deguonies kiekis DOT buvo matuojamas ,,Mettler
Toledo* polarografiniu pO- jutikliu. DOT nuostata pasirinkta ties 30 % nuo deguonies prisotinimo
tasko. Si nuostata buvo palaikoma reguliuojant bioreaktoriaus sraigto sukimosi greitj nuo 230 iki 600
RPM. Oro srautas laikomas pastovus, apie 4 1/min. Dujos i$ bioreaktoriaus matuojamos realiu laiku,
dujy analizatoriumi ,,BlueInOne Ferm®, turin¢iu Oz, CO2 ir slégio jutiklius.

Inovatyvios medicinos centre, mikroorganizmy skyriuje buvo tiriama kita lasteliy rusis E. coli
bakterija (BL21 (DE3) pLysS). Kultivavimo metu buvo naudojama mineraliné terpé [24], sudaryta
i8: 2,46 g (NH4)2SO04, 0,5 g NH4Cl, 3,6 g NaH2PO4 x H2O, 2 g NaxSOs4, 14.6 g Ko;HPO4, 1 g(NH4)2-
citrato, 1 M 5 ml MgSOs4 tirpalo, 2 ml mikroelementy tirpalo. Gliukozés tirpalas ir pradiné substrato
koncentracija bioreaktoriuje, naudojami tokie patys kaip ir mieliy fermentacijose, terpés
rigstingumas buvo palaikomas pastovus 7 pH ir temperatiiros nuostata nustatyta ties 30 °C. Istirpusio
deguonies kiekis buvo matuojamas ampero metriniu deguonies elektrodu ,,Mettler Toledo* ir DOT
buvo palaikomas 30 % deguonies prisotinimo terpéje. Siai nuostatai palaikyti pastoviai buvo
reguliuojami trys biotechnologinio proceso parametrai:

1. bioreaktoriaus sraigto sukimosi greitis nuo 300 iki 750 RPM;
2. oro srauto tiekimas j bioreaktoriy nuo 0,3 iki 15 I/min;
3. deguonies srauto tiekimas j bioreaktoriy nuo 0 iki 7 I/min.

Bioreaktoriaus darbinis taris 9 1. Kultivavimo metu, kai biomasés koncentracija reaktoriuje sieké 50
optiniy vienety, buvo suleista 25 ml baltymy sintez¢ skatinancio preparato izopropilo B-D-1-
tiogalaktopiranozido (IPTG)) [50].
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3. Matematinio modelio eksperimentinis tyrimas ir rezultatai
3.1. Kultivavimo proceso universalaus matematinio modelio sudarymas

Norint sudaryti matematinj modelj bei ji patikrinti pagal tikrus eksperimentinius duomenis, tam buvo
atliktos keturios Igsteliy fermentacijos su skirtingomis mikroorganizmy ri§imis. Dveji biokultiiros
auginimai buvo atlikti su mieliy (lot. Sacharomices cerevisae) lastelémis 5 1 bioreaktoriuje, Kauno
Technologijos Universiteto, biotechnologiniy procesy modeliavimo ir valdymo laboratorijoje. Kiti
du auginimai buvo atlikti su E. coli (lot. Escherichia coli) bakterijomis 10 1 bioreaktoriuose,
inovatyvios medicinos centre (IMC). Po atlikty lasteliy kultivavimy, surinkti duomenys buvo
apdorojami, tai yra iSvalomos Siukslés, suvienodinamas laikas duomeny, kurie yra gauti i§ skirtingy
prietaisy, ir paruoSiami matematinio modelio skai¢iavimams. Matematiniam modeliui sudaryti ir
patikrinti yra naudojama apdoroty duomeny dalis, kurioje vyko limituotas biokultiiros augimas, kurio
metu Igstelés augo Zemesniu augimo grei¢iu nei galimu maksimaliu, dél maistiniu medziagy
nepakankamumo.

Po duomeny analizés, kiekvienai fermentacijai yra taikomas sudarytas matematinis modelis.
Pirmiausia i§ apdoroty eksperimentiniy duomeny yra apskai¢iuojamos pagrindinés procesa
charakterizuojancios kintamyjy laiko trajektorijos:

e biomases koncentracijos kaupimo trajektorija laike, pagal (1.5) formule;

e santykinio biomasés augimo greicio trajektorija pagal laika, naudojantis (1.1) formule;

e limituoto augimo, santykinio substrato sunaudojamo greicio trajektorija pagal laika, kuri yra
aprasSyta (1.11) formule;

e biomasés iSeigos koeficiento trajektorija pagal laika: y(t) = %. 3.1

Apskaiciavus proceso kintamyjy laiko trajektorijas, sekantis modeliavimo etapas yra biomasés
koncentracijos jtakos nustatymas kitiems svarbiems biotechnologinio proceso parametrams. Siame
darbe ir matematiniame modelyje biomasés koncentracijos jtaka yra modeliuojama dviem
parametrams:

— specifiniam augimo greiciui - u(X);

— biomasés iSeigos koeficientui — ¥(X).

Didéjant biomasés koncentracijai, specifinis biomasés augimo greitis tolygiai krenta ir po indukcijos
kirtimo greitis padidéja. Si priklausomybé modeliuojama tiesine lygtimi:

k; — k, - X;iki indukcjos

K1 ina — K2, , * X ; po indukcijos’ (3.2)

ue0 ={

Biomasés iSeigos koeficientas taip pat kaip ir specifinis biomasés augimo greitis, didéjant biomasés
koncentracijai, tolygiai krenta. Si priklausomybé pavaizduojama tiesine lygtimi:

Y(X) = kyy — Koy - X. (3.3)

Modeliuojant biomasés koncentracijos jtaka specifiniam augimo greiCiui ir biomasés iSeigos
koeficientui pagal (3.2) ir (3.3) lygtis, parametrai ki, ko, ki ind, k2 ind, kiv,koy identifikuojami
naudojant maziausiy kvadraty metodg [51]:
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S= Z(k1 “k, X — u(X))? - min, (3.4)

Skaiciuojama funkcijos S dalines iSvestines kintamyjy ki ir ko atzvilgiu ir prilyginame 0;

{aS/ak1 =0

8S/dk, = O 3-5)

Gaunama lygciy sistema parametry ki ir ks atzvilgiu;

Zkl—kz-ZX—Zu(X)=0 | 5o
kl-ZX—kz -ZXZ—ZH(X)-X=O

I§ sistemos (3.6) yra sutraukiami Zinomi ir panasius nariai, gauti supaprastinti kintamieji ir naujosios
1Sraiskos;

e A=YX; 3.7
e B=YulX); (3.8
e C=YX?% 3.9
e« D=Ypul)-X. 3.10)

Pasinaudojus naujaisiais kintamaisiais ir juos sukélus j (3.6) lyg€iy sistema, gauname:

{kl'n_kz'A:B

3.11
kl'A_kz'C=D. ( )

IS lygciy sistemos (3.11) iskeliami pagrindiniai kintamieji, kurie apskai¢iuojami ir naudojami
duomeny verifikavime:

(B-C—D-A)/(n-C—A%); 3.12)

[}
=
N
I

e ky=(D-n—B-A)/(A%>—-C-n); (3.13)
¢ia n — tai skaicius, nurodantis surinkty duomeny kiekj.

Kiti nezinomi parametrai ki ind, k2 ind, K1y, kov apskaiciuojami identiskai, kaip ir ki, ko. Suradus
nezinomus (3.2) ir (3.3) lygCiy parametrus, paskutinis etapas yra modelio verifikavimas, tai yra
skai¢iavimy palyginimas su eksperimentiniais duomenimis. | vieng i§ pagrindiniy matematinio
modelio formuliy (1), p vertg pakeic¢iame (3.2) formule, u(X) lygybe su apskaiciuotais parametrais:

ax (k; — k, - X) * X; iki indukcjos (3.14)
dt {(k1_ind —k,,_, - X) * X ; po indukcijos’

Sia lygtj suintegrave, gauta rezultata palyginame su eksperimento metu tiesiogiai iSmatuota biomasés
koncentracija.
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3.2. Mieliy Sacharomices cerevisae periodinio su pamaitinimu Kkultivavimo proceso
modeliavimas

Kauno Technologijos Universiteto, biotechnologiniy procesy modeliavimo ir valdymo laboratorijoje
rugpjii¢io ménesj buvo atlikti dveji mieliy (lot. Sacharomices Cerevisae) kultivavimai. Abeji procesai
vyko 5 litry turio bioreaktoriuje, vienodomis sglygomis. Matematinis modelis Siems
biotechnologiniams procesams buvo taikomas laiko momentu, kai vyko limituoto pamaitinimo
mikroorganizmy augimas. Atlikus matematinio modeliavimo skaiciavimus apraSytus 3.1 poskyryje,
gautos rezultaty kreivés pavaizduotos 3.1-3.6 paveiksluose, kartu su eksperimentiniais duomenimis.
Pasinaudojus maziausiy kvadraty metodu gauti procesy specifinio augimo greicio ir biomasés iSeigos
koeficiento parametrai:

e Pirmas kultivavimas:
o Specifinio biomasés augimo greicio parametrai: ki = 0.102944, k> = 0.001027.
o Biomasés iSeigos koeficiento parametrai: kiy = 1.846590, koy = 0.074512.

e Antras kultivavimas:
o Specifinio biomasés augimo greicio parametrai: k; = 0.23317, ko = 0.0054965.
o Biomasés iSeigos koeficiento parametrai: kiy = 0.825177, koy = 0.011406.

0.22

0.2
0.18
0.16
0.14

. —il— Eksperimentinis
0.12
u, [1/h] 01 Apskaidiuotas
0.08 l \\/ /"
0.06

0.04
0.02
0

3.1 pav. Pirmojo kultivavimo proceso specifinio augimo greicio priklausomybé nuo biomasés koncentracijos
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3.2 pav. Pirmojo kultivavimo proceso biomasés iSeigos koeficiento priklausomybé nuo biomasés
koncentracijos

X, [g/l] 16 . .
14 —— Eksperimentinis

10 —&— Apskaiciuotas

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Laikas, [h]

3.3 pav. Pirmojo kultivavimo proceso eksperimentinio ir apskai¢iuoto biomasés koncentracijos laiko
trajektorijos
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3.4 pav. Antrojo kultivavimo proceso specifinio augimo grei¢io priklausomybé nuo biomasés koncentracijos
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3.5 pav. Antro kultivavimo proceso biomasés iseigos koeficiento priklausomybé nuo biomasés
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3.6 pav. Antro kultivavimo proceso eksperimentinio ir apskaiciuoto biomasés koncentracijos laiko
trajektorijos

3.3. E. coli periodinio su pamaitinimu kultivavimo proceso modeliavimas

Inovatyvios medicinos centre (IMC) rugséjo ménesj buvo atlikti dveji E. coli (lot. Escherichia Coli)
bakterijy kultivavimai. Abeji procesai vyko 10 litry tiirio bioreaktoriuje, vienodomis salygomis.
Matematinis modelis Siems biotechnologiniams procesams buvo taikomas laiko momentu, kai buvo
pradétas limituotas periodinis lasteliy pamaitinimas. Atlikus matematinio modeliavimo skai¢iavimus
aprasytus 3.1 poskyryje, gautos rezultaty kreivés pavaizduotos 3.7 — 3.12 paveiksluose, kartu su
eksperimentiniais duomenimis. Pasinaudojus maziausiy kvadraty metodu gauti procesy specifinio
augimo greicio ir biomasés iSeigos koeficiento parametrai:

e Pirmas kultivavimas:
o Specifinio biomasés augimo grei¢io parametrai: ki = 0.375566, ko = 0.0009758,
ki ina=0.227027, ka ina= 0.0004013.
o Biomasés iSeigos koeficiento parametrai: kiy = 0.400358, koy = 0.000484.
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e Antras kultivavimas:
o Specifinio biomasés augimo grei¢io parametrai: ki = 0.258829, ko = -0.00017,
k1 ina=-0.59046, k> ina=-0.003488.
o Biomasés iSeigos koeficiento parametrai: kiy = 0.435305, koy = 0.000632.
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3.7 pav. Pirmojo kultivavimo proceso specifinio augimo greicio priklausomybé nuo biomasés koncentracijos
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3.8 pav. Pirmojo kultivavimo proceso biomasés iseigos koeficiento priklausomybé nuo biomasés
koncentracijos
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3.9 pav. Pirmojo kultivavimo proceso eksperimentinio ir apskaic¢iuoto biomasés laiko trajektorijos
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3.12 pav. Antrojo kultivavimo proceso eksperimentinio ir apskai¢iuoto biomasés kiekio laiko trajektorijos

34



4. Biotechnologinio proceso valdymo algoritmo sudarymas ir eksperimentinis tyrimas

Atlikus matematinio modelio tyrima su eksperimentiniais duomenimis ir gavus rezultatus,
atitinkancius biotechnologinio proceso metu gautus duomenis, kitas zingsnis verifikuoti matematinj
modelj, t. y. realiose salygose, atlikti lgsteliy kultivavimg su matematinio modelio pateiktu
pamaitinimo tirpalo profiliu ir palyginti gautus fermentacijos rezultatus su matematinio modelio
prognozuotomis vertémis.

Verifikuojanciai sintezei atlikti pasirinkta lasteliy raiSis yra (lot. Escherichia coli) bakterija.
Matematinio modelio prognozavimas bei pamaitinimo profilio modeliavimas atliktas programinés
irangos ,, Matlab“ grafiniu modeliavimo paketu ,, Simulink*. Bioreaktoriaus matematinis modelis
sumodeliuotas pasinaudojus ,,DEE* bloku.

DT |

—» \ N L]
| ! Biomasés koncentracija
Miu kreivé 637 » p ]
CI—)_' Tirpalo koncentracija Bloreaktoriaus svoris
Laikas 3 > Bioreaktorius > :]
1-D T{u)
Biomases iSeiga Pamaitinimo profilis
> f\/\/ N o]
Profilic maitinimo greitis
Méginiy émimas 1210 > »
Tirpalo tankis DEE Biomaseé

4.1 pav. Matematinio modelio schema

Atsizvelgiant | 3.3 poskyryje atlikty E. coli kultivavimy duomenis, buvo sudaryta didelio limitavimo
matematinio modelio specifinio augimo kreivé pazymétu ,,Miu kreive* 4.1 paveiksle. Taip pat i$
eksperimentiniy duomeny yra gautas biomasés iSeigos koeficientas ,,Biomasés iSeiga®. Kadangi
numatyto kultivavimo proceso atlikimas ir paruoSimas buvo vykdomas identiskai atliktiems
kultivavimo procesams, eksperimento pradiniai matematinio modelio parametrai parinkti i§ buvusiy
biotechnologiniy procesy eksperimentiniy duomeny ir jvertintas suplanuotas méginiy émimas
atvaizduotas ,,Méginiy émimas‘ bloke, 4.1 paveiksle.
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4.2 pav. Sudaryta specifinio augimo greicio kreivé

Prognozuojama biomasés koncentracija x [g/1], 4.1 paveiksle pavaizduota ,,Biomasés koncentracija“
bloke apskaic¢iuojama pagal (1.4) formulg, o visas biomasés kiekis X [g] ,,Biomasé* bloke gauta
kreivé panaudojus (1.5) formule. Limituoto augimo proceso pamaitinimo greic¢io laiko profilis,
,Profilis“ blokas, apskaiciuotas suintegravus iSreiks§ta medziagy balanso sglygos substratui formulg
(1.14) pagal substrato suleidimo greitj:

P u(t)-X(t)-v-p_
Spam

(4.1)

Sioje formuléje parametrai:

— v - substrato iSeiga biomasei [g/g];

— p —substrato tankis [g/1].
Pamaitinimo profilio greitis apskaiCiuotas neintegruojant (4.1) formulés. Bioreaktoriaus
prognozuojamas svoris gautas, prie pradinio terpés svorio pridedant numatyto substrato kiekio
supumpavimo ] reaktoriy svorj ir atimant kas valanda daromy méginiy émimo kiekius.
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4.3 pav. Kumuliatyvinio pamaitinimo tirpalo kiekio teorinio modelio profilis

Verifikuojantis E. coli kulttros kultivavimo proceso eksperimentas atliktas inovatyvios medicinos
centre, mikroorganizmy skyriuje su autoklavuojama bioreaktoriaus sistema ,,Applikon®, 9 litry
darbinio tiirio bioreaktoriuje. Kultivavimas vyko 15 valandy, proceso pasiruosimas ir atlikimas buvo
vykdomas identiskai 3.3 poskyryje apraSytoms fermentacijoms ir taip pat pagal matematiniame
modelyje aprasytus parametrus. Biomasés, gliukozés koncentracijai nustatyti, kas valanda buvo
imami méginiai i§ bioreaktoriaus po 20 ml. Substrato tirpalui suleisti j bioreaktoriy buvo naudojama
,Feeding Box* programiné jranga. Tirpalas buvo pradétas leisti | bioreaktoriy po 5 valandy nuo
kultivavimo pradZios, kai pradiné gliukozés koncentracija bioreaktoriuje buvo iSeikvota ir iStirpusios
deguonies kiekis DOT staigiai pradé¢jo didéti [52]. Po atlikto verifikuojancio kultivavimo proceso,
gauti eksperimentiniai duomenys buvo iSanalizuoti ir palyginti su matematinio modelio
prognozuotomis parametry kreivémis. Biomasés koncentracija litrui eksperimentiniuose duomenyse
gauta, optinj tankj vercCiant j biomase per apytiksly biomasés koeficientg 0.4 [g/L/o.u].
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4.4 pav. Biomasés koncentracijos kitimas laike
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4.5 pav. Specifinio biomasés augimo greicio kitimas laike
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4.7 pav. Bioreaktoriaus tiirio kitimas laike

Gauti eksperimento tyrimo rezultatai parodé priimting matematinio modelio prognozavimo tikslumga.
Bendras vidutinis skirtumas tarp rezultaty ir prognozuoty veréiy nevirdija 3 %. Sia gautg paklaidg
tarp rezultaty galima sumazinti tiksliai identifikavus ir iSreiSkus biomasés iSeigos koeficientg per
funkcija nuo biomasés.

Gauti eksperimentinio tyrimo rezultatai ir maza jy paklaida nuo prognozuotos vertés parodé
matematinés struktiiros mechanistinio modelio tikslumg ir patikimuma. Dél $iy savybiy, matematinis
modelis gali biiti naudojamas biotechnologijos pramongje periodiniu su pamaitinimo kultivavimo
proceso valdymo algoritmams sudaryti [53].

39



ISvados

Sudarytas matematinés struktiros mechanistinis modelis, skirtas pamaitinimo greicio
skai¢iavimams periodiniuose su pamaitinimu mikroorganizmy kulttrose.

Identifikuotas mieliy Sacharomice cerevisae periodinio su pamaitinimu kultivavimo proceso
matematinis modelis. Patvirtinta biomasés koncentracijos neigiama jtaka mieliy specifiniam
augimo greiciui ir biomases iSeigos koeficientui. Matematinio modelio apskaic¢iuotos biomasés
kreivés, pagal pirmojo kultivavimo proceso eksperimentinius duomenis, vidutiné absoliutiné
paklaida (angl. MAPE) nuo realios biomasés kreivés yra 2.99 %. Taip pat modelio apskaiciuota
biomasés kreivé, pagal antrojo mieliy kultivavimo proceso eksperimentinius duomenis, turi 7.2
% viduting absoliuting paklaida, lyginant su realia biomasés kreive.

Identifikuotas bakterijos E. coli periodinio su pamaitinimu kultivavimo proceso matematinis
modelis. Patvirtinta biomasés koncentracijos neigiama jtaka bakterijy specifiniam augimo
greiiui ir biomasés iSeigos koeficientui. Matematinio modelio apskaiCiuotos biomasés kreivées,
pagal pirmojo bakterijy kultivavimo proceso eksperimentinius duomenis, vidutiné absoliutiné
paklaida nuo realios biomasés kreivés yra 2.81 %. Ir modelio apskai¢iuota biomasés kreive, pagal
antrojo E. coli kultivavimo proceso eksperimentinius duomenis, turi 5.3 % viduting absoliuting
paklaida, lyginant su realia biomasés kreive.

Matlab ,, Simulink“ modeliavimo programoje sudarytu matematiniu modeliu, apskaiciuotas
pamaitinimo greicio laiko profilis, realizuojantis pageidaujama E. coli bakterijos biomasés
augimo greitj. Atliktas eksperimentinis tyrimas su apskaiciuotu pamaitinimo greicio laiko profiliu
parodé gerg modelio prognozavimg ir eksperimentiniy rezultaty sutapima. Palyginta tyrimo metu
gauta biomasés kreivé su prognozuota biomasés kreive, vidutiné absoliutiné paklaida — 3.24 %.
Pateikto matematinio modelio valdymo algoritmo projektavimo metodika gali biiti naudojama
pramongje, jvairiy periodiniu su pamaitinimu kultivavimo procesy valdymo algoritmy sudarymui.
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