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Simuleringar och analys av V. cholerae
odling dar feeden styrs genom aterkoppling
fran attiksyraméatningar

Lena de Maré

26 mars 2002

Bakgrund

P4 Linkopings tekniska hogskola har man tillgang till manga olika sétt att
méta dttiksyrai en bioreaktor. Utrustningen for att méita dttiksyra bestar av
en NIR (near infrared spectroscopy) som méter online och en samplingstid
pa sekund niva kan uppnas. HPLC (high-performance liquid chromatograp-
hy) finns det ocksa tillgang till. Dar rdknar man med att ta prover var 15
min och att sjdlva analysen tar ca 15 min. Ndsan kan ocksd anvéindas och
dédr rdknar man med en samplingshastighet pa 15 min men med att sjidlva
analysen sedan tar nagon minut. Malet med denna rapport &r att undersoka
genom simuleringar hur det skulle fungera att styra feeden in till reaktorn
med aterkoppling fran &ttiksyra genom métningar pa de tre ovan ndmda
séatten. Robusthet mot storningar och dven systemets stabilitet har under-
sokts. Det verkar som att det gar bra att anvénda &ttiksyramétningarna for
att reglera feeden. Enligt simuleringar fungerar en enkel P regulator val i
fallet med NIR om inte matbruset dr stort. I s& fall kravs en PI regulator.
Da HPLC eller ndsan anvéinds ser det ut att rédcka med en PI regulator,
troligen behovs dven reglering med en profil.

Resultat

Simuleringar i Simulink med aterkoppling fran styrning av feeden fran &t-
tiksyra matningar visas nedan. Modellen 6ver bioreaktorn som anvénts be-
star av ekvationerna nedan. Massbalanser 6ver reaktorn ger
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Upptagsmekanismen for acetat modelleras med Monod kinetik och det po-
tentiella upptaget beskrivs med
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Det specifika glukosupptaget modelleras ocksa med Monod kinetik

G
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En del av glukosupptaget behévs for maintenance:

qm = min(qq, Gme)

Acetatproduktionen beskrivs med

C
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dér g4 ar attiksyraproduktionen och ¢¢ dr #dttiksyrakonsumtionen. Om g, <
g7 géller att
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Ekvationerna &r tagna ur [1]. Virdena pa konstanterna under simuleringar-
na finns i tabell 1 och kommer frén [1] och [2]. Det losta syret antas regleras

med omroraren med hjilp av en PI regulator och borvirdet pa lost syre i
reaktorn &r satt till 30 %. Referensvirdet i éttiksyra A, &r satt till 0.2 g/1.



Initialvardet for dttiksyra koncentrationen &r satt till 1.5 g/1 i simulering-
arna, vilket ska motsvara nagon méngd som produceras under batchfasen.
Initialvirdet for feeden &r satt till 0.016 1/h, omrorarens startvirde &r satt
till 300 RPM och bioreaktorns volym till 4 1 och den initiala cellmassan ef-
ter batchfasen antas vara 4 g/l. Konstant acetatkonsumtion leder till att
qq = qg”t, vilket med konstanterna i tabell 1 motsvarar en glukoskoncent-
ration G = G = 0.017¢/1.

Near Infrared Spectroscopy

Hér antas en samplingstid p4 5 s och att ingen tidsfordrgjning sker. En P
regulator anvinds och i det hér fallet dr K = 1 l”i’iﬁ;jfwlL;iZj;’“‘”t zede Simulering
av systemet visas i figur 1.

High Performance Liquid Chromatography

Héar antas en samplingstid pa 15 min och en tidsfordrdjning pa 15 min. En
stor sédnkning i regulatorns forstarkning var tvungen for att behalla stabi-
liteten. Detta medforde ett stort stationért fel och da detta inte &dr accep-
tabelt infordes en I del i regulatorn. Foljande parameterar anvindes: K =
0.06 l”ig;jfwh;i;’f;’;‘:’c’:::die och I = Kh/T; = 0.013. Simuleringen av systemet
visas i figur 2.

Nisan

Hér antas en samplingstid pd 15 min, men utan nagon tidsfordrojning. Pa-
rametrarna i PI regulatorn dr de samma som i fallet ovan. Simulering visas
i figur 3.

Siakerhetsniit

I simuleringarna finns det sdkerhetsnét inlagda for att undvika anaeroba
betingelser genom att feeden dndras. Det finns ocksa sdkerhetsnét for att
undvika att feeden blir alltfor 1ag.

Stabilitetsanalys

Systemets ekvationer linjériserades runt en arbetspunkt som betecknas med
° for en inledande stabilitetsanalys. Vardena pa V° och X° som anvénts finns
i tabell 1 och ¢f = qg”t. Bioreaktornsvolym och antalet celler antogs vara
konstanta i forhéllande till resterande dynamik. Overforingsfunktionen fran

F till A fas ur:
K
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Figur 1: Simulering med samplingstiden h = 5 s och en P regulator med
forstarkningen 1 l”iﬁﬁ;"'rfzeh;‘izx’;’:;::di“ anvindes for aterkoppling av flédet och
dttiksyran métningarna. A dr dttiksyra koncentrationen, F &r feeden, N ar
omrorarhastigheten, DO ir lost syre, G 4r glukoskoncentrationen i reaktorn,
V &r volymen i bioreaktorn, X dr cellkoncentrationen. Referensvirdet for
attiksyran och G% ar utsatta streckade.
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Figur 2: Simulering av systemet med samplingstiden h = 15 min och en 15
. . e . .. .. liter foeq liter eabtormedie
min fordrojning. En PI regulator anvindes dar K var 0.06 — <~ gmm’;mtc‘
och Kh/T; = 0.013. A ir &ttiksyra koncentrationen, F 4r feeden, N 4r om-
rorarhastigheten, DO &r l6st syre, G dr glukoskoncentrationen i reaktorn,
V &r volymen i bioreaktorn, X dr cellkoncentrationen. Referensvirdet for

attiksyran och G“% ar utsatta streckgde.
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fordrgjning. En PI regulator anvandes dir K var 0.06
Kh/T; =0.013. A 4r éttiksyra koncentrationen, F &r feeden, N &r omrorar-
hastigheten, DO ir 16st syre, G ar glukoskoncentrationen i reaktorn, V ar
volymen i bioreaktorn, X dr cellkoncentrationen. Referensvirdet for dttiksy-
ran och G #r utsatta streckade.

0 5 10

I /—

0 5 10

0 5 10

o

0 5 10

0 5 10
/

0 5 10

0 5 10

Tid [H]

Figur 3: Simulering av systemet med samplingstiden h = 15 min, men utan
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Detta gz'a'.ller om Qe < qg < qgrit och om ngt > 47— (qg—qm) Yog—qmYom )
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Om vi antar att vi befinner oss i detta omrade och att glukos dynamiken
ar forsumbar dvs att T, = 0, blir det samplade systemet med zero - order -
hold:

_ hK.K,

AA(q) o

AF(q)

Med en proportionell dterkoppling
AF (k) = K(A, — AA(k))

blir stabilitetskravet att K < ﬁ Alltsa ska K viljas mindre 4n 10 da

samplingstiden &r 5 s och K ska viljas mindre &n 0.05 da samplingstiden ar
15 min. Om glukosdynamiken inte férsummas ges 6verforingsfunktionen av

(g = @2)y1 + Praye
AA(q) = AF
(@) (@—1)(g— @2) (@)
dar
o = e Mo
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Med dessa beridkningar ska K véljas till mindre dn 10 dda h = 5 s och K ska
véiljas till mindre &n 0.06 d4 h = 15 min.

Med PI reglering dndras forhallandena nagot och

h

)AA(q)



Om vi ocksé denna gang borjar med fallet att vi approximerar bort glukos-
dynamiken ska K < 0.05 for att systemet fortfarande ska vara stabilt da T;
> 0.13 timmar och samplingstiden dr 15 min. Om istéllet glukosdynamiken
tas med i berdkningarna blir motsvarande resultat att K < 0.06 da T; > 0.15
timmar. Vi ser alltsa att det gar bra att approximera bort glukosdynamiken
for att fa en uppskattning av valet pa parametrar. Observera att dessa vir-
den bara siager nagot om nir systemet &r stabilt, for en bra reglering ligger
grianserna snivare.

Om g, > g2 giller istéllet att K, = Y, X ~ 5.5 —duag dutle —  Att for-

Gglukos lreaktormedie

starkningen i systemet ndstan halveras da g, > qg”t gor att det valda vir-
det pa K = 0.06 i simuleringarna i figurerna 2 och 3 fungerar bra d4ven om
systemet ligger nira stabilitetsgransen enligt analysen ovan.

Om &% < q"’"‘”_(q""—%m)y"”_qmy‘”" andras den nirvarande attiksyra koncentra-
tionen genom konsumtion enligt

dA _ A
dt - qacmax ka +A

Robusthet mot storningar

For att simulera storningar i processen ansattes en stegstoérning i qg”t som
minskades med 22 %. Resultaten visas i figur 4. Samplingstiden for de tva
systemen som visas i figuren 4r 15 min. Det ena systemet har 15 min tids-
fordrgjning for att simulera HPLC méitningar medan det andra systemet
simulerar nédsan utan tidsfordrojningar. Samma PI regulator som tidigare
har anvints d.v.s. K = 0.06 och K4/T; = 0.013. Som synes intréffar stor-
ningen vid t = 3 H och ger upphov till lite oscilleringar som dor ut. Systemet
utan tidsfordrojning klarar storningen béttre.

Effekter av matbrus

I simuleringar &r det tydligt att det &r NIR som 4r mest kdnslig for métbrus.
Ett exempel ddr métbruset simulerades med standardavikelsen o = 0.003
g/l visas i figur 5. Styrsignalen, feeden, blir for brusig och ddrmed paverkas
glukoskoncentrationen. I figur 6 visas en forstoring av de brusiga acetat-
méitningarna och den resulterande feeden. For att minska kénsligheten for
méitbrus kan P regulatorn bytas ut till en PI regulator med samma K som
i fallen med HPLC och nidsan. Ddremot fick I delen éndras till Kh/T; =
0.0002 for att behéalla stabiliteten. Systemet 4r nu mycket mindre bruskéns-
ligt da dess forstarkning har sénkts rejilt. Systemet klarar nu av métbrus
med standardavikelse o = 0.03 g/1, se figur 7 och forstoringen i figur 8. Vid
jamforelse mellan figur 6 med figur 8 ser man att feeden 4r mindre paverkad
av métbruset med standardavikelse pa 0.03 g/1 da PI reglering anvéinds én
av métbruset med standardavikelse 0.003 g/1 d& P reglering sker. (Notera
skillnaden i skalan mellan de brusiga dttiksyramétningarna). Fortfarande
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Figur 4: Simulering av systemet med en minskning av qgrit med 22 % vid
t = 3H. Motsvarande kritiska glukoskoncentration visas streckad i grafen
langst ner. Heldraget visar systemet med tidsfordrojning och den streckade
linjen visar systemet utan tidsfordrojning. I bada fallen 4r samplingstiden
15 min. En PI regulator anvindes dédr K var 0.06 och K /T; = 0.013 i bada
fallen. Referensvirdet for dttiksyran ar utsatt streckad i grafen ldngst upp.



dr dock NIR mest kénslig for méatbrus da de tédtare métningarna resulterar
i en brusigare styrsignal, jaimfor figur 7 med figur 9, dir en simulering av
HPLC visas med samma métbrus. Om det visar sig att métbruset 4r mycket
storande i praktiken kan exempelvis métsignalen filtreras.

Diskussion

Det verkar som att det gar bra att anvidnda attiksyramétningarna for att
reglera feeden. Om NIR anvinds fungerar en enkel P regulator med hog
forstarkning bra om méitbruset inte dr for stort. I sa fall far en PI regulator
anvéndas istédllet. D4 méatningarna sker glesare som ifallet vid anvindning
av HPLC och nidsan verkar en PI regulator fungera tillfredstédllande, jamfor
i figur 10. Systemets formaga att klara av storningar och métbrus verkar
ocksa vara inom rimliga gréanser. Om en PI reglering inte visar sig tillrdcklig
i praktiken finns det manga sétt att forfina regleringen péa t. ex. genom att
mellan matningarna skatta en feedprofil med hjilp av en modell. En nackdel
med regleringen i de hir fallen som syns i figur 1, 2 och 3 dr att &dttiksyra-
koncentrationen A inte kan hallas pa referensvirdet 0.2 g/l i stationéritet.
Detta &r tydligt om man tittar pa sambandet

FGin
%= yx

som giller vid stationéritet. Om F regleras med en P regulator, F = K (A, —
A), som i figur 1 och ddrmed dr proportionell mot 4ttiksyrakoncentrationen
betyder detta att A méste minska for att halla g, konstant d& volymen V och
cellmassan X okar. I fallet med PI regleringen i figur 2 och 3 gor den laga
forstarkningen att F' inte okar tillrdckligt snabbt for att halla glukoskon-
centrationen G nira G*. Efter 5 H odling visas det i simuleringarna att
G borjar minska och ddrmed bérjar ocksé g, minska fran qg”t. Om forstark-
ningen okas i systemet blir det mindre stabilt. En forbattring vore att istéllet
reglera runt en feedprofil.

Sammanfattning

Det verkar fungera bra att styra feeden fran attiksyra métningar dven i
fallet med glesa métningar. Med en samplingstid pa 5 s fungerar en P regu-
lator bra om inte métbruset dr forstort, men da samplingstiden okar till 15
min behovs en PI regulator, troligen &ven reglering med en profil.
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Figur 5: Simulering av systemet med brus pa acetatmétningarna med en
standardavikelse pa 0.003 g/l. Samplingstiden h = 5 s och en P regula-
tor med K = 1 anvinds. Referensvirdet for #dttiksyran och G ar utsatta
streckade.
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Figur 6: En forstoring av en simulering av systemet med métbrus med en
standardavikelse pa 0.003 g/1. Overst visas acetatkoncentrationen adderad
med métbruset, A,, under visas den resulterande feeden F. Samplingstiden
h = 5 s och en P regulator med K = 1 anvéinds
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Figur 7: Simulering av systemet med brus pa acetatmétningarna med en
standardavikelse pa 0.03 g/l. Samplingstiden h = 5 s och en PI regulator
med K = 0.06 och Kh/T; = 0.0002 anviinds. Referensvérdet for éttiksyran
och G ar utsatta streckade.
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Figur 8: En forstoring av en simulering av systemet med métbrus med en
standardavikelse pa 0.03 g/1. Overst visas acetatkoncentrationen adderad
med métbruset, A,, under visas den resulterande feeden F. Samplingstiden
h = 5 s och en PI regulator med K = 0.06 och KA /T; = 0.0002 anvinds

14



2
S1
< L N\N_ _ _ _ _ _ ____
0 = =
0 5 10
0.1
<
~
= 0.05
R,
0
0 5 10
T 1000
£
> 500
0 5 10
Q 40 | J
Q 1"’ Ty |]1 LR | l[
20
0 5 10
E 0.02 —_ =N - - - - = -
]
0
0 5 10

Figur 9: Simulering av systemet med samplingstiden h = 15 min och en 15
min fordrojning. Bruset pa acetatmétningarna simulerades med en standar-
davikelse pa 0.03 g/1. En PI regulator med K = 0.06 och Ki/T; = 0.013
anvinds. Referensvirdet for dttiksyran och G% ar utsatta streckade.
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Figur 10: Jamforelse av systemen med samplingstiden 15 min. Streckad linje
utan fordrojning, heldragen med fordréjning pa 15 min.
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Symbol Virde Beskrivning

Gi, 660 g/1 glukos koncentrationen i feeden

H 14 0108 Henrys konstant

ks 0.01 g/1 mittningskonstanten for glukos upptaget

Ry 0.05 g/1 mittningskonstanten for acetat upptaget

o* 100% l6st syre 1 jimvikt

5™ | 0.2 g/gh | maximala specifika acetat konsumtionshastigheten

g9 1g/gh maximala specifika glukos upptagshastigheten
q;" | 0.63 g/gh kritiska glukos upptaget

gme 0.06 g/gh maintenance koefficient
qre | 0.35 g/gh maximala specifika syre upptagshastigheten
Yoq 0.55 g/g acetat/glukose utbyte

Yoo 0.55 g/g syre/acetat utbyte

Yoq 0.50 g/g syre/glukos utbyte for celltillvixt

Yom 1.07 g/g syre/glukos utbyte for maintenance

Yo 04g/g biomassa/éttiksyra utbyte

Yox 0.51g/g oxidativ biomassa/glukos utbyte

Y{Zz 0.15g/g fermentativ biomassa/glukos utbyte

Ve 41 arbetspunktensvolym (i stabilitetsanalysen)
Xe 10 g/1 arbetspunktenscellmassa (i stabilitetsanalysen)

Tabell 1: Parametrar i processmodellen och i stabilitetsanalysen

Referenser

[1] M. Akesson. Probing control of glucose feeding in Escherichia coli cul-
tivations. Phd thesis, Department of Automatic Control, Lund Institute
of Technology, Sweden, December 1999.

[2] B. Xu, M. Jahec, and S-O. Enfors. Modeling of overflow metabolism in
batch and fed-batch cultures of Escherichia coli. Biotechnology Progress,
15:81-90, 1999.

17



