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DARBA VISPARIGS RAKSTUROJUMS

Témas aktualitate

Mikroorganismu fermentacijas procesos ar piebarosanu, ko realizé bioreaktoros,
iegiist unikalus produktus, kam ir liela nozime un pieprasijums pasaules
tautsaimnieciba. Sados procesos bitiska loma ir precizai substrata piebaro§anas atruma
kontrolei (piebaroSanas profilam), kas tieSa méra jutigi ietekme& biomasas augSanas
atrumu un tas iznakumu procesa beigas. lepriekSminétajam ir 1zSkiriga nozime
biomasas sintezeta mérka produkta ieguvé ar maksimalu iznakumu un kvalitati.

Latvijas Biomedicinas pétfjumu un studiju centrs ir izstradajis E. coli BL21
(DE3) pBR327 hepatita B kor-antigéna (HBcAg) producentu, kur HBcAg tiek
intensivi pétits vakcinas ieguvei pret hepatita B virusu ka lidzeklis dazadu hepatita B
stadiju diagnostika un kor-antigéna kapsidu struktiiras izmantoSana ka dazadu
imunologisko epitopu un poli-/oligonukleotidu génu un iminsistému stimul&joso
sekvencu nesgjs. Aktuala ir §a producenta kultivéSanas procesa parnese no kolbu
(0,51) uz laboratorijas bioreaktora (5 I) mérogu, kas ir starpposms no procesa
mérogoanas lidz 5-10 m® apjomiem. Viens no biitiskakajiem §3 procesa mérogo§anas
uzdevumiem ir atbilstoSa piebaroSanas atruma profila izraudziSanas un ta kontrole
procesa laika, lai nodroSinatu kontrol€tu un optimalu biomasas pieaugumu.

[zaicinajumu piebaroSanas atruma kontrolé fermentacijas procesos rada apstaklis,
ka procesa laika pie izteikti mainiga ipatngja substrata uznemsSanas atruma (E. coli
glikozes uznemsanas gadijuma tas ir robezas 0,5-1,0 g-substrata/g-$iinu/h), ko ietekmé
Stnu fiziologiskais stavoklis, fizikalktmiskie un tehnologiskie parametri, piebarojama
substrata koncentracija fermentacijas vidé nepartraukti jauztur Saurds, zemas
koncentracijas robezas, kas tipiski E. coli procesiem ar glikozes piebaroSanu ir ar kartu
102-10" g/l. Realizgjot §adus nosacijumus, iespéjams nodro§inat biomasas aug§anas
atruma kontroli v€lamajas 0,20-0,45 g-Siinu/g-$inu/h robezas, pie kuras nenotiek
nevélama blakusprodukta — acetatu — uzkrasanas.

AtbilstoSu substrata piebaroSanas atruma kontroli iesp&jams nodroSinat, veicot uz
modeli bazetu piebarosanas atruma profila aprékinu un to kombingjot ar izmekl&tam
piebarofanas atruma kontroles metodém. Sim nolikam ir nepiecie$ams precizs
fermentacija procesa modelis, ar kuru iesp&jams model&t procesa stavokla mainigos —
biomasas (x), substrata (s) un acetatu (a) koncentracijas. VienkarSots procesa modelis,
bez acetatu ietekmes model€Sanas, var tikt lietots Uz modeli bazeta piebaroSanas
atruma kontrol@ ar prognozi (MPC). Sada tipa procesu kontrol lietderigi lietojama ari
izmekl&ta piebaroSanas atruma kontrole péc kada no sensoru (pH vai pO,) tieSsaistes
radijumiem.

Darba meérkis un uzdevumi

Lietojot uz modeli bazétu fermentacijas procesa ar piebaroSanu aprékinu un
izmekl€tu piebarosSanas atruma kontroli, iegtit piebaroSanas profilu un to kontrolét E.
coli BL21 (DE3) pBR327 fermentacijas procesa maksimala un kontroléta biomasas
iznakuma ieguvei procesa beigas.



Darba uzdevumiun gaita

KOLBU EKSPERIMENTI

1. Biomasas optimizacijas
pétijums (T un pH ietekmes) B s :

7 ! BIOREAKTORA EKSPERIMENTI

2.1 Kultivé$anas modela un 2.2. Kultivé$anas modela un
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partijas procesam i | partijas procesam ar piebarosanu
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3.1. Izmeklétas piebaro$anas
atruma kontroles péc pO,
aprobacija
i
3.2. Izmeklétas uz modeli bazétas
piebarosanas atruma kontroles ar
prognozirealizacija un aprobacija
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= = = - Optimals biomasas
—I OPTIMALA PIEBAROSANAS PROFILA F(t) IZVELE UN TIESSAISTES KONTROLE |—> iznakums X (g/L),
E. coliBL21 pBR327

1. attels. Promocijas darba risinamas pamata problémas saistiba ar risinatajam
apaksSproblémam

Promocijas darba zinatniska novitate un galvenie rezultati

Jauna un unikala rekombinanta E. coli BL21 (DE3) pBR327 hepatita B kor-
antigéna producenta (Latvijas Biomedicinas pétijjumumu un studiju centrs) uz modeli
bazeta biomasas ieguves fermentacijas procesa optimizacija, kuras ietvaros noteikti
biomasas ieguves procesam vélamie piebarosanas atruma (Fs(t)) un biomasas (x(t))
profili, ka ari realizéta doto profilu izmekl&ta kontrole tieSsaistes reZima.

Analizéta E. coli BL21 (DE3) pBR327 fermentacijas procesa stavokla mainigo —
biomasas (x), substrata (s) un acetata (a) — aprakstoSo matematisko modelu precizitate
un atbilstosajiem modeliem noteikti specifiskie/unikalie modela parametri.

Promocijas darba praktiska nozime

Noteiktie optimalie piebaroSanas un biomasas augSanas profili kombinacija ar
aprobétajam izmekletajam piebaroSanas atruma kontroles metodém var tikt lietoti
rekombinanta E. coli BL21 (DE3) pBR327 hepatita B kor-antigéna ieguves
fermentacijas procesa mérogosanai un kontrolei pilota/razoSanas procesam.

Aprakstita modela un modela parametru noteikSanas metodologija var tikt lietota
lidzigu fermentacijas procesu modelu un modela parametru noteikSanai.

Izmekletas piebaroSanas atruma kontroles metodes realiz€tas un aprobétas A/S
«Biotehniskais centrs» komercialas bioreaktoru kontroles sisteémas.

Darba aprobacija

Par promocijas darba zinatniskajiem sasniegumiem un galvenajiem rezultatiem
zinots 11 starptautiskas zinatniskas konferences, piecas pilna teksta zinatniskas
publikacijas un tris recenzétas konferencu t€zes. Autora publikaciju saraksts publicéts
darba beigas.




LITERATURAS APSKATA KOPSAVILKUMS

Veicot mikroorganismu fermentacijas procesus bioreaktoros, biotehnologiski
legiist sabiedriba plasi patérétus produktus, lietotus medicina, partikas riipnieciba,
sadzives pateripam un citos ripnieciskajos procesos [1, 2]. Liela vairuma
rupnieciskajos fermentacijas procesos, 1paSi rekombinanto olbaltumvielu un citu
medicina lietojamo preparatu ieguvé, lieto procesa laika nepartrauktu, substrata
limitétu mikroorganismu piebaroSanu ar substratu [3, 4]. Ta rezultata iesp&jams iegiit
augstaku procesa produktivitati augstakas Siinu biomasas un uzlabota produktu
iznakuma d&l. Fermentacijas procesa modeléSanu lieto substrata piebarosanas profila
Fs(t) aprékiniem pirms procesa, ka arf ta kontrolei procesa laika [5, 6]. Fermentacijas
procesu izstradi parasti sak laboratorijas meéroga iekartas, kolbas/bioreaktora, un
tehnologijas parnesei uz razo$anas mérogu izmanto mé&rogoSanas soli 1:5 vai 1:10.
Pretstata tradicionalo térauda bioreaktoru izmantosanai, p&d&jas desmitgades laika
aktuala kluvusi vienreiz lietojamo bioreaktoru lietosana [7].

Latvija un pasaulé ievérojami p€tijumi norit virusiem lidzigo dalinu (VLP), taja
skaita rekombinanta hepatita B kor-antigéna (HBcAg), ieguves joma [8-10]. Interesi
par hepatita B virusa (HBV) génu klonésanu un ekspresiju rada perspektiva E. coli
fermentacijas procesa iegut vakcinas komponentu pret HBV un lidzeklus dazadu
hepatita B stadiju diagnostika, ka arT kor-antigéna kapsidu struktiras izmantosana ka
dazadu imunologisko epitopu un poli-/oligonukleotidu génu un imaNSistému
stimul&joso sekvencu nesgju. Tiek intenstvi p&tita HBcAg un ta paveidu ieguve E. coli,
S. cerevisiae un P. pastoris mikroorganismu Kkultiru fermentacijas procesos.
Ieglistamais biomasas daudzums $ada tipa E. coli augstu biomasas koncentracijas
fermentacijas procesos, neizmantojot kultiiras diafiltraciju, ir Iidz 150 g(8tnu
sausnes)/l [3]. Savukart rekombinanto olbaltumvielu iznakumi $ada tipa E. coli
procesos ir 0,1-50 g no litra kultiiras. HBcAg ekspresijai, lietojot E. coli, izmanto
limiteétu glikozes piebarosanas procesu, kur glikozes koncentraciju kulturas vidé
jauztur 0,005-0,5 g/l robezas, lai biitu iesp&jams kontrolét biomasas augSanas atrumu
un nepielaut nevélama blakusprodukta — acetata — uzkraSanos. Acetatu uzkrasanas vide
virs 1,5-2 g/l sak negativi ietekmét biomasas aug$anu un produkta veidoSanos [11].
Zinams, ka acetatu veidoSanas notiek nesabalans€ta substrata metabolisma dél, kad
dala no uznemta substrata tiek parstradata acetatos un tie tiek ekskretéti kultiiras vide.
So nesabalanséto metabolismu ietekmé paaugstinata substrata koncentracija, kas
paaugstina glikozes uznemsSanas atrumu. Parsniedzot glikozes kritisko uznemsSanas
atrumu, kas procesa laika parasti samazinas no 1,2 Iidz 0,5 g (glikoze)/g (biomasa)/h,
sakas acetatu uzkrasanas kulttiras vidé [5, 12].

Kinétiska un bioreaktora modela kombiné$ana dod pilnigu fermentacijas procesa
matematisko aprakstu, un Sis modelis var tikt izmantots fermentacijas procesu
simulacijai. Pirms modela lietoSanas, svarigi ir izraudzities piem&rotakos pieejamos
val zinamos modela parametrus. Dazi no Siem parametriem ir darba parametri, kas
atkarigi no procesa vadibas, pieméram, tilpuma pliismas uz un no bioreaktora. Turpreti
tadi parametri ka biomasas specifiskais augSanas atrums (u#) un biomasas iznakums no
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substrata (YxS), ir saistiti ar $tinu fiziologiju [13]. Biotehnologisko procesu dazadibas
deél procesa modelis un modela parametri jaidentificeé katram konkrétam
mikroorganismu kultivéSanas procesam. Riipniecisko procesu kontrole lietotajiem
modeliem un algoritmiem jabit ari validétiem [14].

Izmekléta piebaroSanas atruma kontrole paredz lietot analitiskos un
instrumentalos rikus procesos ar limitétu substrata padevi kultiras vidé [15].
Atgriezeniska saite, lai noteiktu fermentacijas vidé esoSos substrata un biomasas
daudzumus, ka ar1 to pat€rina un pieauguma raditajus, var bit gan tieSa, lietojot tieSus
Substrata un biomasas tieSsaistes vai bezsaistes merjjumus, gan pastarpinata, lietojot
parametrus, pieméram, ka pO,, pH, uznemtais/izdalitais O,/CO; u. c. TieSa substrata
noteikSana no reakcijas vides ar sensoriem ir ierobezota sensoru/tehnologiju triikkuma
del. Pastarpinatu substrata noteikSanas metozu trikums ir zinama laika nobide
mérijjuma ieguvei. Procesa raksturlielumu noteikSanai tiek lietotas ari uz modeli
baz&tas metodes jeb programsensori.

Fermentacijas procesu ar piebaroSanu atkartojamibas nodrosinasanai lieto uz
modeli bazetas kontroles metodes ar prognozi (MPC) [6]. To priekSrociba ir relativi
vienkarSu matematisko modelu lietoSana biomasas pieauguma prognoze€Sanai un
atbilstoSa piebaroSanas profila aprékinam, nemot véra laika mainigads procesa
1Zzmainas.



EKSPERIMENTALA DALA

Promocijas darba izvirzitas pamatproblémas, t. i., optimala E. coli BL21 (DE3)
pBR327 biomasas iznakuma ieguvei ar optimala piebaroSanas profila lietoSanu,
risinato uzdevumu blokshéma noradita 1. attela.

E. coli BL21 (DE3) (ATCC, American Tupe Culture Collection) rekombinantais
celms satur pBR327 plazmidu hepatita B kor-antigéna ekspresijai (Latvijas
Biomedicinas pétijumu un studiju centrs). Kolbu un bioreaktora eksperimentos
izmantoja barotni un piebarosanas Skidumu, kadi aprakstiti R. Baipaja p&tijuma [16].

Iekartas un aprikojums

Kultivesana kolbas. Sg&materiala sagatavoSanai ies€Sanai bioreaktora, ka ari
kolbu eksperimentu veikSanai izmantoja orbitalo kratitaju/inkubatoru ES-20 (Biosan,
Riga, Latvija). Biomasas iznakuma optimizacijas eksperimentos lietoja standarta
250 ml Erlenmeijera kolbas ar sakuma darba tilpumu 50 ml. Par&jos kolbu
eksperimentos lietoja standarta 500 ml Erlenmeijera kolbas ar sakuma darba tilpumu
100 ml.

Bioreaktora eksperimenti. Fermentacijas procesus veica 5,4 | laboratorijas
bioreaktora EDF-5.4/BIO-4 (Riga, Latvija) (skat. 2. att.). Viens demonstrgjuma
eksperiments veikts ar 5,7 | vienreizlietojamo bioreaktoru CerCell 5.7 (Holte, Danija).

izejas gazes (0,, CO, )

substrats, aq.NaOH,aq.H,SO,, “a-foam”
gaiss / O,

\ motors

Procesavizualizacija,
datu analize PC
(SCADA + algoritmi)

; apmaina
— K J
y
Procesa

kontrolieris (PLC)

Sakni, varsti u.c.
II
0y
. i
[ sildisana / i
_dzesésana i
kultGras paraugi | | =& --4------ SRR R RN i

dzesésana

2. attels. EDF-5.4 bioreaktora principiala uzbtive
Analizes un kontrole
E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas augSanai procesa laika tika sekots lidzi
manuali mérot optisko blivumu (OD) pie vilna garuma 560 nm (Jenway, 6300, Essex,
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Anglija). Biomasas koncentracija aprékinata, reizinot OD ar iepriek§ noteiktu
korelacijas koeficientu 0,45. Glikozes koncentraciju noteica enzimatiski (AccuChek
ACTIVE, Roche, Bazele, éveice). Acetatu koncentracija tika noteikta ar HPLC (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, ASV, Agilent 1100, stacionara faze: Aminex
HPX).

Eksperimentu gaita piebarojamo $kidumu padeva periodiski (EDF-5.4 standarta
komplektacija ietilpstoSais siiknis) vai ar nepartrauktas darbibas peristaltisko siikni
(Longer-Pump, BT100-2J, Baoding, Hebei, Kina). Bioreaktoru kontrolé izmantoja
sadus sensorus: pH (Ingold, Toledo 405-DPAS SC K85/120), pO, (Ingold, Toledo
InPro 6800), O, un CO, koncentracijas izejas gazé (Bluesens, BluelInOneFerm, CO,:
0-25 Tilp.%, O,: 0,1-25 Tilp.%), biomasa (Optek, ASD19-EB-01).

EDF-5.4/BIO-4 standarta T, pH un pO, kontroles algoritmus izstradajusi A/S
«Biotehniskais centrs» inzenieri. Izmekl&tos piebaroSanas atruma MPC kontroles un
datu apstrades algoritmums Matlab vidé izstradajis profesors Dr. sc. ing. Vytautas
Galvanauskas (Kaunas Tehnologiju universitate, Automatizacijas katedra). Darba
autors veicis ieprickSminéto kontroles algoritmu kontroles parametru konfiguraciju,
tos specifiski pielagojot E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas procesam.

Ka sgjmaterials tika sagatavoti 100 ml pirmskultiiras, kas audzeta kolba,
sakotngjas vides (batch) barotné (14-16 h, ODsgy = 4,0— 4,5). pH vértiba 7,0+0,2 tika
kontroléta, izmantojot 30 % natrija hidroksida un 20 % s€rskabes skidumus,
temperatira tika uzturéta pie 37,0+0,2 °C. pO, veértiba 40+5 %, sasniedzot uzstaditas
vertibas apaks€jo robezu, tika kontroléta, palielinot maisitaja rotacijas atrumu lidz
pielaujamajam maksimumam un tad bagatinot ieejas gaisu ar tiru skabekli. Atseviskos
eksperimentos pO, kontroli veica ar treso kaskades elemetu — piebarosanas siikni.
Skabekla bagatinasanas impulsa garums tika izteikts procentos no perioda T=20 s.
Gaisa plusma procesa bija 1,7 |/min, savukart skabekla plisma impulsa bridi
0,33 I/min. Mitruma kondensé$anai no izejas gazém tika izmantots kondensators. Putu
Itmenis tika kontrol@ts, pievienojot pretputu lidzekli A (Sigma Aldrich).

Kultiiras piebaroSanai ar substratu nepiecieSams aprekinat substrata piebaroSanas
profilu, lai nodro§inatu ar glikozi limitétu un kontrolétu biomasas augSanu. Sim
noliikam izmantoja vienadojumu:

1
F. = _<& + ms) Vo Xo * e H(izv) (t=to) (1.)
Sf YXS

kur Fg — substrata piebaroSanas atrums, ml/min; X, — biomasa piebarosanas sakuma,
g/l; Vo — tilpums piebaroSanas sakuma; ) — izveletais Sinu Ipatngja augsanas
atruma profils, 1/h; S; — substrata koncentracija piebaroSanas Skiduma, g/l; Yy —
biomasas iznakums p&c substrata, g/g; m — biomasas uzturé$anas energija, g/g/h; t —
procesa laiks, h; ty — procesa laiks piebarosanas sakuma.

Piebarosanas profila kontrole atseviskos bioreaktora fermentacijas eksperimentos
atkariba no konkrétaja eksperimentalaja stadija pieejama tehniska risinajuma un
aprikojuma bija atskiriga.
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ModeléSana

Darba aprakstito fermentacijas procesu modeléSanu veica ar mehanistiskiem
matematiskiem modeliem, kas sastopami literattra [12, 17, 18]. Vidgjas parametru
vertibas, kas noteiktas no literatiiras datiem [3, 5, 12, 16, 19-21, 23-25], tika lietotas
kd izejas parametru vértibas kolbu un bioreaktora eksperimentu modelésanai. So
parametru manuala korigéSana veikta modeléSanas kvalitates uzlaboSanai. Rezultatu
sadala apkopotas noteikto parametru veértibas.

Modelu precizitati izteica ka eksperimentalo datu un modeléto datu vidgjo
standartnovirZzu kvadratu summu, attiecinatu pret eksperimentalo datu vid€jo vertibu,
rezultata ieglistot modela relativo novirzi no eksperimentalajiem datiem, izteiktu
procentos:

Z(xi,exp - xi,mod)z

Xg = ~ (2.)
_ 2 X;,
Xexp = % (3.)
X
r, = ——-100% (4.)
xexp

kur X — modeléta x komponenta standartnovirze no eksperimentali noteikta X; Xiexp —
eksperimentali noteiktais X punkta I; Xj mog — model&tais X punkta i; n — eksperimentalo
mérfjumu skaits; X, — eksperimentalo mérjjumu vidgja vertiba;, r, — modeleta X
modela relativa novirze no eksperimentalajiem datiem izteikta %.

Vienadojumu 4. lietoja biomasas (ry), substrata (rs) un acetatu (r,) modeléSanas
precizitates aprékinos.

EKSPERIMENTALIE REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

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

E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas ieguves procesa optimizacijas p&tijumu
uzsaka kolbu méroga, lai atrak iepazitu sist€tmu un izvairitos no iesp&jami nevajadzigu
eksperimentu veikSanas bioreaktora meéroga, kas kopuma lava ietaupit laika un finanSu
resursus. Lai samazinatu eksperimentu skaitu, sasniegtu maksimalo merijumu
precizitati no maza eksperimentu skaita un konstatétu optimalos pétijuma norises
apstaklus kolbu méroga, izmantoja eksperimentu planosanu. Optimizacijas sakuma
izraudzijas planu, kas deva iesp&ju iegiit péc iesp€jas vairak informacijas par biomasas
iznakumu visvairak ietekmgjoSiem faktoriem. Biomasas koncentracija fermentacijas
procesa beigas (Xpeigu) tika izvelets ka optimizacijas kritérijs, kura iznakumu
maksimizg&ja (skat. 3. att.).
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Biomasa [g/]
Biomasa [g/l]

0 5 1IEI

Laiks [h] Laiks [h]
3. attels. Biomasas rezultatu izkliede optimizacijas procediiras gaita. (A)
Eksperimentalie rezultati pie pirmas optimizacijas, (B) eksperimentalie rezultati pie
otras optimizacijas
Pec temperatiiras un pH optimizacijas tika veikta robustuma parbaude, kura konstatgja,
cik spécigi dazadas faktoru novirzes no optimalam parametru vertibam spgj ietekmét
Xpeigu Tezultatu. Ar1 tadi nekontrolgjami faktori, ka, piemeram, apkart€jas vides
temperatiira, spiediens, mitrums, izejvielu dazadu partiju sajaukSana, var ietekmét
rezultatu precizitati. Ka peédgjais §is eksperimentu s€rijas uzdevums bija biomasas
iznakuma mehaniska modeléSana atkariba no T un pH. Optimizacijas procesa iegttie
rezultati tika att€loti ar 2D atsauces virsmas grafikiem (skat. 4. att.). P&c eksperimentu
sérijas veikSanas tika iegits modelis un konstatéti faktori, kas visvairak ietekmé
modeli.

Veicot visus otras optimizacijas plana eksperimentus, tika iegiits
modelis/vienadojums nr. 5 ar korelaciju R?=0,93 un prognozi Q=0,39. Statistisko un
mérjjumu eksperimentalo kladu 0,09 g/l aprékinaja no cetros eksperimentos (tris no
tiem centralo punktu eksperimenti) iegiitajiem rezultatiem punkta T=30° C, pH=8.
Savukart, ja regresijas vienadojumu vienkarSoja, izslédzot mazak biitiskos faktorus,
modelis/vienadojums nr. 6, samazinajas modela korelacija R>=0,86, bet paaugstinajas
prognoze Q*=0,67.

x = —275,3 — 0,0522T2 — 3,328pH? + 4,1384T + ...
.. +54,616pH — 0,0968pH - T  (5.)

x = —49,215 + 4,0224T — 1,511pH — 0,06328T? (6.)
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4. attels. Biomasas optimizacijas rezultati izteikti ar 2D atsauces virsmas grafikiem.
(A) Eksperimentalie rezultati pie pirmas optimizacijas, (B) eksperimentalie rezultati
pie otras optimizacijas, nemot veéra visas regresijas vienadojuma koeficientus
Gadijuma, kad pie regresijas vienadojuma iegiiSanas tika nemti v€ra visi regresijas
koeficienti (modelis/vienadijums nr. 5), konstatéja maksimalu biomasas prognozi
3,06+0,09 g/l pie T=32,4 °C, pH=7,7. Eksperimentali $aja punkta ieguva 2,92+0,09 g/I,
kas kludu robezas sakrita ar prognozeéto. Savukart, ja regresijas vienadojumu
vienkarsoja (modelis/vienadojums nr. 6), izslédzot mazak bitiskos faktorus, ieguva
maksimalu biomasas prognozi 3,22+0,09 g/l pie T=31,6 °C un pH=7.6. Saja gadfjuma
cksperimentali ieguva 2,98+0,09 g¢/l, kas no prognozéta kliidu robezas atskiras par
1,9 %, tomér tas tika atrasts ka augstakais (optimalais) biomasas iznakums. Ja
procentuali salidzina atSkiribas starp prognozetajam un reali ieglitajam Xpeig, VErtibam,
var secinat, ka prognoz€jamiba ir labaka tad, kad pie regresijas modela iegiiSanas nem
véra visus faktorus. Tadejadi prognozejamibas koeficienta vértibas Q? palielinasana
modela nr. 6 gadijuma neveicinaja labaku korelaciju starp eksperimentali iegiito un
paredz&to biomasas vertibu.

2. Kultivésanas modela un modela parametru piemeklésana E. coli BL21 (DE3)
pBR327 partijas tipa kultivéSanas procesam kolbas

Lai sakotng&ji novértétu E .coli BL21 (DE3) pBR327 kultiiras augSanas raditajus
un matematiska modela struktiru, kas potenciali vislabak aprakstitu biomasas un
substrata dinamiku laika, veica atseviski planotus kolbu eksperimentus. Izraudzitais
mehanistiskais modelis sastavéja no cCetriem masas lidzsvara vienadojumiem un
atseviskam kinétiskam izteiksmém, kas raksturo bitiskako vides komponentu
raSanas/uznems$anas atrumus atkariba no atseviSko komponentu koncentracijas.
IzvElétie masas lidzsvara vienadojumi apraksta biomasas (x), glikozes (s), acetatu (a)
un skabekla (0,) koncentraciju, ka arT tilpuma (V) mainu laika. Modela struktiiras un ta
parametru noskaidro$ana tika veikta, pamatojoties uz literatiira pieejamo informaciju
par Iidzigu procesu modelésanu [5]. Izdaliti Cetri dazadi modela sarezgitibas gadijumi:
pirmaja gadijuma (a) substrata uznemsanas atruma izteiksmeé nemta veéra tikai substrata
koncentracijas ietekme (Mono kingtika) [22]; otraja gadijuma (b) substrata
uznem$anas atruma izteiksmé papildu nemta veéra procesa laika radusSos acetatu
ietekme uz glikozes un acetatu uznems$anas atrumu un biomasas veidoSanos [12];
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treSaja gadijuma (c) b gadijums papildinats ar skabekla limita, ka konkurgjosa
substrata ietekmi uz glikozes uzpemsSanas atrumu [13]; ceturtaja gadijuma (d) a
gadijums papildinats ar skabekla limita, ka konkurgjosa substrata ietekmi uz glikozes
uznemsanas atrumu.

1. tabula

Darba lietoto modelu apzim&jumi atkariba no dazadas sarezgitibas substratu
uznems$anas modelu lietojuma

Modela Substrata uznemsanas modeli
apziméjums Qs Ks Qars Caus Ki,a Qo2 KOZ
a S uznemsana — —
b S uznemsana; A rasanas,
inhibicija un uznemsSana
c S uznemsana; A raSanas, uznemsana un
inhibicija; O, limita ietekme uz S uznemsanu
. O, limita
d S uznemsana — 2
ietekme S

Lai pétitu rauga ekstrakta ietekmi uz Y,s un Qgvax, veica 2 kultivéSanas papildu
eksperimentus, kur viena eksperimenta rauga ekstrakts tika pievienots koncentracija
2 0/l, bet otra eksperimenta to nepievienoja. 5. att€la apkopoti So eksperimentu
Modelésana veikta ar korigétiem izejas Yys, Yya UN Qsmax

modeléSanas rezultati.

parametriem.

b.

Biomasas (rx) un glikozes (rs) daZida veida
modelu precizitite kolbu eksperimentiem

20

Biomasa, glikoze [g/]

: -
i -7

[ .

<N R, §

4 6
Laiks [h]

18
16
14
12
10
8

|
rx, rs, %

18.1
13.5 13.3
51 88
%, %
4.5
i s, %
5-b 5-b 5-b
(RE=5 g/L) (RE=2gL) (RE=0g/L)
Modela numurs
(eksperiments)

5. attéls. a. grafiks: E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas augSanas raksturS pie
dazadam rauga ekstrakta sakuma veértibam; sarkana krasa atbilst eksperimentam ar
rauga ckstrakta sakuma véribu 0 g/l, zala — 2 g/l, zila — 5 g/l. Eksperimentali méritie
lielumi: biomasas (apli) un glikozes (kvadrati) koncentracijas. Linijas atbilst
modelétajam trajektorijam. b. grafiks: E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas
modela 5-b precizitate kolbu eksperimentiem ar rauga ekstrakta koncentraciju (RE)
procesa sakuma 5, 2 un 0 g/l.
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2. tabula

Identificétas parametru vértibas E. coli BL21 (DE3) pBR327 kolbu eksperimentiem ar
dazadu rauga ekstrakta koncentraciju procesa sakuma; salidzinajums ar pieejamajiem
parametriem no literattiras (ar bold iekrasotas pielagotas parametru veértibas)

References [ 3,
Param. | Vien. | 5, 12, 16, 19-21, RE/|5 RE/|2 RE/IO
2325 g g g
Ys 9/g 0,50 0,67 0,58 0,49
Yya 9/g 0,41 0,507 | 0,507 | 0,507
Yar g/g 0,25 0,25 0,25 0,25
Yas 9/g 0,832 0,832 | 0,832 | 0,832
Osmax | 9/g/h 1,69 2,29 2,29 1,49
Qamax | 9/9/h 0,153 0,153 | 0,153 | 0,153
Qskr | 9/g/h 1,13 1,13 1,13 1,13
Ks g/kg 0,081 0,081 | 0,081 | 0,081
Ka g/kg 0,05 0,05 0,05 0,05
3,2*10° 3,2*10° | 3,2*10 | 3,2*10°
Koz | g/kg 6 6 6
Kia | o/kg 10,82 10,82 | 10,82 | 10,82
m g/g/h 0,024 0,024 | 0,024 | 0,024

Sis pétijums paradija, ka rauga ekstraktam ir butiska ietekme uz Yys UN Qsmax, Kas
janem vera precizai procesa modeleéSanai. Parametru piemekléSanas gaita tika
paaugstinata ar1 parametra Y,, vertiba. Kop€ja biomasas un substrata modeléSanas
precizitate kolbu eksperimentiem (RE 5, 2 un 0 g/l) noteikta attiecigi 4,5-18,1 % un
8,1-13,5 % robezas. Identificétas modela parametru vertibas apkopotas 2. tabula.

3. Kultivésanas modela un modela parametru piemeklésana E. coli BL21 (DE3)
pBR327 bioreaktora partijas procesam ar piebaroSanu

PiebarosSanas profila aprékinam, ka arT uz modeli bazetai piebaroSanas profila
kontrolei ar prognozi laboratorijas bioreaktora procesa laika, nepiecieSama bioreaktora
fermentacijas procesa matematiska modela identificéSana. Bioreaktora fermentacijas
modela identificéSanai sakuma izmantoja modeli un modela parametrus, kas
noskaidroti no kolbu eksperimentiem. Talak modeli un modela parametrus papildinaja
un koriggja atbilstosi, lai uzlabotu modela sakritibu ar eksperimentali iegiitajiem
datiem, kur modelis paredz nemt véra acetatu ietekmes uz substrata uznemsanu un
biomasas veidoSanos. Turpmak ari identificéts vienkarSaks un universalaks
fermentacijas procesa matematiskais modelis lictoSanai uz modeli bazétai piebarosanas
atruma kontrolei ar prognozi (MPC).
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6. attels. E. coli piebarosanas process un modeléSanas rezultati nemot véra acetatu
raSanos/uznemsanu. Eksp. a-1 (sarkans), eksp. a-2 (zal§), eksp. a-3 (zils).
Eksperimentalie mérijumi (apli, kvadrati, rombi), modelétie lielumi (Iinijas)

Piebarosanas atruma aprékinasanai nepiecieSamie Y,s Un ms parametri pirmajam
no trim a s€rijas bioreaktora eksperimentiem noteikti iepriekS veiktajos kolbu
eksperimentos; pargjas modeleésana izmantotas parametru vertibas noraditas 3. tabula.
Kultiras augSanas modeléSanu ar aprékinato piebaroSanas profilu sakotngji veica ar
kolbu eksperimentu modeléSanas gaita ieglito a modeli (skat. 1. tabulu), ta dgl
uzraditas visaugstakas precizitates. So modeli papildinaja ar rauga ekstrakta ietekmi uz
Yy, ka ar1 glikozes inhib&joso ietekmi uz ¢s. Procesa laika pO, kontrol&ja ap 40 %
maksimala kalibréta skabekla piesatinajuma, tade] pO, ietekme uz glikozes un acetatu
oksiditativu uznemsanu tika ierobezota lidz minimumam.

Biomasas (rx), glikozes (rs) un acetatu (ra) dazada
veida modelu precizitate bioreaktora eksperimentiem

140 170 179
120 =
100 934
= 80 -
E. 60 6 — Brx_ %
o : :
40— — — s, %
20 10,1 124 45 11,1 .
ra, “o
0 - . |
5-b(2) 5-b(2) 5-b(3)
a-1 a-2 a-3
Modela numurs
(eksperiments)

7. attéls. E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas modela, nemot véra acetatu
ietekmi, pilnveidoSanas gaita bioreaktora KkultivéSanas a s€rijas procesiem ar
piebarosanu
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Procesu a-1 izvelgjas veikt ar w=0,5 1/h, lai parbauditu acetatu iesp&amo
raSanos. Realiz&jot $adu piebarosanas profilu, notika acetatu uzkrasanas lidz 2,9 g/I.
Eksperimentos a-2 un a-3 novéroja, ka attiecigi 8 h (x=14,5 g/l, OUR~9 g/h) un 6 h
(x=10,0 g/l, OUR~9 g/h) péc maisitaja maksimala atruma sasniegSanas
(800 apgr./min) tika sasniegts skabekla parneses (OTR) limits.

legiitie lidzigie eksperimentalie rezultati, veicot lidzigu procesu a-1 un a-3
kontroli, liecina par labu procesa un analitisko mérijumu atkartojamibu (skat. 6. att.).
No eksperimenta a-3 redzams, ka lidz Fs kontroles péc pO, sakSanos (procesa ~10 h),
kas vairak limit€ kultiirai pieejamo substrata daudzumu, kultiira saka uznemt vidé
uzkrajusos acetatus. Tika sasniegta maksimala biomasas koncentracija 58,6 g/l. Tika
konstatéta maksimala acetatu koncentracija 3,13 g/l. Identificétas parametru vértibas
apkopotas 3. tabula. Tika iegiits modelis, kas deva a-3 eksperimenta modeléSanas
precizitati biomasai 11,1 %, substratam 129 % un acetatiem 93,4 % (skat. 7. att.).

3. tabula
No bioreaktora eksperimentiem identificeéto parametru, kas paredz acetatu ietekmes
nemsSanu vera, salidzinajums ar pieejamajiem parametriem no literattiras (ar bold
iekrasotas pielagotas parametru veértibas)

Lit. dati Identificétie param. E.
Param. | Vien. | (atsauces skat. coli BL21 (DE3)
1. tabula) pBR327 bioreakt. proc.
Yys g/g 0,50 0,42
Yxa g/g 0,41 0,41
Yyar a/g 0,25 0,1
Yas a/g 0,832 0,667
Osmax | 9/9/h 1,69 1,49
Javax | 9/g/h 0,153 0,140
Oskr | O/g/h 1,13 1,19
Ks a/kg 0,081 0,005
Ka g/kg 0,05 3,41
Kia | o/kg 10,82 3,45
m g/g/h 0,024 0,037
Papildparametri bioreaktora modelesanai
YxrE /g - 0,504
Yix 9/g - 0,001
tre h - 3,5
Kvau | 9/kg - 27,21
Kis g/kg 55,15 60
Kia | 0/kg 3,6 0,001
Oskrz | 9/9/h - 1,52

Vienkarsaks un universalaks procesa modelis uz modeli bazetai piebaroSanas
atruma kontroles (MPC) izstradei var tikt lietots [6], ja, nemot véra procesa aktualo

18



biomasas augSanas un substrata uznemsSanas raksturu, veic modela parametru Y,s un
Jsmax pielagosanu procesa laika.

Turpmak realizéja b fermentacijas procesu sériju, kura realizéja ieprieks
izraudzita (references) piebarosanas profila uz modeli bazétu kontroli atkariba no
procesa laika nemtajam biomasas un glikozes rokas analizém. So eksperimentu
model&Sanu veica ar vienkarSotu modeli, kura netika nemta véra acetatu rasanas un
ietekme uz biomasas augSanu; pienéma, ka substrata uzpemSanu ietekméja tikai
glikozes koncentracija (Mono kinétika) un glikozes inhib&josais efekts. Iegitie
eksperimentalie un model&sanas rezultati paraditi 8. un 9. attelos. No tiem redzams, ka
biomasas modeléSanas kvalitate ir saméra laba biomasas eksponensialaja augSanas
faze. Pec eksponecialas augSanas fazes, modela precizitate ir krietni sliktaka. Vidgja
biomasas model€Sanas precizitate (r,) b serijas eksperimentiem 29,1 %. Vidgja
substrata koncentracijas modeléSanas precizitate b serijas eksperimentiem visa procesa
diapozona (r;) 100,1 %, veérte§jama ka apmierinoSa, jo Iidzigs rezultats iegiits ar
ieprick§€ja nodala aprakstito fermentacijas procesa modeli. Identificétas modela
parametru vertibas, kas vislabak apraksta b eksperimentu sérijas rezultatus, apkopotas
4. tabula.

100 i T 40 3
: : T T
= Jeey = —_
% . "é 0 E Db E
L | P e 7.4 S oo = —
g E E'm b T B
m o 10 o
0 : : = ' L& : 0 : :
0 10 20 0 1 20 0 10 20 0 10 20
Laiks [h] Laiks [h] Laiks [h] Laiks [h]

8. attels. E. coli BL21 (DE3) pBR327 b sérijas piebarosanas procesu un modelésanas
rezultati, lietojot vienkarSotu modeli. Eksp. b-1 (zils), eksp. b-2 (zals), eksp. b-3
(sarkans). Eksperimentalie mérjjumi (apli, kvadrati), modelétie lielumi (Iinijas)

Biomasas (rx), glikozes (rs) un acetitu (ra) dazada
veida modelu precizitite bioreaktora eksperimentiem

250
200 1558
& 150
Z
100 797 =, %
- 505
>0 2217208 14.6 T rs, %
0 . . |
2-a(l) 2-a(1) 2-a(1)
b-1 b-2 b-3
Modela numurs
(eksperiments)

9. attéls. Vienkarsota E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas modela pilnveidosanas
gaita bioreaktora b sérijas kultivéSanas procesiem ar piebaroSanu
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4. tabula

Identificetas vienkarSota modela parametru vertibas bioreaktora eksperimentiem,
salidzinajums ar pieejamajiem parametriem no literatiiras (ar bold iekrasotas
pielagotas parametru veértibas)

Lit. dati Identificétie param. E. coli
Param. | Vien. | (atsauces skat. BL21 (DE3) pBR327
1. tabula) bioreakt. proc.
Yys a/g 0,50 0,55
OsMax g/g/h 1,69 1,15
Ks a/kg 0,081 0,005
Papildparametri bioreaktora modeleSanai
Y e a/g - 0,45
Yo a/g — 0,001
tve h — 3,5
Kis a/kg 55,15 30
Kwax | 9/kg 86 97,5

4. Izmekléta piebarosanas atruma kontrole péc pO, E. coli BL21 (DE3) pBR327
procesam

Pec detalizéta (acetatu) modela parametru identificeSanas un pO, kaskades
kontroles PID parametru piemeklé$anas no priekseksperimentiem, ka arT péc procesa
piebarosanas profila aprékina, procesa vélamo biomasas augSanas (X), substrata (S) un
acetatu (A) trajektoriju nodrosinasanai tika veikts testa eksperiments (skat. 10. att.). Ta
mérkis bija vadit procesa otro stadiju péc iesp&jas tuvak pirms procesa definétajiem X,
S, A un pO, nosacijumiem, izmantojot substrata piebarosanu atkariba no pO, signala.
Substrata piebaroSana atkariba no pO, procesa otraja faz€ izraudzita, lai parbauditu So
kontroles principu, kas tiek plasSi lietots razoSanas méroga reaktoros zemaku neka
laboratorijas/pilota mérogos O, masas parneses raditaju dél.

Konkréta metode ir €rta limitéta substrata piebaroSanas procesa nodroSinaSanai
procesa otraja fazg, kad precizs substrata piebarosanas profila aprékins ir sarezgits, jo
procesa otraja stadija ir izteikti komplekss kulttiras stavoklis. Jaatzime, ka lietojot So
principu, mikroorganismu Ipatn&jais augSanas atrums tiek limit€ts, jo tiek samazinats
substrata piebaroSanas atrums atkariba no vide pieejama O,.

Visa procesa kontroles regiona (3—19 h) bija iesp&jams nodrosinat pO, vértibas
kontroli robezas 3948 %, kas bija tuvu uzstaditajai 4045 %.
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10. attels. E. coli BL21 (DE3) pBR327 testa eksperiments ar piebarosanu pO,
kaskades kontroles parbaudei. Analitiskie merijjumi biomasai, glikozei un acetatiem
att€loti ka simboli (attiecigi o, V, un A); modeléSanas rezultati att€loti ar raustitam
Iinijam. Procesa tieSsaistes merijumi atteloti ka linijas

Optimizéta kontroles stratégija deva stabilu biomasas augSanu bez ievérojamas
acetatu uzkraSanas piebarosanas faz€. Procesa beigas tika sasniegta biomasas
koncentracija 48,15 g/l, bet acetatu koncentracija visa procesa garuma neparsniedza
0,37 g/l. 1zskidusa skabekla parciala spiediena (pO,) kaskades kontrole stradaja
nevainojami un nodroSinaja pO, veértibu loti tuvu noteiktajas robezas. Automatiska
piebaroSanas faze nodroSinaja robustu pO, kontroli un minimalu optimizeta
piebaroSanas atruma profila samazindjumu, nodroSinot paredz€to procesa
produktivitates raditaju, biomasas daudzumu tehnologiski definétajas robezas.

5. Izmekléta uz modeli bazéta piebarosanas atruma kontrole E. coli BL21 (DE3)
pBR327 procesam ar prognozi péc references profilu datiem

3. nodala identificéto matematisko modeli talak lietoja uz modeli bazetai
piebarosanas atruma kontroles (MPC) realizacijai. Sim noliikam veica ¢ eksperimentu
sériju. P&tijuma metodologiski paradits, ka doto principu var lietot vélama references
piebaroSanas/biomasas augSanas profilu atraSanai. Lidz ar uzkratas eksperimentalas
datubazes paplasinasanos iesp&jams veikt precizaku modela parametru identifikaciju.
P&c procesa sakSanas MPC kontroles algoritms veic izveleta sakotngja piebarosanas
profila kontroli ar mérki procesa biomasas profilu XV virzit pa references profila
XVt trajektoriju.

Sakara ar fermentacijas procesos novérotajam atSkirigajam procesa sakotngjas
biomasas (Xo) un glikozes (Sp) nosacijumiem un sub-optimalu procesa kontroli biitiski
atSkiras kultliras augSanas profili partijas procesam (pirms papildu piebaroSanas) fazg
dazadam procesa partijam pat pie identisku piebaroSanas profilu lietoSanas. Tas
nozimé, ka $ados procesos atskirsies laiks, kura tiks uznemta vidé sakotngji pieejama
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glikoze un kura jasak kultiiras papildu piebarosana. Saja gadijuma, lai nelimitétu vai
neparbarotu kultiiru, piebaroSanas fazes sakumu nepiecieSams nobidit viena vai otra
virziena. Sis princips ieviests izstradataja MPC sistéma.
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11. attels. Procesa sakuma nosactjumi (Xo, Sg) un piebarosanas saksSanas laiks (tgr)
procesiem c-1-c-4. (--) Uzstaditie (modelétie) references profili, (+) aprékinats
tieSsaiste, (¢) «rokas» glikozes analizes, (o) «rokas» biomasas analizes, (—) realiz&tais
piebaroSanas atrums

Eksperimentalie rezultati radija, ka lidzigie X, un Sy parametri c-1 un c-3
eksperimentos (skat. 11. att.) rezult€jas ar piebaroSanas uzsaksSanu vienados laikos
(210-212 min). Lidzigi sakotngjie apstakli tika iegiiti eksperimentiem c-2 un c-4,
kuros salidzinajuma ar c-1 un c-3 sakuma X, bija zemaks, bet Sy — augstaks. Tomer
atraka biomasas augSanas noveda pie ta, ka piebarosana sakas agrak, t. I., procesa 180—
186 min. Laika atskaites punkti (skat. 11. att.), kad biomasa sasniegusi uzstadito
references vertibu, ir noraditi ar bultinam.

C eksperimentu s€rijas procesiem izraudzijas piebarosanas atrumus, kas deva
biomasas eksponencialu aug$anau 0,15-0,50 1/h robezas. Sis eksperimentu sérijas
rezultati paraditi 12. un 13. attélos. Eksperimentos c-1- c-4 aprékinatais biomasas
daudzums un koncentracija procesa beigas attiecigi bija 157 g (65,8 g/l), 225 g (79,8
g/l), 290 g (93,2 g/l), un 227 g (78,5 g/l). Aprekinatas biomasas (XVendesy) UN
eksperimentali izméritas biomasas (XVendeexp)) atskirtbas (lenggest), Fendeexp)) NO references
profiliem (XV,s) procesa beigas (24 h) bija attiecigi 4,6 un 3,8 %. Mazakas XV
novirzes no references profiliem novérotas procesa 20. stunda, kad vidgja atskiriba,
aprékinata no c-1-c-4 eksperimentiem, bija 3,0 %. Sis atskiribas skaidrojamas ar to, ka
ar modeli nebija iesp&jams pietieckami precizi modelét biomasas stacionar0 augsanas
fazi. Lai model&tu So posmu ar augstaku precizitati, nepiecieSsams sarezgitaks modelis,
kas nemtu véra ari iesp&jamo blakusproduktu (acetatu, olbaltumvielu u. c.) veidosanos
[17, 26] un biomasas fiziologisko stavokli (Sinu novecosSanu, dzivotsp&jigo S$tnu
attiecibu u. C.) [27]. Neparprotami, arT precizitate, ar kadu izveléts (model&ts) kultiiras
tilpuma references profils, ietekm& parametra rengesy vertibu. Augstaka Fengest)
skaitliska vertiba salidzinajuma ar rengexp) Norada uz to, ka biomasas aprékinu kvalitati
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varétu uzlabot, veicot precizaku tilpuma aprékinasanu tieSsaisté. Turklat c-4 rezultati
parada to, ka modela paramteri, kas izmantoti references profila izvele, konkrétaja
gadijuma nebija optimalie, kad eksponencialajai augSanas fazei tika izvelets parlieku
paaugstinats piebaroSanas profils. Nemot véra c-4 sakuma apstaklus (Xo and Sp),
modelis neuzradija bitisku glikozes uzkrasanos procesa 11. stunda.
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12. attéls. Biomasas daudzuma kontroles rezultati eksperimentam c-4 un apkopots
parametru vertibu identificéSanas parskats eksperimentiem c-1-C-4. a) (— —) uzstaditie
(modelétie) references profili, (+) aprékinats tiessaiste, (¢) «rokas» glikoze analizes,
(o) «rokas» biomasas analizes, (—) izmantotais piebaroSanas atrums. b) c-1 — c-4
salidzinajums. Biomasas, glikozes, Yys UN Qsvax lTknes ir zZim&tas un interpolétas starp
«rokasy analttiskajiem mé&rfjumiem, kas veikti ik p&c 1-2 h

NO Y, uUn Osmvax adaptacijas rezultatiem var iegiit v€l papildu informaciju.
Biomasas iznakums no substrata irparametrs, kas rada, cik efektivi galvenais oglekla
avots tiek parveidots biomasa. Lielaks iznakums norada uz to, ka pateréts mazak
glikozes nevélamu blakusproduktu sintézg€. Sakot no procesa astotas—devitas stundas,
novérota korelacija starp aprékinatajam Y,s trajektorijam eksperimentiem c-1-c-4
(skat. 12. att. b). Augstakais iznakums procesa beigas tika ieglits eksperimentos ar
mazako un lielako piebaroSanas atruma profilu, vidgji 0,57 g/g c-1 un 0,60 g/g c-3
eksperimentos. Eksperimentu c-2 un c-4 iznakumos tika novérota relativi maza
atskiriba — attiecigi 0,52 g/g un 0,54 g/g. Tas labi korele ar biomasas daudzumiem
procesa beigas (231 g un 247 g), nemot véra, ka piebarota substrata tilpums (V) Sajos
procesos bija praktiski vienadS. Qsvax aprékinu rezultati parada, ka $§1 parametera
identificéta vértiba veiktajos eksperimentos bija atSkriga un mainijusies 1,05+0,2 g/g/h

23



robezas. lepriek§ minétais var€tu bit saistitas ar doto eksperimentu atSkirigiem
substrata limit€joSiem apstakliem.
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13. attels. Biomasas daudzuma kontroles rezultati (c-5-VLB) vienreizlietojamaja
reaktora un to salidzinajums ar c-2. a) (— —) uzstaditais (model€tais) references profils,
(+) aprekinats tieSsaiste, (=) «rokas» glikoze, (o) «rokas» biomasa, (—) izmantotais
piebaroSanas atrums. b) c-5-VLB un c¢-2 salidzinajums. Biomasas, glikozes, Yy un
Osmax liknes ir zZim€tas un interpol€tas starp «rokas» analitiskajiem merjjumiem, kas
veikti ik péc 1-2 h

Lai salidzinatu §is MPC kontroles metodes lietojumu citas konfiguracijas
reaktora, tika veikts testa eksperiments vienreizlietojama laboratorijas bioreaktora
(13. att. a un b). Lai nodrosinatu kultiiras augSanu bez kritiskas glikozes uzkrasanas un
vienlaikus sasniegtu salidzino$i labu biomasas iznakumu, $aja eskperimenta tika
izmantots tas pats references piebarosanas profils, kas tika lietots eksperimenta c-2.
Biomasas un cukura sakuma koncentracijas bija lidzigas ka eksperimenta c-2. Tomér
iespgjams, Ka atSkirigo temperatiiras kontroles PID parametru dgl, kurus Iidz procesa
sestajai stundai nacas korigét, procesa sakuma tika novérotas biezas temperatiiras
svarstibas 36,8+0,9 °C robezas. PID parametru korekcija tika veikta, lai kompensétu
reaktoru, galvenokart siltumapmainas elementu un to virsmas laukumu, atskiribas.
Visticamak, tiesi §is apstaklis izraisTja ilgaku procesa lag fazi (3-4 stundas) un daudz
zemaku procesa biomasu $aja procesa stadija. Neskatoties uz to, kultiira bija sp&jiga
atglities un procesa 17. stunda pietuvoties references biomasai (skat. 13. att. a).
PiebaroSana sakas procesa 210 miniité. Procesa beigas biomasas iznakums bija 212 g
(78,1 g/l). Noteiktas biomasas (Iengesyy) novirze no iepriek§ uzstaditas references

24



vertibas procesa beigas bija 4,3 %. Glikozes koncentracija procesa laika neparsniedza
4,1 g/l.

Rekombinanta E. coli BL21 (DE3) pBR327 biomasas kultivéSanas procesa
parastaja un vienreizlietojamaja bioreaktora, tika paradita uz modeli bazéta
piebarosanas profila noteikSanas un uz modeli bazeétas kontroles ar prognozi,
lietojums. Labaka sakritiba ar references profilu tika novérota procesos, kuros nenotika
bitiska glikozes uzkraSanas, ka ar1 visos procesos lidz stacionaras augSanas fazes
sakumam ap procesa 20. h. Procesa beigas aprékinata biomasas vid&ja novirze no
uzstaditas references vértibas bija 4,6 %, kas ir tuva eksperimentali izm@&ritajiem
3,6 %. Pateicoties secigi veiktajiem eksperimentiem, bija iesp&jams parbaudit dazada
méroga un formas piebarosanas profilus, saglabajot eksponencialu augSanu ar ipangjo
augsanas atrumu 0,2, 0,3 un 0,45 +0.05 h' Sada veida, veicot piebaroSanas profila
izmainas, iesp&jams iegiit ta saukto "zelta partijas" piebaroSanas profilu. Tika realiz&ts
veiksmigs fermentacijas eksperiments vienreiz lietojama laboratorijas méroga
bioreaktora. Noteikta 4,3 % biomasas (rengesy) novirze no iepriek§ uzstaditas
references vertibas procesa beigas. Istenoto procesa kontroli un tas izpildi ir iespgjams
uzlabot. Specifiskaka procesa modela piclagosana priek§ E. coli, pieméram, nemot
veéra blakusproduktu, ka proteinu un acetatu sint€zi/patrinu, un informaciju par
biomasas fiziologisko stavokli, ka §tinu novecosana, dzivotsp&jigo $tinu attieciba u. C.,
biitu iesp&jams uzlabot procesa modeléSanas precizitati. Precizaka tilpuma noteikSana,
veicot Skiduma pudeles vai reaktora tieSu svérSanu, arT uzlabotu biomasas noteikSanas
un tas turpmakas kontroles precizitati. leviesta metode ir 1stenota komerciali pieejama
bioreaktoru sisttma (A/S «Biotehniskais Centrs») un ir paredzéta piebaroSanas atruma
kontrolei dazada veida mikroorganismu kulttiru fermentacijas procesos.
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SECINAJUMI

P&tijumi par piebaroSanas atruma kontroli fermentacijas procesos paradijusi, ka S1s
procediiras nodroSinasanai augsta biomasas iznakuma iegiiSanai nepiecieSama
fermentacijas procesa modeléSana un izmekl€tu piebaroSanas atruma kontroles
metozu lietojums, kur peédg€jais apstaklis V€l joprojam ir ierobeZots atbilstosu
analitisko un instrumentalo riku trilkuma un pieejamibas d€l.

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

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

ieglistama bez biitiska substrata uzkrasanas ar kontrolétu u, kas nav lielaks par
0,40 1/h.

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

Kontrolgjot piebarosanas atrumu péc pO, radijuma, visa vadibas diapazona tika
realiz&ta stabila pO, un substrata kontrole. Sada procesa ieguva biomasu, kas bija
0,63 reizes mazaka par maksimali iegiito. Lietojot So piebaroSanas stratégiju,
iesp&jams nodrosinat droSu/neparbarotu E. coli BL21 (DE3) pBR327 kultivésanas
procesu, tomér janem véra, kadu iespaidu uz HBcAg iznakumu var atstat
pazeminatais biomasas iznakums procesa beigas.

Uz modeli bazéta piebarosanas atruma kontroles sist€éma ar prognozi (MPC) tika
radita un aprob&ta E. coli BL21 (DE3) pBR327 references piebarosanas un
biomasas profila izv€lei, automatiskai piebaroSanas uzsakSanai, piebaroSanas
atruma un biomasas augSanas atruma kontrolei procesa laika. Izmekletas
piebaroSanas atruma kontroles metodes ieviestas un aprob&tas komercialas
bioreaktoru sistemas (A/S «Biotehniskais Centrsy).
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