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Simuleringar och analys av V. cholerae
odling där feeden styrs genom återkoppling

från ättiksyramätningar

Lena de Maré

26 mars 2002

Bakgrund

På Linköpings tekniska högskola har man tillgång till många olika sätt att
mäta ättiksyra i en bioreaktor. Utrustningen för att mäta ättiksyra består av
en NIR (near infrared spectroscopy) som mäter online och en samplingstid
på sekund nivå kan uppnås. HPLC (high-performance liquid chromatograp-
hy) finns det också tillgång till. Där räknar man med att ta prover var 15
min och att själva analysen tar ca 15 min. Näsan kan också användas och
där räknar man med en samplingshastighet på 15 min men med att själva
analysen sedan tar någon minut. Målet med denna rapport är att undersöka
genom simuleringar hur det skulle fungera att styra feeden in till reaktorn
med återkoppling från ättiksyra genom mätningar på de tre ovan nämda
sätten. Robusthet mot störningar och även systemets stabilitet har under-
sökts. Det verkar som att det går bra att använda ättiksyramätningarna för
att reglera feeden. Enligt simuleringar fungerar en enkel P regulator väl i
fallet med NIR om inte mätbruset är stort. I så fall krävs en PI regulator.
Då HPLC eller näsan används ser det ut att räcka med en PI regulator,
troligen behövs även reglering med en profil.

Resultat

Simuleringar i Simulink med återkoppling från styrning av feeden från ät-
tiksyra mätningar visas nedan. Modellen över bioreaktorn som använts be-
står av ekvationerna nedan. Massbalanser över reaktorn ger

dV
dt

= F

d(V G)
dt

= FGin − qn(G)V X
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d(VA)
dt

= qa(G, A)V X

d(V X )
dt

= µ(G, A)V X

dV Co

dt
= Kla(N)V (C∗

o − Co) − qo(G, A)V X

Henrys lag ger
O = HCo

Upptagsmekanismen för acetat modelleras med Monod kinetik och det po-
tentiella upptaget beskrivs med

qc,pot
a = qc,max

a
A

ka + A

Det specifika glukosupptaget modelleras också med Monod kinetik

qn(G) = qmax
n

G
ks + G

En del av glukosupptaget behövs för maintenance:

qm = min(qn, qmc)
Acetatproduktionen beskrivs med

qa = qp
a − qc

a

där qp
a är ättiksyraproduktionen och qc

a är ättiksyrakonsumtionen. Om qn <
qcrit
n gäller att

qp
a = 0

qc
a = min(qc,pot

a , (qmax
o − (qn − qm)Yon − qm Yom)/Yoa)

qo = (qn − qm)Yon + qmYom + qc
aYoa

µ = (qn − qm)Yox
xn + qc

aYxa

Motsvarande ekvationer då qn > qcrit
n är

qp
a = (qn − qcrit

n )Yan

qc
a = 0

qo = qmax
o = (qcrit

n − qm)Yon + qmYom

µ = (qcrit
n − qm)Yox

xn + (qn − qcrit
n )Y f e

xn

Ekvationerna är tagna ur [1]. Värdena på konstanterna under simuleringar-
na finns i tabell 1 och kommer från [1] och [2]. Det lösta syret antas regleras
med omröraren med hjälp av en PI regulator och börvärdet på löst syre i
reaktorn är satt till 30 %. Referensvärdet i ättiksyra Ar är satt till 0.2 g/l.
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Initialvärdet för ättiksyra koncentrationen är satt till 1.5 g/l i simulering-
arna, vilket ska motsvara någon mängd som produceras under batchfasen.
Initialvärdet för feeden är satt till 0.016 l/h, omrörarens startvärde är satt
till 300 RPM och bioreaktorns volym till 4 l och den initiala cellmassan ef-
ter batchfasen antas vara 4 g/l. Konstant acetatkonsumtion leder till att
qn = qcrit

n , vilket med konstanterna i tabell 1 motsvarar en glukoskoncent-
ration G = Gcrit = 0.017n/l.

Near Infrared Spectroscopy

Här antas en samplingstid på 5 s och att ingen tidsfördröjning sker. En P
regulator används och i det här fallet är K = 1 liter f eed literreaktormedie

timme nramacetat
. Simulering

av systemet visas i figur 1.

High Performance Liquid Chromatography

Här antas en samplingstid på 15 min och en tidsfördröjning på 15 min. En
stor sänkning i regulatorns förstärkning var tvungen för att behålla stabi-
liteten. Detta medförde ett stort stationärt fel och då detta inte är accep-
tabelt infördes en I del i regulatorn. Följande parameterar användes: K =
0.06 liter f eed literreaktormedie

timme nramacetat
och I = K h/Ti = 0.013. Simuleringen av systemet

visas i figur 2.

Näsan

Här antas en samplingstid på 15 min, men utan någon tidsfördröjning. Pa-
rametrarna i PI regulatorn är de samma som i fallet ovan. Simulering visas
i figur 3.

Säkerhetsnät

I simuleringarna finns det säkerhetsnät inlagda för att undvika anaeroba
betingelser genom att feeden ändras. Det finns också säkerhetsnät för att
undvika att feeden blir alltför låg.

Stabilitetsanalys

Systemets ekvationer linjäriserades runt en arbetspunkt som betecknas med
o för en inledande stabilitetsanalys. Värdena på V o och X o som använts finns
i tabell 1 och qo

n = qcrit
n . Bioreaktornsvolym och antalet celler antogs vara

konstanta i förhållande till resterande dynamik. Överföringsfunktionen från
F till A fås ur:

∆qn(s) = Kn
Tns+ 1

∆F(s)
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Figur 1: Simulering med samplingstiden h = 5 s och en P regulator med
förstärkningen 1 liter f eed literreaktormedie

timme nramacetat
användes för återkoppling av flödet och

ättiksyran mätningarna. A är ättiksyra koncentrationen, F är feeden, N är
omrörarhastigheten, DO är löst syre, G är glukoskoncentrationen i reaktorn,
V är volymen i bioreaktorn, X är cellkoncentrationen. Referensvärdet för
ättiksyran och Gcrit är utsatta streckade.
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Figur 2: Simulering av systemet med samplingstiden h = 15 min och en 15
min fördröjning. En PI regulator användes där K var 0.06 liter f eed literreaktormedie

timme nramacetat

och K h/Ti = 0.013. A är ättiksyra koncentrationen, F är feeden, N är om-
rörarhastigheten, DO är löst syre, G är glukoskoncentrationen i reaktorn,
V är volymen i bioreaktorn, X är cellkoncentrationen. Referensvärdet för
ättiksyran och Gcrit är utsatta streckade.
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Figur 3: Simulering av systemet med samplingstiden h = 15 min, men utan
fördröjning. En PI regulator användes där K var 0.06 liter f eed literreaktormedie

timme nramacetat
och

K h/Ti = 0.013. A är ättiksyra koncentrationen, F är feeden, N är omrörar-
hastigheten, DO är löst syre, G är glukoskoncentrationen i reaktorn, V är
volymen i bioreaktorn, X är cellkoncentrationen. Referensvärdet för ättiksy-
ran och Gcrit är utsatta streckade.
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∆A(s) = Ka

s
∆qn(s)

Där

Kn = Gin

V o X o � 17
nnlukos

l f eed nceller

Tn = (δ qn
δ G

X )−1 = ks

X o(qmaxn − qon)
(1+ qo

n
qmaxn − qon

) � 26 s

Ka = YonX o

Yoa
� 9

nacetat nceller

nnlukos lreaktormedie

Detta gäller om qmc < qn < qcrit
n och om qpot

a > qmax
o −(qn−qm)Yon−qmYom

Yoa
.

Om vi antar att vi befinner oss i detta område och att glukos dynamiken
är försumbar dvs att Tn = 0, blir det samplade systemet med zero - order -
hold:

∆A(q) = hKaKn
q− 1

∆F(q)

Med en proportionell återkoppling

∆F(k) = K (Ar − ∆A(k))

blir stabilitetskravet att K < 2
hKa Kn

. Alltså ska K väljas mindre än 10 då
samplingstiden är 5 s och K ska väljas mindre än 0.05 då samplingstiden är
15 min. Om glukosdynamiken inte försummas ges överföringsfunktionen av

∆A(q) = (q− φ22)γ 1 + φ12γ 2

(q− 1)(q− φ22) ∆F(q)

där
φ22 = e−h/Tn

φ12 = KaTn(1− e−h/Tn)
γ 1 = KaKn(h+ Tne−h/Tn − Tn)

γ 2 = Kn(1− e−h/Tn)

Med dessa beräkningar ska K väljas till mindre än 10 då h = 5 s och K ska
väljas till mindre än 0.06 då h = 15 min.

Med PI reglering ändras förhållandena något och

∆F(q) = K (1+ h
Ti(q− 1))∆A(q)
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Om vi också denna gång börjar med fallet att vi approximerar bort glukos-
dynamiken ska K < 0.05 för att systemet fortfarande ska vara stabilt då Ti

> 0.13 timmar och samplingstiden är 15 min. Om istället glukosdynamiken
tas med i beräkningarna blir motsvarande resultat att K < 0.06 då Ti > 0.15
timmar. Vi ser alltså att det går bra att approximera bort glukosdynamiken
för att få en uppskattning av valet på parametrar. Observera att dessa vär-
den bara säger något om när systemet är stabilt, för en bra reglering ligger
gränserna snävare.

Om qn > qcrit
n gäller istället att Ka = YanX o � 5.5 nacetat nceller

nnlukos lreaktormedie
. Att för-

stärkningen i systemet nästan halveras då qn > qcrit
n gör att det valda vär-

det på K = 0.06 i simuleringarna i figurerna 2 och 3 fungerar bra även om
systemet ligger nära stabilitetsgränsen enligt analysen ovan.
Om qpot

a < qomax−(qn−qm)Yon−qmYom

Yoa
ändras den närvarande ättiksyra koncentra-

tionen genom konsumtion enligt

dA
dt

= −qacmax
A

ka + A

Robusthet mot störningar

För att simulera störningar i processen ansattes en stegstörning i qcrit
n som

minskades med 22 %. Resultaten visas i figur 4. Samplingstiden för de två
systemen som visas i figuren är 15 min. Det ena systemet har 15 min tids-
fördröjning för att simulera HPLC mätningar medan det andra systemet
simulerar näsan utan tidsfördröjningar. Samma PI regulator som tidigare
har använts d.v.s. K = 0.06 och K h/Ti = 0.013. Som synes inträffar stör-
ningen vid t = 3 H och ger upphov till lite oscilleringar som dör ut. Systemet
utan tidsfördröjning klarar störningen bättre.

Effekter av mätbrus

I simuleringar är det tydligt att det är NIR som är mest känslig för mätbrus.
Ett exempel där mätbruset simulerades med standardavikelsen σ = 0.003
g/l visas i figur 5. Styrsignalen, feeden, blir för brusig och därmed påverkas
glukoskoncentrationen. I figur 6 visas en förstoring av de brusiga acetat-
mätningarna och den resulterande feeden. För att minska känsligheten för
mätbrus kan P regulatorn bytas ut till en PI regulator med samma K som
i fallen med HPLC och näsan. Däremot fick I delen ändras till K h/Ti =
0.0002 för att behålla stabiliteten. Systemet är nu mycket mindre bruskäns-
ligt då dess förstärkning har sänkts rejält. Systemet klarar nu av mätbrus
med standardavikelse σ = 0.03 g/l, se figur 7 och förstoringen i figur 8. Vid
jämförelse mellan figur 6 med figur 8 ser man att feeden är mindre påverkad
av mätbruset med standardavikelse på 0.03 g/l då PI reglering används än
av mätbruset med standardavikelse 0.003 g/l då P reglering sker. (Notera
skillnaden i skalan mellan de brusiga ättiksyramätningarna). Fortfarande
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Figur 4: Simulering av systemet med en minskning av qcrit
n med 22 % vid

t = 3H. Motsvarande kritiska glukoskoncentration visas streckad i grafen
längst ner. Heldraget visar systemet med tidsfördröjning och den streckade
linjen visar systemet utan tidsfördröjning. I båda fallen är samplingstiden
15 min. En PI regulator användes där K var 0.06 och K h/Ti = 0.013 i båda
fallen. Referensvärdet för ättiksyran är utsatt streckad i grafen längst upp.
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är dock NIR mest känslig för mätbrus då de tätare mätningarna resulterar
i en brusigare styrsignal, jämför figur 7 med figur 9, där en simulering av
HPLC visas med samma mätbrus. Om det visar sig att mätbruset är mycket
störande i praktiken kan exempelvis mätsignalen filtreras.

Diskussion

Det verkar som att det går bra att använda ättiksyramätningarna för att
reglera feeden. Om NIR används fungerar en enkel P regulator med hög
förstärkning bra om mätbruset inte är för stort. I så fall får en PI regulator
användas istället. Då mätningarna sker glesare som ifallet vid användning
av HPLC och näsan verkar en PI regulator fungera tillfredställande, jämför
i figur 10. Systemets förmåga att klara av störningar och mätbrus verkar
också vara inom rimliga gränser. Om en PI reglering inte visar sig tillräcklig
i praktiken finns det många sätt att förfina regleringen på t. ex. genom att
mellan mätningarna skatta en feedprofil med hjälp av en modell. En nackdel
med regleringen i de här fallen som syns i figur 1, 2 och 3 är att ättiksyra-
koncentrationen A inte kan hållas på referensvärdet 0.2 g/l i stationäritet.
Detta är tydligt om man tittar på sambandet

qn = FGin

V X

som gäller vid stationäritet. Om F regleras med en P regulator, F = K (Ar−
A), som i figur 1 och därmed är proportionell mot ättiksyrakoncentrationen
betyder detta att A måste minska för att hålla qn konstant då volymen V och
cellmassan X ökar. I fallet med PI regleringen i figur 2 och 3 gör den låga
förstärkningen att F inte ökar tillräckligt snabbt för att hålla glukoskon-
centrationen G nära Gcrit. Efter 5 H odling visas det i simuleringarna att
G börjar minska och därmed börjar också qn minska från qcrit

n . Om förstärk-
ningen ökas i systemet blir det mindre stabilt. En förbättring vore att istället
reglera runt en feedprofil.

Sammanfattning

Det verkar fungera bra att styra feeden från ättiksyra mätningar även i
fallet med glesa mätningar. Med en samplingstid på 5 s fungerar en P regu-
lator bra om inte mätbruset är förstort, men då samplingstiden ökar till 15
min behövs en PI regulator, troligen även reglering med en profil.
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Figur 5: Simulering av systemet med brus på acetatmätningarna med en
standardavikelse på 0.003 g/l. Samplingstiden h = 5 s och en P regula-
tor med K = 1 används. Referensvärdet för ättiksyran och Gcrit är utsatta
streckade.
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Figur 6: En förstoring av en simulering av systemet med mätbrus med en
standardavikelse på 0.003 g/l. Överst visas acetatkoncentrationen adderad
med mätbruset, Ap, under visas den resulterande feeden F. Samplingstiden
h = 5 s och en P regulator med K = 1 används
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Figur 7: Simulering av systemet med brus på acetatmätningarna med en
standardavikelse på 0.03 g/l. Samplingstiden h = 5 s och en PI regulator
med K = 0.06 och K h/Ti = 0.0002 används. Referensvärdet för ättiksyran
och Gcrit är utsatta streckade.

13



2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
0

0.05

0.1

0.15

0.2

2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

A
p
[n
/l
]

F
[l/

h
]

Tid [H]

Figur 8: En förstoring av en simulering av systemet med mätbrus med en
standardavikelse på 0.03 g/l. Överst visas acetatkoncentrationen adderad
med mätbruset, Ap, under visas den resulterande feeden F. Samplingstiden
h = 5 s och en PI regulator med K = 0.06 och K h/Ti = 0.0002 används
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Figur 9: Simulering av systemet med samplingstiden h = 15 min och en 15
min fördröjning. Bruset på acetatmätningarna simulerades med en standar-
davikelse på 0.03 g/l. En PI regulator med K = 0.06 och K h/Ti = 0.013
används. Referensvärdet för ättiksyran och Gcrit är utsatta streckade.
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Figur 10: Jämförelse av systemen med samplingstiden 15 min. Streckad linje
utan fördröjning, heldragen med fördröjning på 15 min.
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Symbol Värde Beskrivning

Gin 660 g/l glukos koncentrationen i feeden
H 14 ∗ 103 Henrys konstant
ks 0.01 g/l mättningskonstanten för glukos upptaget
ka 0.05 g/l mättningskonstanten för acetat upptaget
O∗ 100% löst syre i jämvikt

qc,max
a 0.2 g/gh maximala specifika acetat konsumtionshastigheten
qmax
n 1 g/gh maximala specifika glukos upptagshastigheten

qcrit
n 0.63 g/gh kritiska glukos upptaget

qmc 0.06 g/gh maintenance koefficient
qmax

o 0.35 g/gh maximala specifika syre upptagshastigheten
Yan 0.55 g/g acetat/glukose utbyte
Yoa 0.55 g/g syre/acetat utbyte
Yon 0.50 g/g syre/glukos utbyte för celltillväxt
Yom 1.07 g/g syre/glukos utbyte för maintenance
Yxa 0.4 g/g biomassa/ättiksyra utbyte
Yox

xn 0.51 g/g oxidativ biomassa/glukos utbyte
Y f e

xn 0.15 g/g fermentativ biomassa/glukos utbyte
V o 4 l arbetspunktensvolym (i stabilitetsanalysen)
X o 10 g/l arbetspunktenscellmassa (i stabilitetsanalysen)

Tabell 1: Parametrar i processmodellen och i stabilitetsanalysen
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