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Скъпи колеги,
Представям ви нови методи за мониторинг на системи за биотехнологично производство, разгледани като широк клас сложни системи.

Dear colleagues,
I would like to present new methods for monitoring of biotechnological [¸baiou¸teknə´lɔdʒikl] production systems considered as wide class complex [´kɔmpleks] systems [´sistəm]
At present, a consensus [kən´sensəs] regarding [ri´ga:diη] a single universal [¸ju:ni´və:səl] definition of complex system does not yet exist. In different research contexts [´kɔntekst] complex systems are defined on the basis of their different attributes [ə´tribju:t] 
(uniqueness [ju:´ni:knis], low predictability [pri¸diktə´biliti] and  purposefulness [´pə:pəsfulnis]) Such systems are used to model processes in computer science, biology[bai´ɔlədʒi] economics [¸i:kə´nɔmiks], physics, [´fiziks]  chemistry,[2] and many other fields. 
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Биотехнологиите са технологии, използващи живиорганизми, биологични системи или техни производни за създаването или модифицирането с определена цел на продукти или процеси.[1] Те намират приложение в широк кръг области - от земеделието до медицината и тежката промишленост.

Днес на Системите за биотехнологично производство се възлагат големи надежди за получаването на алтернативни хранителни вещества, лекарствени субстанции и ваксини от модифицирани за целта микроорганизми. В последните години усилено се работи и в областта на растителните и ДНК рекомбинантните биотехнологии.


Обикновено, те включват различни подсистеми: основно това са биопроцес, реализиран във ферментор, предварителна обработка на сусбстрата и преистване на крайния продукт.

Сложността на тези системи произтича от биопроцеса,тъй като при него се използват живи организми или техни компоненти за получаването на желания продукт.По тази причина динамиката на процесите е силно нелинейна и нестационарна. Липсва възпроизводимост на ескоерименталните резултати което води до неопределеност в динамиката.  

Крайната цел е да се получи максимум целеви продукт. За тази цел, трябва да бъде разпознато и поддържано оптимално физиологично състояние на културата възможно най-дълго използвайки подхранващ субстрат.

The final aim of biotechnological [¸baiou¸teknə´lɔdʒikl]  production is to be obtained maximum [´mæksiməm]  target [´ta:git] product [´prɔdʌkt]. For this purpose, on optimal physiological [¸fiziə´lɔdʒikl] state of the culture  has to be recognized [´rekəg¸naiz] and maintained [mein´teind]  (using feeding substrate) as long as possible. 


The systems of biotechnological [¸baiou¸teknə´lɔdʒikl]  production  have a big significance [sig´nifikəns] in human [´hju:mən] life related to the synthesis of a lot of products from food, pharmaceutical, [¸fa:mə´sju:tikl]… industries. For this reason they are object of increasing research interest as in laboratory  as well as in industrial applications.

Usually, these systems includes as subsystem a bioprocess, subsystem of initial pretreatment [´tri:tmənt]  of substrates, a subsystem for purification [¸pjuərifi´keiʃən]of obtained product, etc. 

Their  complexity [kəm´pleksiti] results from the bioprocess due to the fact that it uses living cells or their components (e.g., bacteria, enzymes, chloroplasts) to obtain desired [di´zaiə] products and for this reason the process dynamics is strongly [´strɔηli] nonlinear and time-varying. Moreover there exists lack of reproducibility [¸ri:prə¸dju:si´biliti]  of the experimental [iks¸peri´mentəl] results, that leads to dynamics uncertainty [ʌn´sə:tənti].

The final aim of biotechnological [¸baiou¸teknə´lɔdʒikl]  production is to be obtained maximum [´mæksiməm]  target [´ta:git] product [´prɔdʌkt]. For this purpose, on optimal physiological [¸fiziə´lɔdʒikl] state of the culture  has to be recognized [´rekəg¸naiz] and maintained [mein´teind]  (using feeding substrate) as long as possible. 
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Съществуват  3 метода на култивиране: периодично – микроорганизмите и субстратите са поставени в реактора и когато субстрата е изчерпан, процесът спира. 
При него единствено могат да се контролират физико-химичните параметри като 
pH, DO, T и скорот на разбъркване. 
При периодичното с подхранване култивиране, микроорганизмите са подхранвани с виъншен субстрат. Един недостатък на това култивиране е, че подхранването трябва да спре, когато обемът на културата достигне обемът на биореактора.
При непрекъснатия режим на култивиране, обемът на културата се запаза постоянен чрез отнемане на културална среда от реактора.  Периодичното с подхранване и непрекъснатото култивиране са реалните обекти за управ;ение на биопроцесите.


There exists three [¸kʌlti´veiʃən]: Batch where the microorganisms [´ɔ:gə¸nizəms] and the substrates are put in the reactor and when the substrate is exhausted [ig´zɔ:st] the process stops. In such processes physicochemical parameters  as could be controlled only. In fed-batch cultivation, microorganisms are fed with external [eks´tə:nl] substrate. One disadvantage of such processes is that the feeding procedure have to be stopped when the culture volume riches working volume of the bioreactor. The next mode is continuous [kən´tinjuəs] one, where the culture volume is kept constant by withdrawing [wið´drɔ:] culture from the reactor. Fed-batch and continuous mode of cultivation are real objects for bioprocesses control.
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Важността от разпознаване на оптимално физиологично състояние на културата  е илюстрирано със следния пример. Преставените на фигурата времеви профили на концентрациите на субстрат, етанол и биомаса характеризират процеса на получаване на хлебни дрожди от S. Cerevisiae. В зависимост от физиологичното състояние на културата, процесът може да бъде насочен към производство на производство на дрожди (биомаса) или производство на етанол.  
Ако целта на управление е максимална биомаса, тогава режимът на култивиране трябва да бъде периодичен. 
Ако целевият продукт е етанол, тогава режимът на култивиране трябва да бъде периодичен с подхранване или непрекъснат, защото в периодичния, когато глюкозата е изчерпана, етанолът е използван като субстрат за растежа на биомаса.
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Ключът за успешно разпознаване и поддържане на оптимално физиологично състояние на културата е мониторинга на кинетиката на процеса. Тъй като обикновено процесната кинетика е напълно или частично непозната, разработването на подходящи алгоритми за оценяване използващи добре позната информация за процесната динамока (уравнения на материален баланс, мрежа от реакции) и робастни по отношение на липсващата информация (липса на измервания , неопределеноост на динамиката) стават една предпоставка за успешното решение на този проблем.
Тези алгоритми са дефинирани лато софтуерни сензори.
По дефиниция, един СС е алгоритъм за оценяване в реално време на променливи на състоянието и параметри, които не са измерими в реално време на базата на свързани измервания които с апо-лесно достъпни.

In control science terminology [¸tə:mi´nɔlədʒi], a SS for estimation [¸esti´meiʃən] of state variables [´vɛəriəbls] is called state observer [əb´zə:və] . For the estimation of internal [in´tə:nl]  model parameters it is called parameter [pə´ræmitə] estimator. [´esti¸meitə]


The term SS is a combination [¸kɔmbi´neiʃən] of the words ”software”, [´sɔft¸wɛə] because algorithms are usually computer [kəm´pju:tə] programs [´prougræms] , and ”sensors”, because the algorithms  are delivering [di´livəring]  similar [´similə] information [¸infə´meiʃən] as their hardware  counterparts. [´kauntə¸pa:ts] 
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OBOBUIEH IMHAMUWYEH MOJEJ

¢ KUHETUKa TpaHciopTHAa
AUHAMHKA
HCHU3BCCTHA
HN3BCCTHA
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Bastin, G., D. Dochain. On-line estimation and adaptive control of bioreactors.
Amsterdam, Oxford, New York, Tokyo: Elsevier, 1990, p.378.
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В последните десетилетия, една широко прилагана методология за моделиране, мониторинг и управление на широк клас биопроцеси, реализирани в реактори с добро разбъркване е предложена от by Bastin & Dochain в тази книга.

Предложените подходи за синтез на софтуерни сензори се базират на така наречения Обобщен Динамичен модел. Той е нелинеен, изведен е от най-простото описание на процеса – схема на реакциите на процеса и описва процесната динамика така добре както неструктурния модел.  ОДМ се състои от две основни части – процесна кинетика и транспортна динамика. Обикновено транспортната динамика е добре позната и дава възможности за управление на процеса, но процесната кинетика е напълно или частично непозната и трябва да се оцени.

- concentrations of dissolved in the culture broth components;
K – matrix of yield coefficients – constants
- vector  of reaction rates
D – dilution rate
F flow feed rate
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dopMmaan3anug HAa KUHETHKATA

Hoo0xo00 na K¢ (t) — HHPOOCCHA KMHCTHUKA

Bastin and Dochain 9, (S, )=a,;( )H S,
n=j

HoBa popMmain3anusg Ha KHHETHKATA

Ignatova M., V. Lyubenova. (2011). Control of biotechnological processes - new
formalization of Kinetics: Theoretical aspects and applications. LAP LAMBERT
Academic Publishing, GmbH & Co. Saarbriicken Germany, ISBN-10: 3844326235,
ISBN-13: 978-3844326239, 120 pages.

» IIupBu BapuanTt- @(t) e pasmiexaan KaTo HEMO3HAT HECTAIIMOHAPEH
apamMeThP

»Bropu Bapuant - K (t) u ¢ (t) - HEIO3HATH HECTAIMOHAPHU
napaMeTpu
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При подхода на B и D, процесната кинетика е представена като произведение на матрицата K от постоянни икономически коефициенти и вектор на скоростите на реакции. 

Както бе наблюдавано в много практически случаи, включването на икономическите коефициенти в модела като константи не е допустимо поради нестационарната природа на биопроцесите и липсата на възпроизводимост на експерименталните резултати

В резултатт на наши изследвания, свързани с различни биопроцеси, ние предлагаме нова формализаця на процесната кинетика, описана в следната монография:

В първата версия, цялата кинетика е рзгледана като вектор на непознати нестационарни параметри. По този начин, допускането на постоянни икономически коефициенти е избегнато, както и необходимостта от информацията в реално време за параметри и променливи включени в израза за кинетиката.
Във втората версия, процесната кинетика е разгледана като произведения на вектора на непознати нестационарни параметри и матрица от икономически коефициенти, които за разлика от формализацията на Б и Д., са разгледани като непознати нестационарни параметри.
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Разглеждайки първата версия, следната структура на обобщен оценител на процесната кинетика е изведен на базата на информация в реално време на измерим метаболит.
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Той включва мас балансови уравнения на измерими метаболити и един член, според теорията на теорията на автоматичното управление, представящ връзката парамерите за настройка и разликата между измерена и оценена стойности.
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MPOLIEJYPA 3A OIITUMAJIHA
HACTPOUKA
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Осъществен е анализ на динамиката на грешката от оценяване. Стойностите на  и  , които минимизират асимптотичната горна граница на грешките от оценяване са разгледани като оптимални. В резултат, следните изрази са изведени за техните стойности.
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Ipumep 1:
AIaNITUBHO YIIPaBJIEHHE HA HeNIPeKbCcHATa pepMaHTAIIUS C
Moo IM3upanu apoxkau Saccharomyces Cerevisiae BO 213
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Моделът на процеса с имобилизирани клетки е подобен на този със свободни клетки. Динамиката на две нови променливи на състоянието е включена: това са концентрациите на глюкоза и етанол вътре в капсулите. Тези концентрации са определени с помощта на дифузионни фактори. В повечео случаи тези фактори причиняват намаляване на добива на целеви продукт в имобилизираната система. В модела специфичната скорост на растеж и специфичната скорост на производство на етанол са описани със следните зависимости:
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a) Ethanol production rate

CodryepeH ceH3op Ha
KHHETHKATA HA €TaAHOJI

IHepuonuuna gpepmenTanusi— moaea (Hemnp. Junun); exp. 1 (¥), exp. 2 (o), exp.
3(+); olleHKH Ha CKOPOCTTA HA MPOU3BOJACTBO HA €TAHOJI (...)
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Тъй като етабола е целеви продукт, специфичната скорост на производство на етанол е основиният кинетичен параметър, който е оценен със СС. За изследваните процеси, този параметър има локален максимум, който се появява между 30 и 36 час на ферментацията.

На фиг. А е дадено сравнение между моделните и оценени стойности на скоростта на производство на етанол, които почти съвпадат. Сравнявайки резултатите от Фиг. А и с може да се отбележи, че максималната скорост на производство на етанол е свързана с максималната стойност на концентрация на етанол в капсулите с омобилизирани клетки.
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Presentation Notes
Предложена е  стратегия за управление, която стабилизира концентрацията на етанол в средата на стойност, гарантираща маскимална скорост на производство на етанол.
За симулационните изследвания на предложеното адаптивно управлние, следната схема и закон за управление са използвани. Стойността на параметъра за настройка   е фиксиран на 0.1 като компромис между скоростта на сходимост и чувстрвителност относно смущенията на алгоритъма за управление. Re е оценена. Проблемът се свежда до избор на установена стойност Е звезда. 
Имайки предвид, че скоростта на производство на етанол има локален максимум, появаващ се между 30 и 36 час, в рамките на този период превключване от периодичен към непрекъснат режим на култивиране може да бъде реализирано автоматично. За всеки експеримент Е звезда е концнетрацията на етанол в културалната среда във време когато скоростта на производство на етанол  достигне нейния максимум.
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Presentation Notes
Резултатите от симулационните изследвания са представени тук.
След достигане на максималната си стойност, скоростта на производство на етанол намалява бавно и достига установено състояние. То варира от 0.1 до 0.25 за изследваните ферментации.
Едновременно с това скоростите на разреждане намаляват бавно от максимум 0.05-0.08 до установено състояние в границите 0.01 до 0.02. Тези стойности гарантират постоянна продуктивност  на процеса запазвайки необходимата разлика (Eim-E) за постоянна дифузия на произведения в клетките етанол към културалната среда.
Наблюдавайки временната крива на концентрацията на субстрат в капсулите, тя намалява бавно и става почти нула за всички процеси в установено състояние. Това доказва че целия подхранващ субстрат е трансформиран до етанол. 
В установено състояние на непрекъсната фаза , продуктивността на процеса е  0.27 - 0.6 g/(dm3.h) със степен на глюкозна трансформация 95%. 
The simulations of process model show slowly biomass growth and substrate decreasing in the medium during the steady state (Figs. 1a and 1b). These results are not as a whole in accordance with the experimental data where the beads keep constant concentration. In spite of all the model describes sufficiently the dynamics of similar processes and could be used for preliminary investigations. 
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Presentation Notes
Следващият пример е процеса на едновременна захарификация и ферментация на нишесте до етанол. Рекомбинантен щам произвежда ензими  които трансформират полизахариди до монозахариди (глюкоза). Процесът включва три основни реакции – при първата – нишестето се трансформира до глюкоза, втората е растеж на биомаса от глюкоза и ензими от щама. Третата реакция описва растежа на етанол от глюкоза.
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Presentation Notes
Целевият продукт е етанола.
За целите на управление, кинетиката на глюкозата (субстрата директно консумиран за производство на етанол) е разгледан като непознат нестационарен параметър, включващ три члена – 1 за производството на глюкоза от нишесте и два за консумирането на глюкоза за растеж на биомаса (ензими) и за производството на етанол.
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Presentation Notes
На фигура А са сравнени скоростите на производство и консумация на глюкоза. 
В началото, скоростта на консумация на глюкоза е по-голяма от тази на производство и глюкозата е консумирана много бързо както се вижда от фигура Б. След 20 часа ферментация, двете скорости стават приблизително еднакви и едно равновесно състояние за концнетрцията на глюкоза може да бъде наблюдавано през следващите 40 хаса на ферментацията. По време на това равновесно състояние, специфичната скорост на производство на етанол е максимална и концентрацията на етанол в реактора расте бързо, както може да се види от фигура С. След този период на периодичната фаза, глюкозата се изчерпва и производството на етанол спира. Основната цел на управлението е да се задържи това естествено равновесно състояние възможно най-дълго  използвайки скоростта на подаване на нишесте като управляващ вход. 
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Presentation Notes
За целта, се дефинира управляващ маркер като разликата между скоростите на производство и консумация на глюкоза, оценени от софтуерни сензори.
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Presentation Notes
Синтезиран е адаптивен алгоритъм за управление, където информацията от двата СС е използвана за изчислението на профила на подхранването със нишесте.  Схемата на управление е показана на тоиз слайд. Изходите на управлението са нишесте (скорбяла)  и глюкозата в реактора. Тевзи измервания в реално време са използвани за изчислението на двата оценители – на скоростите на производство и консумация на глюкоза. Управляващият маркер е използван за включване и изключване на подхранването със скорбяла.
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На този слайд, са показани симулационните резултати на управляващата схема. Първата фигура показва концентрацията на нишесте, б) концнетрацияра на глюкоза, с) скоростта на подхранване със скорбяла; д) концентрацията на етанол и е) прокуктивност на етанола. 
Първата вертикална линия показва края на периодичната фаза на ферментацията. Двете вертикални линии определят продължителността на равновесното състояние, която е около 3 пъти по-голяма от периодичната фаза на култивиране (до 160 ч) благодарение на приложението на адативното управление. Както се вижда, подхранването е реализирано чрез импулси. Височината на импулсите е изчислена от закона за управление, а широчината им зависи от знака на управляващия маркер. Процесът е подхранван, когато скоростта на производство на глюкоза е по-ниска от тази на консумация. В резултат, концнетрацията на етанол в еактора става 2 пъти по-висока : от 8 г/л в края на периодичната фаза до 18 г/л в края на процеса. Процесът се спира след 250 ч когато продуктивността на етанол достигне максимална стойност.
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На фигури А и Б, изходите на управление са представени, а на фигури С и Д -  управляващи входове са показани. 
Прилагайки алгоритъма, концентрацията на лактата клони към нейната оптимална стойност както може да се види оф фигура Б.
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Вторият вариант на формализация на процесната кинетика се състои в представяне на кинетичния член като произведение на матрицата на променливите икономически коефициенти и една скорост на реакция – това може да бъде скорост на растеж на биомаса, скорост на консумация на субстрат,...
Идеята е матрицата К да включи пренебрегнатата динамика на процеса причинена от редукцията на модела.
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Presentation Notes
This approach is applied for monitoring of industrial biotechnological fed batch processes. 
A contemporary method for the investigation of new industrial technologies is the use of scale down laboratory simulator. It consists of interrelated stirred tank bioreactor (STR) and a plug flow reactor (PFR) equipped with static mixer modules and sensors for dissolved oxygen and pH measurements only. This investigation method allows reducing material and energy resources during such activities.

The effectiveness of investigations in the scale down reactors would be improved if relevant parameters could be estimated on line under oscillating conditions. This is realized by the following monitoring shceme.

In difference to laboratory scale cultures, large-scale (industrial) bioprocesses are characterized by inhomogeneities. Such inhomogeneous processes show a high batch to batch variability compared to well mixed processes (i) due to the continuous change of the composition of the liquid phase and the hydrodynamic conditions (volume, viscosity, density) during a cultivation, and (ii) the strong dependence of the biological system from the local environment and its fast reaction and adaptation. The challenge is the multitude of parameters which influence the biological system on one side and the limited number of available on line sensors on the other side. 
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The monitoring scheme is shown in the following slide. It has a cascade structute.
On-line measurements of cell dry weight (CXm), specific dissolved oxygen consumption (qRo2) and respiratory quotient (RQm) usually available in industrial practice were used as initial information for cascade scheme design, realized in two steps. The first one includes software sensors (SS1 and SS2) design with inputs on-line measurements of cell dry weight and the respiratory quotient. Their outputs are cell dry weight growth rate (RX ) and respiratory quotient dynamics (RRQ). These two estimates simultaneously with on-line measurements of specific dissolved oxygen consumption (qRo2) are used as input information of software sensor (SS3). For SS3 structure derivation, a linear transformation of nonlinear process model is applied using logarithmic linearization. This leads to an original tuning procedure for SS3. It consists of arbitrary choice of one tuning parameter value that allows the calculation of the optimal values of the other ones. Cascade software sensor outputs are the estimates of carbon source consumption rate, RS and yield coefficients related to cell growth YXS, oxygen consumption YO2S and respiratory quotient changes YRQS. From expert’s point of view, these estimated parameters are representative of metabolic way dynamics for investigated class processes



(User-friendly performance of the proposed tuning procedure consists in arbitrary choice of one Eigenvalue (5) that leads to find optimal value of the other one (1) and to automatically calculation of  design parameters C1, C2, C3, C4 and C4’ on the basis of equations (30), (31), (27), Z1 and (32), respectively)
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ExciepuMeHTalIHH JaHHM Ha ABE NEPUOAUYHHU C IIOAXPAaHBAHE KYITUBHpPAHUS Ha IaM
Bacillus Subtilis peanu3zupanu ¢ Ja00paTOPHHUS CHMYIATOP: CyXO KJIEThYHO Terio (a),
KOHIIEHTpaIus Ha rimoko3a (b), cnenududyHa CKOPOCT Ha KOHCyMmalus Ha kuciopon (c¢) and
koeduiueHT Ha aumrane (d).
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Presentation Notes
The  proposed cascade SS is applied to data from  glucose limited fed-batch cultivations of a non-sporulating B. subtilis mutant realized in a two compartment reactor as a scale-down process simulator

Two sets of experimental data are shown in figure 3. Both experiments are performed under similar physico-chemical conditions, but as it can be seen vary little due to a lack of absolute reproducibility under the oscillating conditions applied. In order to demonstrate adaptive performance of the proposed monitoring scheme, the tuning of software sensors is realized using the data of one of experiment while the data of the other is used for validation. 


The experiments are realized at a constant feed rate. In this way, different substrate per cell density ratios (that is amount of substrate provided per cell) are examined. The calculation of the specific oxygen uptake rate (qRo2m) and carbon dioxide production (qRco2m) was performed on the basis of a gas balance of the input and output flow using O2 and CO2 measurements in the off-gas. The specific oxygen uptake rate (qRo2m), cell dry weight and respiratory quotient (RQ=qRco2m/qRo2m) are regarded as on line measurements for the proposed monitoring scheme. 
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Pesyntatu ot SS1 3a jBara ekcepuMEHTa: a) CpaBHEHUE MEXIYy HW3MEPEHU
(HempeKbCHATa JIMHUS) U OLIEHEHU CTOMHOCTH (IIyHKTUPHA JIMHUA) HA CYXO KJIETHYHO
TEMIIO ; b) OIEHKK Ha CKOPOCTTA HA U3BMEHEHHUE HA CYXO KJIETHYHO TEIIIO.
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the estimation results realized with SS1, and SS2, respectively, are shown
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Pesynratu ot SS2 3a pgBara eKCOEpUMEHTAa: a) CpPaBHEHUE MEXKIY H3MEPEHHU
(HempeKbCcHaTa JIMHUS) U OILICHEHW CTOMHOCTH (IMyHKTHPHA JMHUS) Ha KoedHIMeHTa
Ha JuIIaHe, b) b) oreHkM Ha CKOPOCTTA HA M3MEHEHHUE HAa KOoe(HUITMEeHTa Ha JUITaHe
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In the figures 5a, the estimates of RQ by software sensor SS2 follow the dynamics of RQ measurement with good accuracy. As can be seen in figure 5a, the SS2 operates as filter of RQ measurements. These results prove that SS1 and SS2, yield accurate estimations of RX and RRQ (figures 4b, 5b) for both experiments. Hence, the outputs of estimators (10) and (11) could be used as on line inputs for the estimator (23).
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In the figures 6 and 7, the estimation results using SS3 are shown. The estimates  and are shown with lines. To show the accuracy of received estimates, reference values have to be derived. Laboratory measurements of glucose concentration are used for this purpose. A discrete version of observer-based estimator similar to SS1 and SS2 is designed. The obtained discrete estimates of glucose consumption rate  for both experiments are shown in figures 7b and 7d with points. The reference values of YXS, YO2S and YRQS are calculated using the relationships (5), (6), (7) and . These reference values are shown in all subfigures 6 and subfigures 7a and 7c with points


The proposed tuning procedure is adaptive and user-friendly. This is proven by validation with experimental data. The measurements obtained by the new SSS improve the process monitoring and allow studying process dynamics. Moreover, they could be used for the choice of target production and for process control design. This provides reasons to extend theoretical investigations and their applications in future. Especially the integration of physiological parameters that are possible to measure on line will broaden the spectrum of applicability of the presented approach, while a strong correlation exists between yield coefficient dynamics and the physiological cell status.
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In this presentation only some applications of theoretical results are given. Other applications are presented in 
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