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4. Wskazanie osiggniecia, o ktérym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6z. zm.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Moim osiggnieciem, bedgcym podstawg do ubiegania sie o stopien naukowy doktora

habilitowanego jest cykl 9 publikacji naukowych (oryginalne prace twércze),

powigzanych tematycznie i ujetych pod wspdélnym tytutem:

.Projektowanie, analiza, symulacje i optymalizacja proceséw bioreaktorowych

z pulsacyjnym dozowaniem substratu”

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe, o ktérym mowa
w art. 16 ust. 2 ustawy (wg roku wydania)

1.

Kasperski A., Kasperska R. (2018), Bioenergetics of life, disease and death
phenomena, Theory in Biosciences, Vol. 137, 155-168.
(JCR, IF57 = 1.552, MNiSW = 25, autor korespondencyjny)

. Kasperski A., Sun K., Tian Y. (2016), New Approach to Control of the Dissolved

Oxygen Concentration in a Biomass-Driven Self-Cycling Biochemical Process,
Chemical Engineering Communications, Vol. 203, no 1, 75-93.

(JCR, IFz016 = 1.297, MNiSW = 20 pkt.)

Sun K., Kasperski A., Tian Y. (2014), Studies on generalized kinetic model and
Pareto optimization of a product-driven self-cycling bioprocess, Bioprocess and
Biosystems Engineering, Vol. 37, 1971-1987.

(JCR, IF2014 = 1.997, MNiSW = 25 pkt.)

. Sun K., Kasperski A., Tian Y., Chen L. (2011), Modelling of the Corynebacterium

glutamicum biosynthesis under aerobic fermentation conditions, Chemical
Engineering Science, Vol. 66, no 18, 4101-4110.

(JCR, IF511 = 2.431, MNISW = 35 pkt., autor korespondencyjny)

Tian Y., Kasperski A., Sun K., Chen L. (2011), Theoretical approach to modelling
and analysis of the bioprocess with product inhibition and impulse effect,
BioSystems, Vol. 104, no 2-3, 77-86.

(JCR, IF51 = 1.784, MNISW = 25 pkt., autor korespondencyjny)

Sun K., Kasperski A., Tian Y., Chen L. (2011), Modelling and optimization of
a continuous stirred tank reactor with feedback control and pulse feeding, Chemical
Engineering and Processing: Process Intensification, Vol. 50, no 7, 675-686.

(JCR, IF511 = 1.924, MNiSW = 30 pkt., autor korespondencyjny)
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7. Tian Y., Chen L., Kasperski A. (2010), Modelling and simulation of a continuous
process with feedback control and pulse feeding, Computers and Chemical
Engineering, Vol. 34, 976-984.

(JCR, IF2010 = 2.072, MNiSW = 32 pkt.)

8. Kasperski A., Miskiewicz T. (2008), Optimization of pulsed feeding in a Baker's
yeast process with dissolved oxygen concentration as a control parameter,
Biochemical Engineering Journal, Vol. 40, no 2, 321-327.

(JCR, IF,0g = 1.889, MNiSW = 24 pkt., autor korespondencyjny)

9. Kasperski A. (2008), Modelling of cells bioenergetics, Acta Biotheoretica, Vol. 56,
no 3, 233-247.

(JCR, IF50s = 0.735, MNiSW = 15 pkt., autor korespondencyjny)

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

4.3.1. Cel badan i hipoteza badawcza

Giéwnym celem prac, stanowigcych moje osiagniecie habilitacyjne, bylo
zaprojektowanie oraz wykonanie analiz i symulacji proceséw bioreaktorowych
z pulsacyjnym dozowaniem substratu, w szczegdlnosci okreslenie warunkéw
stabilnosci tych proceséw oraz ustalenie warunkéw intensyfikacji produktywnosci

biomasy oraz minimalizacji strat substratu.

W zwigzku z powyzszym postawiono nastepujgce hipotezy badawcze:

H1. Zaprojektowanie oraz analize nowej technologii bioreaktorowej moze utatwic
okreslenie uniwersalnego sposobu interpretacji zjawisk i efektow bioenergetycznych.
Zjawiska i efekty bioenergetyczne, wystepujgce w trakcie procesu bioreaktorowego
(w tym procesu z pulsacyjnym dozowaniem substratu), mogg by¢ interpretowane
w uniwersalny sposob na podstawie zmian poziomu wewnatrz-mitochondrialnego
NADH (mtNADH).

H2. W chemostacie z pulsacyjnym dozowaniem substratu i pulsacyjnym usuwaniem
medium bioreaktorowego istniejg takie warunki, w ktérych okres oscylacji stezenia
biomasy jest staty i stabilny. Zastosowanie tego typu chemostatu eliminuje wptyw
niepozadanego zjawiska wystepowania samoistnych oscylacji na proces, co utatwia
wykonanie analiz, w tym optymalizacje procesu.

H3. Produktywnos¢ biomasy oraz strata substratu w chemostacie z pulsacyjnym
dozowaniem substratu i pulsacyjnym usuwaniem medium bioreaktorowego zalezg od

ilosci medium, jaka jest usuwana z bioreaktora podczas kazdego impulsu, oraz od
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H4.

stezenia dozowanego substratu. Umozliwia to okreslenie rozwigzan Pareto-
optymalnych dla tego procesu.

W chemostacie z pulsacyjnym dozowaniem substratu i pulsacyjnym usuwaniem
medium bioreaktorowego poprzez odpowiednie ustalenie stezenia dozowanego
substratu oraz wartosci zadanej stezenia biomasy mozliwe jest zapewnienie
optymalnego dla wzrostu komoérek poziomu stezenia tlenu rozpuszczonego

w medium bioreaktorowym.

W ramach weryfikacji poszczegdlnych hipotez:

Ad.

Ad.

Ad.

H1

Opracowano metode pozwalajgcg na uniwersalng interpretacje efektow
bioenergetycznych (m.in. efektéw Pasteura, Crabtree, glukozowego, Kluyvera), ktore
mogg wystapi¢ podczas proceséw bioreaktorowych, w tym proceséw z pulsacyjnym
dozowaniem substratu. Metode opracowano na podstawie przeprowadzonych
proceséw fed-batch z pulsacyjnym dozowaniem substratu, w ktérych dazono do
maksymalizacji wydajnosci biomasy i maksymalizacji wtasciwej szybkosci wzrostu

drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae.

H2

Opracowano systemy chemostatow 2z pulsacyjnym dozowaniem substratu
i pulsacyjnym usuwaniem medium bioreaktorowego oraz opracowano modele
matematyczne tych proceséw. Przedstawiono metody analizy proceséw, w tym
okreslenia warunkéw wystepowania oscylacji periodycznych oraz sposoby
przeprowadzenia optymalizacji. Sprawdzono stabilnosé réznych typdw procesdw oraz
przeprowadzono symulacje proceséw wskazujgc na wybrane aspekty przebiegu tych

procesow.

H3

Przedstawiono sposob okreslenia rozwigzan optymalnych w sensie Pareto
w chemostacie z pulsacyjnym dozowaniem substratu i pulsacyjnym usuwaniem
medium bioreaktorowego. Optymalizacje wielokryterialng przeprowadzono dla
procesu biosyntezy Corynebacterium glutamicum uzyskujgc dla tego procesu brzeg
rozwigzan Pareto-optymalnych. Pokazano, ze dla tego procesu maksymalizacja

produktywnosci biomasy oraz minimalizacja strat substratu stanowig cele konfliktowe.
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Ad. H4
Okreslono metode zapewniajgcg dobre warunki tlenowe w chemostacie
Z pulsacyjnym dozowaniem substratu i pulsacyjnym usuwaniem medium
bioreaktorowego poprzez monitoring stezenia substratu oraz ograniczenie stezenia
biomasy. Przedstawiono zastosowanie opracowanej metody w procesach produkciji
biomasy Acinetobacter calcoaceticus oraz Saccharomyces cerevisiae.

4.3.2. Charakterystyka osiggnigcia naukowego

Prace naukowe wskazane jako osiggniecie naukowe dotyczg badan nad opracowaniem
nowych procesow bioreaktorowych z pulsacyjnym dozowaniem substratu ze wskazaniem
sposobow analiz zjawisk i efektéw bioenergetycznych, ktére mogg wystgpi¢ podczas
proceséw oraz badania stabilnosci, optymalizacji, symulacji tych proceséw. Przeprowadzone
badania charakteryzuje interdyscyplinarnos¢, w zakresie od modelowania efektow
bioenergetycznych, systemoéw bioreaktorowych oraz celdw procesowych, poprzez
komputerowo wspomagane analizy i symulacje zaprojektowanych proceséw, po badania
doswiadczalne.

Procesy bioreaktorowe sg zazwyczaj realizowane jako procesy okresowe (ang. batch),
procesy okresowe z zasilaniem (ang. fed-batch) i procesy ciggte (ang. continuous). Procesy
okresowe nalezg do najprostszych i najtatwiejszych do zaprojektowania i przeprowadzenia.
Procesy okresowe 2z zasilaniem zapewniajg miedzy innymi wiekszg elastycznosé
prowadzenia procesu, w tym mozliwos¢ kontrolowania stezenia substratu w medium
hodowlanym. W procesach ciggtych nastepuje zaréwno dozowanie substratu do bioreaktora,
jaki i usuwanie medium z bioreaktora. Szczegd6ing odmiang procesu ciggtego jest chemostat,
w ktérym szybkoSci dozowania substratu i usuwania medium bioreaktorowego sg sobie
rbwne, co zapewnia stalg objetos¢ hodowli. Zaletg proceséw ciggtych w stosunku do
okresowych i okresowych z zasilaniem jest mozliwos¢ uzyskiwania wyzszych produktywnosci
biomasy. Zaletg procesdéw ciaggtych jest takze ich przebieg w ustalonych warunkach, co
sprawia, ze procesy te mogg by¢ bardziej efektywne (ij. bliskie optymalnym) oraz tatwiejsze
w opracowaniu automatycznej regulacji. W procesach ciggtych populacja mikroorganizméw
i produkty metabolizmu sg bardziej jednorodne, bardziej rownomierne jest tez zuzycie wody
i odprowadzanie $ciekdéw. Ponadto, w procesach ciggtych nakfady pracy na opréznianie,
mycie i sterylizacje aparatury (w tym bioreaktora) sg mniejsze. Ze wzgledu na swoje zalety
w przedstawionych pracach zajmowatem sie procesami ciaglymi i okresowymi
z zasilaniem.

Chemostat stanowi typ szeroko stosowanego w przemysle i nauce procesu ciggtego.

Chemostat moze by¢ realizowany jako bioproces z ciggtym dozowaniem substratu, w ktérym
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szybko$¢ doptywu substratu do bioreaktora oraz szybko$¢ usuwania medium
bioreaktorowego sg takie same i réwne szybkosci rozcienczania (D). Poprzez zwiekszanie
szybkosci rozciehAczania mozna dagzyé do maksymalizacji produktywnosci biomasy,
pod warunkiem, Zze szybkosC rozcienczania nie przekroczy szybkosci krytycznej.
Przekroczenie szybkosci krytycznej powoduje, ze szybkos¢ usuwania biomasy z bioreaktora
przewyzsza szybkos¢ jej powstawania. W takich warunkach istnieje ryzyko usuniecia
nadmiernej ilosci lub catej biomasy z bioreaktora.

Chemostat moze by¢ réwniez realizowany jako bioproces z pulsacyjnym dozowaniem
substratu oraz z pulsacyjnym usuwaniem czesci medium bioreaktorowego (tj. chemostat
Z pulsacyjnym dozowaniem substratu). W takim procesie objetos¢ dozowanej porcji substratu
musi by¢ réwna objetoSci medium bioreaktorowego usuwanego w czasie impulsu.
Chemostat z pulsacyjnym dozowaniem substratu moze by¢ realizowany jako proces zalezny
od stanu (ang. state-dependent process) oraz proces z periodycznym, zaleznym od czasu,
dozowaniem substratu i usuwaniem czesci medium bioreaktorowego (ang. time-dependent
process). Czas pomiedzy kolejnymi  impulsami  doprowadzajgcymi  substrat
i odprowadzajgcymi cze$¢ medium z bioreaktora okreslany jest w pracy jako okres oscylacji
(T). W procesie zaleznym od stanu kolejne impulsy mogg nastepowac na przyktad gdy
a) stezenie biomasy przekroczy przyjeta wartos¢ zadang (ang. biomass-driven bioprocess),
b) stezenie substratu spadnie ponizej wartosci przyjetej jako minimalna (ang. substrate-
driven bioprocess), c) stezenie tlenu rozpuszczonego (ang. dissolved oxygen concentration,
DOC) spadnie ponizej wartosci zadanej (ang. DOC-driven bioprocess), d) stezenie produktu
przekroczy przyjetg wartos¢ zadang (ang. product-driven bioprocess). Uzyskanie wysokich
wiasciwych szybkosci wzrostu, wydajnosci biomasy, produktywnosci biomasy wymaga
prowadzenia bioprocesu w odpowiednich warunkach s$rodowiskowych oraz dozowania
substratu w sposob zapewniajgcy jego maksymalng asymilacje przez komorki oraz
przemiane w biomase. Pulsacyjne dozowanie substratu pozwala na monitorowanie
bioprocesu w sposéb ciggty. Na podstawie dynamiki zmian okresu oscylacji oraz minimalnej
wartosci stezenia tlenu rozpuszczonego podczas tego okresu (DOC.,,), mozna okresli¢
aktywnos¢ oddechowg komorek oraz typ metabolizmu, jaki wystgpit w wyniku kolejnych
dozowan. Na przyktad, jezeli w wyniku ostatniego dozowania minimalna wartos¢ stezenia
tlenu rozpuszczonego (DOC,,) ulegta:

a) zmniejszeniu (tj. DOC., |) oraz okres oscylacji ulegt zmniejszeniu (ij. T |), to nastgpit

wzrost aktywnosci oddechowej komorek,

b) zwigkszeniu (tj. DOC.,, 1) oraz okres oscylacji ulegt zwiekszeniu (T 1), to nastgpito

zmniejszenie aktywnosci oddechowej komorek,

c) zwiekszeniu (tj. DOCy, 1) oraz T |, to nastgpita fermentacja tlenowa w wyniku

zadozowania wiekszej porcji (lub nastgpito zmniejszenie wielkosci porcji),
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d) zmniejszeniu (tj. DOC.,, |) oraz T 1, to mogta nastgpi¢ asymilacja nadmiaru substratu.
Ponadto aktywnosé oddechowg komérek mozna okresli¢ na podstawie szybkosci zmian
DOC po zadozowaniu kolejnej porcji substratu, tj. dynamiki zbocza opadajgcego podczas
oscylacji DOC. W chemostacie z pulsacyjnym dozowaniem substratu, dla odpowiednio duzej
czestotliwosci impulsow (w stosunku do wewnatrzkomorkowych procesow metabolicznych),
przeptyw medium przez bioreaktor moze by¢ traktowany jako praktycznie ciggty, bedac
w rzeczywistosci przeptywem pulsacyjnym. W chemostacie z periodycznym, zaleznym od
czasu dozowaniem substratu i usuwaniem czesci medium bioreaktorowego, kolejne impulsy
nastepujg co pewien okreslony czas. Czas ten moze by¢ rowniez okreslony dla chemostatu
zaleznego od stanu w warunkach jego stabilnosci. W pracy pokazano, ze poprzez okreslenie
okresu oscylacji dla tego procesu mozliwe jest przejscie na sterowanie z periodycznym,
zaleznym od czasu, dozowaniem substratu i usuwaniem czesci medium bioreaktorowego, co
upraszcza procedure sterowania oraz pozwala na stosunkowo tatwe monitorowanie
bioprocesu.

Chemostat moze by¢ takze zrealizowany jako proces z pulsacyjno-ciggtym dozowaniem
substratu oraz z pulsacyjno-cigglym odprowadzaniem medium bioreaktorowego (chemostat
Z pulsacyjno-cigglym dozowaniem substratu). |deg zastosowania takiego bioprocesu jest
dagzenie do maksymalizacji wtasciwej szybkosci wzrostu i produktywnosci biomasy poprzez
m.in. stopniowe zwigkszanie szybkosci rozcienczania zwigzanej z ciggtym przeptywem
medium przez bioreaktor oraz dgzenie do uzyskania wysokiej wydajnosci biomasy poprzez
odpowiedni dobor parametrow dozowania pulsacyjnego.

Zrozumienie charakterystyki wzrostu biomasy odgrywa kluczowg role podczas
opracowywania nowych technologii bioreaktorowych. Istnieje wiele modeli opisujgcych
szybko$¢ wzrostu biomasy, m.in. modele Monoda, Tessiera, Mosera, Contois i Andrewsa.
Modele te stuzg do okreslenia kinetyki bioprocesu wyrazonej wtasciwg szybkoscig wzrostu
biomasy. W analizach literaturowych czesto przyjmuje sie, ze wydajno$é biomasy jest stata
podczas bioprocesu. W rzeczywisto$ci w chemostacie z cigglym dozowaniem substratu
i cigglym usuwaniem medium bioreaktorowego mogg wystgpi¢ naturalne samoistne
oscylacje, m.in. oscylacje stezenia biomasy oraz substratu w medium bioreaktorowym.
Przyjecie statej wartosci wydajnosci biomasy uniemozliwia wyttumaczenie zjawiska
wystepowania tych oscylacji. Wystepowanie samoistnych oscylacji jest naturalng, lecz
niepozadang cechg chemostatu. Okres samoistnych oscylacji oraz amplituda zmian stezenia
substratu i biomasy w duzej mierze zalezg m.in. od stezenia dozowanego substratu.
Wprowadzenie sprzezenia zwrotnego moze ostabi¢c lub wyeliminowa¢ te oscylacje.
Wystepowanie samoistnych oscylacji moze by¢ wyjasnione poprzez przyjecie formuty
uzalezniajgcej wydajnos¢ biomasy od stezenia substratu. W procesie, charakterystyka

pojawiajgcych sie samoistnych oscylacji zalezy od rzeczywistej zaleznosci wydajnosci
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biomasy od stezenia substratu. Z tego powodu w literaturze podawane sg rézne formuty
opisujgce zaleznosé wydajnosci biomasy od stezenia substratu. W niniejszej pracy analizy
chemostatu z pulsacyjnym oraz pulsacyjno-ciggtym dozowaniem substratu przeprowadzono
przyjmujgc liniowe i sigmoidalne (w tym autorskie) zaleznosci wydajnosci biomasy od
stezenia substratu.

Wystepowanie oscylacji (m.in. oscylacji stezenia biomasy i substratu) w chemostacie
z pulsacyjnym (oraz pulsacyjno-ciggtym) dozowaniem substratu jest naturalng cechg tego
bioprocesu. W przeciwienstwie do naturalnych samoistnych oscylacji wystepujgcych
w chemostacie, pulsacyjne dozowanie substratu i pulsacyjne usuwanie medium
bioreaktorowego umozliwia zapewnienie Scistej kontroli oscylacji (staty i stabilny okres
oscylacji, state amplitudy zmian stezenia substratu, biomasy i DOC). Przed wdrozeniem
produkcyjnym technologii bioreaktorowej, niezbedne jest okreslenie stabilnosci
opracowanego bioprocesu. Sprawdzenie stabilnosci procesu polega na sprawdzeniu wptywu
matych zmian warunkéw prowadzenia procesu na jego zachowanie. Stabilnos¢ procesu
bioreaktorowego mozne by¢ okreslona np. poprzez sprawdzenie wptywu matych zmian
stezenia substratu lub stezenia biomasy na przebieg procesu. W przypadku stabilnego
procesu, po wystgpieniu zewnetrznych zaburzeh powodujgcych chwilowe zmiany stezenia
substratu lub stezenia biomasy (zwigzanych np. z nierdbwnomiernym dozowaniem substratu
i usuwaniem medium bioreaktorowego przez pompy, nierdbwnomiernym mieszaniem,
napowietrzaniem), proces automatycznie powraca do stanu sprzed wystgpienia tych
zaburzeh z takim samym okresem oscylacji stezenia biomasy i stezenia substratu, jak przed
wystgpieniem zaburzen. W pracy pokazano sposob zastosowania kryterium Poincare'go
(ang. analogue of Poincare’ Criterion) do okre$lenia stabilno$ci chemostatéw z pulsacyjnym
dozowaniem substratu. Kryterium to umozliwia sprawdzenie orbitalnie asymptotycznej
stabilnosci (ang. orbital asymptotic stability) okresu oscylacji, tj. sprawdzenie, czy okres
oscylacji biomasy, substratu, DOC jest orbitalnie asymptotycznie stabilny.

Jednym z celdw pracy jest optymalizacja proceséw bioreaktorowych z pulsacyjnym
dozowaniem substratu. Przeprowadzenie optymalizacji wymaga okreslenia odpowiedniej
funkcji celu oraz ustalenia takiego sposobu prowadzenia procesu, ktory umozliwia
odpowiednio maksymalizacje lub minimalizacje tej funkcji. Zapewnienie optymalnych
warunkéw Srodowiskowych, tj. optymalnych wartosci pH, temperatury, stezenia tlenu
rozpuszczonego jest wazne dla realizacji celu bioprocesu, tj. maksymalizacji badz
minimalizacji wartosci wskaznikéw informujgcych o efektywnosci bioprocesu. W procesach
bioreaktorowych wskaznikami, ktore wymagajg optymalizacji mogg by¢ np. wiasciwa
szybkos¢ wzrostu biomasy (u), wydajnos¢ biomasy (Yys), produktywnosé biomasy, koszt
produkcji zwigzany ze stratami substratu i inne. W pracy przeprowadzono zaréwno

optymalizacje jednokryterialng, jak i wielokryterialng dla wybranych procesow. Podczas
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optymalizacji jednokryterialnej tylko jedno wybrane kryterium jest brane pod uwage, np.
maksymalizacja produktywnosci biomasy Ilub minimalizacja strat substratu. Podczas
optymalizacji wielokryterialnej pod uwage jest branych réwnoczeénie kilka kryteridw, np.
jednoczesna maksymalizacja produktywnosci biomasy i minimalizacja strat substratu.
W pracy zostato pokazane w jaki sposdb w optymalizacji wielokryterialnej procesow
bioreaktorowych mozna zastosowacC kryterium Pareto (kryterium wagowe) stuzgce do
okreslenia rozwigzan Pareto-optymalnych.

Umiejetnos¢é interpretacji przyczyn wystepowania efektow  bioenergetycznych
wystepujacych podczas procesdéw bioreaktorowych jest niezbedna podczas projektowania
nowych technologii. Ze wzgledu na duzg dynamike zmian (np. stezenia substratu, stezenia
biomasy, stezenia tlenu rozpuszczonego) procesy z pulsacyjnym dozowaniem substratu
wymagajg prawidtowej interpretacji zjawisk i efektow wystepujacych podczas ich
prowadzenia. Mozliwos¢ pojawienia sie kazdego z efektéw wynika z olbrzymiej ztozonosci
oraz potencjatu szlakéw metabolicznych komérek. Efekt Pasteura okresla szybkosé
metabolizmu w zaleznosci od warunkéw tlenowych. Efekt ten polega na inhibicji fermentac;ji
podczas zwiekszania stezenia tlenu. Oddychanie tlenowe zapewnia wiekszy zysk
energetyczny, powodujgc uzyskiwanie wiekszej ilosci ATP z tej samej ilosci substratu.
W takich warunkach mniejsza iloSC substratu jest wystarczajgca do zaspokojenia potrzeb
energetycznych komorek. W rezultacie poprawa warunkow tlenowych powoduje
zmniejszenie szybkosci przyswajania substratu przez komorki. Pogorszenie warunkow
tlenowych powoduje stymulacje fermentacji, co powoduje zmniejszenie zysku
energetycznego z przyswojonego przez komoérki substratu. W takich warunkach wieksza
ilos¢ substratu jest konieczna do zaspokojenia potrzeb energetycznych komorek.
W rezultacie pogorszenie warunkdéw tlenowych powoduje zwiekszenie szybkoSci
przyswajania substratu przez komorki. Efekt Crabtree, ktdry czesto pojawia sie podczas
proceséw bioreaktorowych, polega na wystepowaniu zjawiska fermentacji nawet przy
zapewnieniu dobrych warunkow tlenowych. Fermentacja wystepujgca w dobrych warunkach
tlenowych okreslana jest jako fermentacja tlenowa. Wystepowanie tlenowej fermentaciji
zmniejsza ilos¢ generowanego ATP z czagsteczki przyswojonego substratu. W wyniku
wystepowania efektu Crabtree nastepuje zmniejszenie wydajno$ci biomasy oraz moze dojs$¢
do zmniejszenia wiasciwej szybkosci wzrostu oraz w rezultacie zmniejszenia produktywnosci
biomasy. Gdy gtéwnym celem podczas tworzenia nowej technologii jest uzyskanie wysokiej
produktywnosci biomasy, nalezy zapewni¢ odpowiednio wysokie stezenie substratu
w dobrych warunkach tlenowych. Wzrost stezenia substratu moze doprowadzi¢ do
nadmiernego wzrostu stezenia pirogronianu i spowodowa¢ fermentacje, tzn. zbyt wysokie
stezenie substratu moze spowodowac wystagpienie efektu Crabtree. Wystepujgca w takich

warunkach fermentacja ma na celu restytucje NAD koniecznego do zachodzenia glikolizy.
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Efekt glukozowy wystepuje, gdy w sktad pozywki hodowlanej wchodzg rézne zrodta wegla
i energii. W takim przypadku glukoza przyswajana jest jako pierwsza. Inne zwigzki (np.
galaktoza, maltoza, etanol) przyswajane sg dopiero po przyswojeniu glukozy. Efekt
Kluyvera méwi, ze tlenowa fermentacja moze wystgpic¢, gdy glukoza stanowi zrédto wegla
i energii, jednak nie wystepuje dla innych cukréw (np. galaktozy, maltozy). Ponadto podczas
procesu bioreaktorowego mogg wystgpi¢ inne efekty i zjawiska, przy czym dagzenie do
stworzenia uniwersalnego modelu ich wystepowania jest przedmiotem badan naukowcow.
W niniejszej pracy opracowano i przedstawiono nowag koncepcje umozliwiajgca
uniwersalng integracje przyczyn wystepowania efektéw bioenergetycznych, z mysig
o ufatwieniu zarowno projektowania nowych technologii, jak i wykonywania analiz, w tym
optymalizaciji juz istniejgcych bioprocesow.

Publikacje [1] —[9]

4.3.3. Omoéwienie wynikow

Poszczegodlne etapy realizacji pracy polegaty na projektowaniu nowych procesow
bioreaktorowych stuzgcych gtéwnie do produkcji biomasy. Prace rozpoczeto od
zaprojektowania i analizy procesu fed-batch z pulsacyjnym dozowaniem substratu,
tj. procesu okresowego z pulsacyjnym zasilaniem. Nastepnie projektowano i analizowano
procesy ciggte z pulsacyjnym dozowaniem substratu oraz z pulsacyjnym usuwaniem czesci
medium bioreaktorowego. W kolejnych etapach realizacji pracy wskazywano na mozliwosci
rozbudowy systemu poprzez dodawanie nowych funkcjonalnoéci. Systemy opisywano za
pomocg uktadu rownan rozniczkowych przedstawiajgcych dynamike proceséw oraz
wykonywano analizy m.in. okresu oscylacji stezenia biomasy, stezenia substratu oraz
stezenia tlenu rozpuszczonego (DOC). Okres$lano takze warunki wystepowania i stabilnosci
tych oscylacji. Ponadto zaproponowano autorskie funkcje celéw stuzgce do wykonania jedno
i wielokryterialnej optymalizacji. Stopniowe unowocze$nianie sposobdéw optymalizacji
pozwolito na okreslenie frontu Pareto dla optymalizacji chemostatu z pulsacyjnym
dozowaniem substratu. Przedstawione w pracach symulacje procesow oraz dwu
i tréjwymiarowe wykresy stuzg do zaprezentowania wybranych aspektow przebiegu

procesOw oraz pokazania wptywu poszczegolnych parametrow na uzyskiwane wyniki.

Ad. H1

W czasie proceséw bioreaktorowych moze wystgpi¢ szereg efektédw bioenergetycznych,
ktorych znajomosc¢ oraz umiejetnos¢ przewidywania skutkow ich wystgpienia jest niezbedna
do ustalenia prawidlowego algorytmu sterownia procesem. W pracy podjeto probe

wyjasnienia przyczyn wystepowania efektdow bioenergetycznych (m.in. efektéw Pasteura,
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Crabtree, glukozowego, Kluyvera) i mozliwosci interpretacji skutkow ich wystepowania,
przede wszystkim podczas procesow bioreaktorowych z pulsacyjnym dozowaniem substratu.
W pracy przedstawiono nowg koncepcje, wedtug ktérej poziom wewngtrz-mitochondrialnego
NADH (mtNADH) decyduje o tym, czy komorka uzyskuje ATP na drodze fosforylacji
oksydacyjnej, czy tez fosforylacji na poziomie substratowym. Pokazano, Zze
z wykorzystaniem tej koncepcji mozliwe jest uniwersalne interpretowanie wystepujacych
podczas procesow bioreaktorowych zjawisk i efektéw bioenergetycznych, co utatwia
okreslenie przyczyn i przewidywanie skutkow wystgpienia tych zjawisk i efektow, co
w rezultacie utatwia sterowanie procesami.

Wyniki: Cel pracy realizowano przeprowadzajgc serie proceséw fed-batch z pulsacyjnym
dozowaniem substratu, dgzgc do rownoczesnej maksymalizacji wtasciwej szybkosci wzrostu
i maksymalizacji wydajnosci biomasy. Procesy fed-batch z pulsacyjnym dozowaniem
substratu cechujg sie bardzo duzg dynamikg zmian, m.in. stezenia substratu stezenia
biomasy oraz stezenia tlenu rozpuszczonego, co umozliwia ciggte monitorowanie oraz
analize stanu fizjologicznego komorek. W pracy stwierdzono, ze rdéwnoczesna
maksymalizacja wtasciwej szybkosci wzrostu i maksymalizacja wydajnosci biomasy sg
kryteriami konfliktowymi. Pokazano, ze stopniowy wzrost wielkosci porcji moze powodowac
wzrost wlasciwej szybkosci, ale tez moze by¢ przyczyng wystgpienia efektu Crabtree,
powodujgcego poczatkowo pogorszenie wydajnosci biomasy, a nastepnie (ij. przy dalszym
wzroscie wielkosci porcji) takze pogorszenie witasciwej szybkosci wzrostu. W pracy
pokazano, ze wystgpienie efektu Crabtree moze mie¢ nagly charakter. Zwrécono takze
uwage, ze efekt Crabtree moze wystgpi¢ przy dozowaniu porcji matych (tj. wywotujgcych
mate stezenie glukozy w stosunku do stezenia krytycznego glukozy), jak i duzych
porcji (tj. wywotujgcych duze stezenie glukozy w stosunku do stezenia krytycznego glukozy).
Moze to $wiadczyé o tym, ze stezenie krytyczne glukozy, ktérego przekroczenie powoduje
fermentacje, nie jest state w trakcie catego procesu, lecz zmienia sie w zaleznosci od stanu
fizjologicznego komorek. W pracy wprowadzono pojecie dodatniego sprzezenia zwrotnego
dla ATP (fATP), ktére wystepuje w komoérkach. Pokazano, ze dodatnie sprzezenie zwrotne
dla ATP moze zosta¢ wywotane poprzez wzrost stezenia substratu (glukozy) oraz takze
poprzez wzrost stezenia tlenu rozpuszczonego. Sprzezenie to wplywa na ilosé
generowanego ATP, powodujgc wzrost lub zmniejszenie poziomu mtNADH. W pracy
pokazano, ze wzrost poziomu mtNADH powoduje stymulacje fermentacji oraz inhibicje cyklu
Krebsa. Zmniejszenie poziomu mtNADH powoduje inhibicje fermentacji oraz stymulacje
cyklu Krebsa. Na podstawie koncepcji dodatniego sprzezenia zwrotnego dla ATP
przedstawiono (z wykorzystaniem kwantyfikatoréw) interpretacje efektéw Pasteura, Crabtree,
glukozowego, Kluyvera oraz formuty Wanga. Ponadto pokazano sposob interpretacji efektéw

bioenergetycznych, ktore wystgpity podczas przeprowadzonych procesow fed-batch.
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Przedstawiono sposdb, w jaki mozna zinterpretowa¢ nagte zatrzymanie oscylacji DOC
W czasie procesu i wystgpienie podczas tego zatrzymania zjawiska intensywnej fermentac;ji.
Przedstawiono takze interpretacje efektu Crabtree wystepujgcego podczas proceséw
i zgodnosc tej interpretacji z formutg Wanga.

Kolejne prace pozwolity na rozszerzenie opracowanej koncepcji i doprowadzity do
opracowania  koncepcji  zunifikowanej bioenergetyki komorki.  Zunifikowana
bioenergetyka komorki umozliwita interpretacje wybranych zjawisk, zachodzgcych takze
w organizmach wielokomorkowych (w tym wybranych choréb), oraz potwierdzita mozliwosé
interpretacji efektéw zachodzgcych podczas procesow bioreaktorowych na podstawie
koncepcji dodatniego sprzezenia zwrotnego dla ATP. Obecnie prace nad tg tematyka
kontynuuje we wspotpracy z SEIKO Life Science Laboratory, SRI, Osaka, Japan.

Publikacje [1][8][9]

Ad. H2

Zbyt duze stezenie biomasy moze spowodowac¢ spadek stezenia tlenu rozpuszczonego
w medium bioreaktorowym ponizej minimum niezbednego dla optymalnego wzrostu
komoérek. Z tego powodu w kolejnym etapie badan wykonano analize chemostatu
Z pulsacyjnym dozowaniem substratu (i pulsacyjnym usuwaniem medium bioreaktorowego)
Z ograniczeniem stezenia biomasy w medium bioreaktorowym do ustalonej wartosci zadanej.
Celem takiego ograniczenia byto przede wszystkim zapewnienie dobrych warunkow
tlenowych. W analizach przyjeto kinetyke wzrostu biomasy zgodng z modelem Monoda,
ktéry okresla wptyw stezenia substratu na wtasciwg szybkos¢ wzrostu biomasy. Wydajnosé
biomasy obliczano za pomoca formuty uzalezniajgcej w sposéb liniowy wydajnos¢ biomasy
od stezenia substratu, tj. Yys =a + bS (dlaa > 0i b = 0) [7]. Jest to czesto stosowana
formuta, ktéra umozliwia interpretacje przyczyny wystepowania w chemostacie (w ktérym
substrat jest dozowany w sposob ciggly ze statg szybkoscia, tj. szybkoscig rozciehczania,
rowng szybkosci usuwania medium bioreaktorowego) naturalnych samoistnych oscylaciji
stezenia substratu i stezenia biomasy oraz symulacje tych oscylacji. Nastepnie wykonano
analize procesu proponujgc bardziej uniwersalne (umozliwiajgce elastyczne dostosowanie
do rzeczywistych danych eksperymentalnych), sigmoidalne zalezno$ci wydajnosci biomasy
od stezenia substratu.

Wyniki: W pracy pokazano, ze przyjecie statej wydajnosci biomasy (ij. dla b = 0) prowadzi
do wystgpienia tylko stabilnych oscylacji [7]. Okreslono warunki wystgpienia oscylaciji
stabilnych oraz podano wzér na okres tych oscylacji (Theorem 8 i wzor 11 [7]).

Nastepnie pokazano, ze przyjecie wspotczynnika b > 0, tj. przyjecie bardziej rzeczywistej
formuty na wydajno$¢ biomasy, moze prowadzi¢ do:

- wystgpienia tylko oscylacji stabilnych, gdy spetniony jest warunek (1) (Theorem 9 [7]),
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- wystgpienia oscylacji stabilnych lub oscylacji niestabilnych, gdy spetniony jest warunek (2)

(Theorem 9 [7]).

Wyciggnieto wniosek, ze mozliwos¢ wystgpienia oscylacji o roznym okresie (wzor 15 [7]) jest
cechg charakterystyczng procesu, w ktérym wydajnos¢ biomasy mikroorganizméw jest
rosngca, liniowag funkcjg stezenia substratu. Dla mikroorganizmow, dla ktérych wydajnos¢
biomasy jest rosnaca, liniowg funkcjg stezenia substratu, mogg wystgpi¢ zaréwno oscylacje
stabilne o okresie T,, jak i niestabilne o okresie T,. W rozpatrywanym procesie, po
wystgpieniu niestabilnych oscylacji o okresie T,, mate zaktocenia stezenia substratu i/lub
biomasy (spowodowane czynnikami zewnetrznymi) mogg prowadzi¢ do zaniku oscylacji lub
zmiany typu oscylacji na oscylacje o stabilnym okresie T;. W pracy pokazano, Ze istnienie
stabilnych oscylacji o okresie T, jest cechg charakterystyczng chemostatu z pulsacyjnym
dozowaniem substratu zaréwno wtedy, gdy wydajno$¢ biomasy jest stata, jak i wtedy, gdy
jest rosnaca, liniowa funkcjg stezenia substratu (a takze sigmoidalng funkcjg stezenia
substratu, co pokazano w kolejnych opublikowanych artykutach). Zastosowanie tego typu
chemostatu eliminuje wptyw niepozgdanego zjawiska wystepowania samoistnych oscylacji
na proces, poprzez wzbudzenie oscylacji stabilnych, o statym i kontrolowanym okresie
oscylaciji.

Kontynuacjg badan byto sprawdzenie chemostatu, w ktéorym substrat dozowany jest
zaréwno w sposob pulsacyjny, jak i ciggty [6]. W pracy przyjeto sigmoidalng zaleznos$é
wydajnosci biomasy od stezenia substratu oraz wzor Monoda dla wiasciwej szybkosci
wzrostu [6]. Wprowadzenie sigmoidalnej zaleznosci Ys=f(S) miato na celu sprawdzenie
procesu dla wydajnosci biomasy, ktérg mozna elastycznie dostosowaé do rzeczywistych
danych eksperymentalnych. W pracy zbadano zachowanie procesu poprzez okreslenie m.in.
warunkéw jego stabilnosci. Stwierdzono, ze stabilno$¢ procesu zalezy zaréwno od
wydajnosci biomasy, jak i wtasciwej szybkosci wzrostu. Nastepnie w celu optymalizacji tego
typu procesu, zaproponowano nowg, autorska funkcje celu (wzoér 4.1 [6]). Wykonano
optymalizacje jednokryterialng procesu polegajagcg na maksymalizacji produktywnosci
biomasy. Jako cze$¢ optymalizacji procesu zbadano wptyw szybkos$ci rozcienczania (D) oraz
Ws (tj. cze$ci medium usuwanej z bioreaktora podczas impulsu) na uzyskiwane wartosci
produktywnosci biomasy. Uzyskane wyniki przedstawiono m.in. na rysunkach 10 i 11 [6].
Stwierdzono, ze dla ustalonej wartosci Wy wzrost szybkosci rozcienczania (D) powoduje
wzrost produktywnosci biomasy, jednak dla duzych wartosci D bliskich pmax produktywnosc¢
biomasy gwattownie maleje i pojawia sie ryzyko catkowitego usuniecia biomasy
z bioreaktora. Dla ustalonej wartosci D < pmax produktywnosc¢ biomasy mozna bezpiecznie
zwiekszac poprzez zmniejszanie wartosci Ws, bez niebezpieczenstwa wystgpienia zjawiska

zmniejszenia produktywnosci biomasy [6].
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W kolejnej pracy przeanalizowano chemostat z pulsacyjnym dozowaniem substratu
z uwzglednieniem inhibicji produktem [5]. Uwzglednienie inhibicji produktem wymagato
analizy dynamiki trzech zmiennych: stezenia biomasy, stezenia substratu oraz stezenia
produktu. W pracy pokazano sposob, w jaki mozna takg analize przeprowadzi¢. Analizy
zostaty przedstawione dla procesu produkcji kwasu L-glutaminowego (L-glutamic acid, LGA).
W rozpatrywanym procesie impuls wystepuje, gdy stezenie produktu jest rowne wartosci
zadanej stezenia produktu (Psgr w modelu (4) [5]), co ma na celu ograniczenie inhibicji
produktem. W pracy pokazano, ze w tym procesie mozliwe jest wystgpienie stabilnych
oscylacji stezenia biomasy, stezenia substratu i stezenia produkiu o ostalym okresie
okreslonym wzorem 7 [5]. Podano takze warunek wystgpienia tych oscylacji wraz ze
sprawdzeniem ich stabilnosci (Theorem 1 i 4 [5]). Wyniki zweryfikowano poprzez wykonanie
symulacji, w ktérych wartosci parametréw przyjeto na podstawie pracy (Khan et al. (2005))
otrzymujgc zgodnos¢ z rzeczywistymi danymi eksperymentalnymi, przedstawionymi
w artykule (Suresh et al. (2009)). W pracy przedstawiono m.in. zachowanie procesu
(t. zmiany stezenia biomasy, substratu i produktu) w warunkach niestabilnosci procesu
(Fig. 1) oraz przy zapewnieniu warunkow stabilnosci (Fig. 2) [5].
Publikacje [5][6][7]

Ad. H3

Proces biosyntezy Corynebacterium glutamicum jest procesem tlenowym, podczas ktérego
moze wystgpi¢ tlenowa fermentacja. W rezultacie tlenowej fermentacji powstaje kwas
L-glutaminowy (L-glutamic acid, LGA) oraz wystepuje zjawisko inhibicji produktem. Z tego
powodu w kinetyce wzrostu C. glutamicum nalezy uwzgledni¢ wptyw inhibicji produktem.
W pracy przedstawiono analize biosyntezy C. glutamicum w chemaostacie z pulsacyjnym
dozowaniem substratu i pulsacyjnym usuwaniem medium bioreaktorowego. Podjeto probe
m.in. stwierdzenia jak gteboka, kontrolowana penetracja w obszar tlenowej fermentac;ji, jest
konieczna dla uzyskania optymalnej szybkosci biosyntezy C. glutamicum. Dazgc do
okreslenia frontu Pareto dla tego procesu, przeprowadzono optymalizacje dwukryterialng,
polegajacg na jednoczesnej maksymalizacji produktywnosci biomasy oraz minimalizacji strat
substratu.

Wyniki: Optymalizacja jednokryterialna procesu pozwolita na okreslenie warunkéw
niezbednych do uzyskania maksymalnej produktywnosci biomasy C. glutamicum (wzér 12
[4]) oraz na stwierdzenie, ze maksimum to jest osiggane dla wartosci zadanej stezenia
produktu réwnej Ps=50%P.iica dla matych wartosci W; (Note 2 [4]). Oznacza to, ze
maksymalizacja biosyntezy C. glutamicum wymaga limitowania tlenowej fermentacji
i utrzymywana jej na niskim poziomie. Przedstawiono takze zaleznoS¢ produktywnosci

biomasy C. glutamicum od Wx (tj. cze$ci medium usuwanej z bioreaktora podczas impulsu)
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i Pset (Fig. 5 [4]). Optymalizacje dwukryterialna, polegajacg na jednoczesnej maksymalizacji
produktywno$ci biomasy oraz minimalizacji strat substratu, przeprowadzono poczgtkowo dla
réwnych priorytetow tych dwéch kryteriéw. W tym celu okreslono autorskg znormalizowang
funkcje celu F (wzér 13 [4]), ktérg maksymalizowano w procesie optymalizacji. Stwierdzono
m.in., ze w optymalizacji jednokryterialnej, jak i dwukryterialnej optymalna wartos¢ P zalezy
od W;, tj. zwiekszanie W; powoduje wzrost optymalnej wartosci Pse; (Fig. 6 i Theorem 8 [4]).
Wynika z tego, ze w praktycznych rozwigzaniach dla dowolnej wartosci W; biosynteza
C. glutamicum moze by¢ kontrolowana za pomocg odpowiednio ustalonej wartosSci Pgg.
Optymalizacja dwukryterialna (jednoczesna maksymalizacja produktywnos$ci biomasy oraz
minimalizacji strat substratu) dla ré6znych priorytetéw kryteriow wymagata okreslenia nowe;j
autorskiej funkcji celu (wzér 15 [3]). Nastepnie maksymalizujgc funkcje celu dla réznych wag
uzyskano front Pareto, zawierajgcy zbiér rozwigzan Pareto-optymalnych (Rysunek 7 [3]).
Istnienie frontu Pareto wskazuje na konfliktowos¢ kryteriow maksymalizacji produktywnosci
biomasy oraz minimalizacji strat substratu w procesie produkcji C. glutamicum. W celu
uzyskania jak najlepszego dopasowania do danych eksperymentalnych front Pareto zostat
okreslony dla trzech kinetyk, okre$lajgcych dynamike wzrostu biomasy przy inhibicji
produktem. Dla kazdej z tych kinetyk uzyskano dobre dopasowanie do rzeczywistych danych
eksperymentalnych (Fig. 1 [3]). Pokazano, ze dobre dopasowanie do danych
eksperymentalnych mozna uzyska¢ poprzez ustalenie wiasciwych wartosci parametrow
produkcji biomasy (Um , Ks, Kp) dla tych samych parametréw utylizacji substratu (Yys, Yoss)
i produkcji produktu (Ypy) (Tab. 2 [3]). Wykonano symulacje procesu, przedstawiajgc
dynamike procesu (ti. zmiany stezenia substratu, biomasy i produktu) w procesie
niestabilnym (Fig. 3 [3]) oraz w procesie stabilnym (Fig. 4, 5 [3]). W pracy pokazano takze, ze
front Pareto zalezy od warto$ci zadanej stezenia produktu (Fig. 8, 9, 10 [3]).

Zadana produktywno$é biomasy przy najmniejszych mozliwych stratach substratu moze
by¢ osiggnieta poprzez ustalenie optymalnych wartoéci W;s i stezenia dozowanego substratu
(Sr). Dla przedstawionych kinetyk zostaty otrzymane rozwigzania preferowane za pomocg
metody minimalnego dystansu (Tab. 3, 4, 5 [3]). Poprzez przesuwanie sie wzdiuz frontu
Pareto mozna uzyskaC rozwigzanie optymalne, zgodne z oczekiwanymi preferencjami.
Zwiekszanie znaczenia kryterium produktywnosci biomasy (tj. zwiekszanie wagi pierwszego
kryterium) i zmniejszanie znaczenia kryterium strat substratu (tj. zmniejszenie wagi kryterium
drugiego) powoduje zmniejszanie optymalnej wartosci W; i zwigkszanie optymalnej wartosci
Sk. Zmniejszanie znaczenia kryterium produktywnosci biomasy oraz zwigekszanie znaczenia
kryterium strat substratu powoduje zwiekszanie optymalnej wartosci W; i zmniejszanie
optymalnej wartosci Sg (Fig. 7 [3]).

Publikacje [3][4]
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Ad. H4
W chemostacie z pulsacyjnym dozowaniem substratu oraz z pulsacyjnym usuwaniem czesci
medium bioreaktorowego, przy impulsie wystepujgcym na podstawie zmian stezenia
biomasy (ang. biomass-driven bioprocess), stezenie tlenu rozpuszczonego (DOC) jest
kontrolowane posrednio poprzez kontrole stezenia biomasy. Poniewaz DOC zalezy nie tylko
od stezenia biomasy, lecz takze m.in. od stezenia substratu oraz efektywnosci systemu
napowietrzania, rozwigzanie to moze powodowac ryzyko zmniejszenia DOC ponizej stezenia
krytycznego (tj. ponizej minimalnego stezenia koniecznego do optymalnego wzrostu
komérek). W pracy pokazano sposéb monitorowania DOC w chemostacie z pulsacyjnym
dozowaniem substratu oraz z pulsacyjnym usuwaniem czesci medium bioreaktorowego przy
impulsie okreslanym na podstawie zmian stezenia biomasy [2].

Wyniki: W pracy opracowano model chemostatu z pulsacyjnym dozowaniem substratu
i pulsacyjnym usuwaniem czesci medium bioreaktorowego przy impulsie wystepujagcym na
podstawie zmian stezenia biomasy [2]. Poprawno$¢ modelu zostata potwierdzona dla
wynikéw eksperymentalnych procesu Acinetobacter calcoaceticus. Okreslono warunki
zapewniajgce stabilnos¢ procesu (Proposition 3 [2]) oraz maksymalne stezenie dozowanego
substratu, ktoérego przekroczenie moze spowodowaé zmniejszenie stezenia tlenu
rozpuszczonego w medium bioreaktorowym ponizej stezenia krytycznego. Ograniczenie
stezenia dozowanego substratu do tej maksymalnej wartosci zapobiega zmniejszeniu DOC
ponizej stezenia krytycznego oraz ogranicza ryzyko wystepowania efektu Crabtree
(Proposition 4 [2]). Wykonano szereg symulacji przedstawiajgcych dynamike procesu ({].
zmiany stezenia tlenu rozpuszczonego, biomasy i substratu) dla procesu niestabilnego (Fig.
3 dla procesu A. calcoaceticus, Fig. 9 dla procesu S. cerevisiae) oraz stabilnego (np. Fig. 4
dla procesu A. calcoaceticus, Fig. 10 dla procesu S. cerevisiae) [2].
Ponadto przeprowadzone analizy pozwolity na wyciggniecie nastepujgcych wnioskow [2]:

a) Przeprowadzone symulacje, wykonane w oparciu o zaproponowany model, sg zgodne
z danymi eksperymentalnymi dla procesu A. calcoaceticus.

b) Zwiekszenie stezenia substratu w medium bioreaktorowym, przy braku monitoringu
stezenia tlenu rozpuszczonego, moze prowadzi¢ do zmniejszenia DOC ponizej
stezenia krytycznego (Fig. 14).

c) Przy zapewnieniu dobrych warunkow tlenowych, wtasciwa szybkos¢ wzrostu
mikroorganizmow praktycznie nie zalezy od stezenia tlenu rozpuszczonego w medium
bioreaktorowym.

d) Dla ustalonej wartosci stezenia dozowanego substratu, minimalna wartosS¢ stezenia
tlenu rozpuszczonego w czasie trwania okresu oscylacji zalezy w sposob bezposredni

od wartosci zadanej stezenia biomasy. Wzrost wartosci zadanej stezenia biomasy
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powoduje zmniejszenie wartosci stezenia tlenu rozpuszczonego, co zostato

przedstawione dla procesu A. calcoaceticus (Fig. 6).

e) Dla ustalonej wartosci zadanej stezenia biomasy, poczatkowy wzrost stezenia

f)

dozowanego substratu powoduje zmniejszenie $redniej wartosci stezenia tlenu
rozpuszczonego W cyklu dozowania, co zostato przedstawione dla procesu
A. calcoaceticus (Fig. 7). Dalszy wzrost stezenia dozowanego substratu ma maty
wptyw na wartos¢ stezenia tlenu rozpuszczonego, co mozna wyttumaczyé zjawiskiem
wystepowania nasycenia substratem dla wyzszych stezeh substratu.

Minimalna warto$¢ stezenia tlenu rozpuszczonego w czasie okresu oscylacji
praktycznie nie zalezy od tego, jaka cze$¢ medium jest usuwana z bioreaktora (Wjy).
Srednia warto$¢ stezenia tlenu rozpuszczonego w czasie okresu oscylacji zalezy od
W; (Fig. 8).

g) Maksymalizacje produktywnosci biomasy (S. cerevisiae i A. calcoaceticus) mozna

uzyska¢ poprzez wzrost stezenia dozowanego substratu, wzrost wartosci zadanej
stezenia biomasy oraz zmniejszanie W; przy zapewnieniu dobrych warunkéw

tlenowych oraz niedopuszczeniu do wystgpienia tlenowej fermentaciji.

Publikacja [2]

4.3.4. Mozliwos¢ wykorzystania uzyskanych wynikéw

Uzyskane wyniki (m.in. przedstawione modele proceséw i ich analizy oraz koncepcja

zunifikowanej bioenergetyki komorki) stwarzajg mozliwosci wszechstronnej analizy procesow

bioreaktorowych, zaréwno na etapie ich projektowania, jak i optymalizacji juz istniejgcych

proceséw. Zunifikowana bioenergetyka komorki pozwala réwniez na interpretacje zjawisk

i efektow bioenergetycznych (w tym wybranych choréb) zachodzgcych w organizmach

wielokomérkowych stwarzajgc mozliwosci np. zaprojektowania nowych typow lekéw.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

Moje zainteresowania i osiggniecia naukowe dotyczg réwniez takich zagadnien, jak:

a) Analiza zmiennosci genetycznej organizméw, w tym organizmoéw o znaczeniu
przemystowym.

b) Analiza ewolucji organizmow, w tym organizmdéw o znaczeniu przemystowym.

c) Opracowanie nowych technologii bioreaktorowych.

d) Analiza chemostatu z recyrkulacjg biomasy oraz analiza chemostatu po wystgpieniu
zakazen.

e) Analiza wptywu stosowania hawozow i herbicyddw na naturalnos¢ pél ornych.
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f) Zastosowania metod sztucznej inteligencji w projektowaniu bioproceséw,
identyfikacji szlakéw metabolicznych oraz w analizach i ocenach wybranych
biotechnologii.

g) Symulacje i analizy wybranych bioprocesow.

Ad. a)

Prace dotyczyty opracowania nowej metody stuzgcej do analizy zmiennosci genetycznej
organizméw, w tym organizmoéw o znaczeniu przemystowym. W opracowanej
i zaimplementowanej metodzie (jako program o nazwie dotPicker) poréwnywanie
sekwencji nastepuje na dwoch poziomach, tj. na poziomie aminokwasowym i na poziomie
kodonéw aminokwasow, gdy poréwnywane aminokwasy sg rézne. Automatyczne
przejscia pomiedzy tymi poziomami zostaty umozliwione poprzez opracowane
mechanizmy semihomologizacji i desemihomologizacji. Implementacja nowej metody
rozszerza mozliwosci standardowej metody macierzy kropkowej (ang. Dot-Matrix method)

oraz usuwa jej ograniczenia umozliwiajgc m.in.:

- przyréwnanie dowolnej ilosci sekwencji, co uzyskano poprzez opracowanie

algorytmu n-wymiarowej macierzy kropkowej,
- uwzglednienie podejscia semihomologicznego,
- zapamietywanie wspoétrzednych odnalezionych fragmentéw identycznosci,
- ocene otrzymanych fragmentéw identycznosci,

- analize cech fizykochemicznych poréwnywanych aminokwasow.
W pracach pokazano sposéb, w jaki zastosowanie nowej metody moze utatwic
interpretacje uzyskanych wynikéw, m.in. w kontekscie jednopunktowej mutacji.
Opracowana metoda zostata wykorzystana do oceny dynamiki zmian inhibitorow
proteinaz z nasion dyniowatych oraz sekwencji cytochromu c¢ roslin uprawnych.
W pracach wskazano réwniez na zgodnos¢ dynamiki zmian okreslonej za pomocg nowej
metody, z wynikami uzyskanymi dla drzew filogenetycznych.
Publikacje:
Kasperski A., Kasperska R., ldentification of protein family representatives, Current
Bioinformatics, 2014, Vol. 9, no 4, 414-425;
Kasperski A., Kasperska R., A novel method of sequence similarity evaluation in n-
dimensional sequence space, Current Bioinformatics, 2012, Vol. 7, no 3, 295-303;
Kasperski A., Kasperska R., Zastosowanie n-wymiarowej macierzy kropkowej do analizy
zmiennoSci genetycznej roslin, Biuletyn Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, 2015,
nr 276, 69-83.
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Ad. b)

Prace dotyczyly opracowania nowej metody stuzacej do rekonstrukcji filogenezy
organizméw w tym organizmdéw o znaczeniu przemystowym. Metoda moze stanowic
alternatywe dla istniejgcych metod obliczeniowych (tj. metod Neighbor Joining, Maximum
Parsimony, Maximum Likelihood, Bayesian Inference) wykorzystywanych do rekonstrukciji
pochodzenia i zmian ewolucyjnych organizmow. W pracy wskazano na wady tych metod
obliczeniowych, np. w praktyce nie jest mozliwe wygenerowanie i oszacowanie wszystkich
mozliwych drzew filogenetycznych dla wiekszej ilosci taksonow (np. dla ponad 50’ciu
taksonow). Oznacza to, ze dla wiekszej ilosci taksonow otrzymywany wynik bazuje na
analizie tylko czesci drzew, ktore mozna byto oszacowac
w zadanym czasie. Ideg nowej metody bylo dagzenie do ustalenia mozliwosci
rozpoznawania ewolucji organizméw na zasadzie rozpoznawania WzOrcow.
W opracowanej i zaimplementowanej metodzie (jako program o nazwie EvolutionXXI)
wykorzystano mechanizmy sztucznych sieci neuronowych. Sztuczng sie¢ neuronowg
uczono wykorzystujgc sekwencje cytochromu b 32 organizméw. Organizmy te cechowat
szeroki zakres ewolucji (. od organizméw prymitywnych do organizméw
zaawansowanych ewolucyjnie). Cytochromy b tych organizméw stanowity wzorce uczace,
ktére nastepnie wykorzystywano w procesie okreslania ewolucji badanych organizmow.
Opracowana metoda umozliwia automatyczne przeanalizowanie ewolucji organizméw, co
zostato przedstawione na przyktadzie odtworzenia m.in. ewolucji naczelnych (w tym
cztowieka) oraz drozdzy. W pracy zrekonstruowano ewolucje drozdzy o duzym znaczeniu
przemystowym, m.in. Saccharomyces cerevisiae i Yarrowia lipolytica. W pracy pokazano,
ze S. cerevisiae nalezg do jednych z najbardziej zaawansowanych ewolucyjnie drozdzy.
Wskazano takze na ewolucyjne pokrewienstwo pomiedzy S. cerevisiae, a grzybami
kapeluszowymi. Poprawno$¢ dziatania metody stwierdzono poprzez pokazanie zgodnosci
uzyskanych wynikéw, dotyczgcych odtworzenia ewolucji m.in. naczelnych i drozdzy,
z najnowszymi badaniami prowadzonymi w tym zakresie. Tematyka przedstawiona w tym
podpunkcie stanowi m.in. czes¢ zaje¢ z przedmiotu ,Techniki rekonstrukcji filogenezy”.
Przedmiot ten prowadze na studiach Il stopnia na kierunku Biologia.

Publikacja:

Kasperski A., Kasperska R., A new approach to the automatic identification of organism

evolution using neural networks, BioSystems, 2016, Vol. 142-143, 32—-42.

Ad. c)
Prowadzone przeze mnie badania we wspotpracy z Parkiem Naukowo-Technologicznym
UZ (PNT UZ), w laboratorium biotechnologii, w Centrum Innowacji — ,Technologie dla

Zdrowia Cztowieka”, dotyczg opracowywania nowych technologii bioreaktorowych.
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W ramach promocji systeméw bioreaktorowych wygtositem w PNT UZ m.in. seminarium
,Potencjalne zastosowania bioreaktora”. W ramach wykonanych prac uruchomitem
system bioreaktorowy Biostat A oraz zaimplementowatem algorytmy stuzgce m.in. do
podstawowej obstugi urzadzen wspomagajgcych dziatanie systemu Biostat A.
Implementacja ta data mozliwosé opracowywania i testowania nowych algorytméw
sterowania, rozszerzajgc mozliwosci dostarczone przez producenta systemu Biostat A.
Celem prac jest stworzenie zaawansowanych technologii, ktére umozliwig przede
wszystkim maksymalizacje wzrostu biomasy drobnoustrojéw oraz oszczednosé
stosowanych surowcow. W ramach badan opracowuje nowe algorytmy sterowania
procesami, ktére nastepnie implementuje jako programy komputerowe. Programy sg
pisane najczesciej w jezykach Java i C#. Docelowo, opracowywane technologie maja
mie¢ potencjat stosowalnosci w przemysle. Moim dagzeniem jest wykorzystanie metod
sztucznej inteligencji, zwlaszcza logiki rozmytej, sztucznych sieci neuronowych

i systeméw ekspertowych, w nowo powstajgcych technologiach.

Ad. d)

Prowadzone badania dotyczag analizy chemostatu z recyrkulacjg biomasy oraz efektem
pulsacyjnym. Recyrkulacja biomasy umozliwia uzyskanie wiekszej produktywnosci
biomasy, zmniejszenie strat substratu oraz zwiekszenie stabilnosci procesu. Ponadto
efekt pulsacyjny daje wieksze mozliwosci kontroli procesu. Badania te majg prowadzi¢ do
opracowania nowych metod analiz technologii biologicznych oczyszczalni Sciekow.
Ponadto prowadzone sg prace nad analizg chemostatu po wystgpieniu zakazen.
Otrzymane wyniki pokazujg m.in. w jaki sposéb mozna usung¢ czes¢ lub catg zakazong
biomase z systemu. Usuniecie zakazonej biomasy umozliwia kontynuacje procesu
ograniczajgc straty do minimum.

Publikacje:

Sun K., Liu S., Kasperski A., Tian Y., Dynamics analysis and biomass productivity
optimisation of a microbial cultivation process through substrate regulation, Discrete
Dynamics in Nature and Society, 2016, Vol. 2016, 1-13;

Tian Y., Sun H., Kasperski A., Analysis of a chemostat in the presence of viral infection
expressed by a general infection rate, Communications in Mathematical Biology and
Neuroscience, 2015, 1-20.

Ad. e)
Prowadzone badania dotyczg opracowania nowej metody, ktora umozliwia ocene
naturalnosci pdl ornych i wskazania optymalnego sposobu ich uprawiania. Celem prac

jest okreslenie wpltywu wykorzystywania nawozow i herbicydow na zachowanie
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naturalnosci pdél. Prace dotyczace tej problematyki prowadze we wspotpracy
z naukowcami z Rzymu (University of Rome, Istituto Superiore di Sanita (ISS), University
of Roma Tre). W ramach wspotpracy opracowuje nowe algorytmy i implementuje
zaawansowane obliczeniowo i nowatorskie metody oceny naturalnosci pol ornych.
Otrzymane wyniki swiadczg o mozliwosci okreslenia naturalnosci i wskazania
optymalnego sposobu uprawiania pél ornych na podstawie rosngcej na nich roslinnosci.
Dotychczasowe badania, ktoérych wyniki zostaty opublikowane, zostaty przeprowadzone
dla pdl lezgcych w otoczeniu Rzymu. Celem kolejnych, obecnie prowadzonych badan jest
m.in. pokazanie uniwersalno$ci opracowanej metody poprzez wykonanie analiz dla pdl
potozonych na bardzo duzym obszarze oraz dla danych archiwalnych.

Publikacja:

Fanfarillo E., Kasperski A., Giuliani A., Cicinelli E., Latini M., Abbate G., Assessing
naturalness of arable weed communities: a new index applied to a case study in central
Italy, Biological Agriculture & Horticulture: An International Journal for Sustainable
Production Systems, 2018, Vol. 34(4), 232-244.

Ad. f)

Nurt badan dotyczy zastosowania metod sztucznej inteligencji w projektowaniu
bioproceséw, identyfikacji szlakéw metabolicznych, analizach i sposobach oceny
wybranych biotechnologii, m.in. nowych technologii produkcji komoérek macierzystych,
szczepionek, przeciwciat. Poprawne zaprojektowanie procesu biotechnologicznego
wymaga dogtebnej wiedzy oraz umiejetnosci jej wykorzystania. Obserwowany rozwdj
nauk biologicznych pozwolit na lepsze zrozumienie zjawisk, ktére mogg wystgpi¢ podczas
bioproceséw lecz takze doprowadzit do zgromadzenia bardzo duzej, czesto szczegdtowe;,
ilosci wiedzy. Wraz ze wzrostem ilosci wiedzy zostaly opracowane nowe narzedzia
i technologie komputerowe, ktére utatwiajg wyszukiwanie, przetwarzanie oraz
interpretacje zgromadzonej informacji. Implementowane nowe metody sg przeznaczone
do rozwigzywania specyficznych probleméw wymagajgcych profesjonalnej wiedzy.
W swoich pracach pokazuje sposob, w jaki mozna wykorzysta¢ wybrane metody
sztucznej inteligencji, przede wszystkim systemy ekspertowe oraz logike rozmytg, do
identyfikacji szlakow metabolicznych oraz do projektowania, analiz i oceny bioprocesow.
Tematyka przedstawiona w tym podpunkcie stanowi m.in. czes¢ zaje¢ z przedmiotu
.Projektowanie, analiza i symulacje bioprocesow”. Przedmiot ten opracowatem,

wprowadzitem i prowadze na studiach Il stopnia na kierunku Biotechnologia.
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Konferencie:
Solan A., Kasperski A., New indexes of evaluation of biotechnology of vaccine and

antibody production, 12th International Conference of Young WNaturalists - From
Biotechnology to Environmental Protection, Zielona Géra, 2017,

Kempka K., Kasperski A., Kaminski P., Evaluation of stem cell culture processes carried
out in biotechnological laboratories using fuzzy inference, 12th International Conference of
Young Naturalists - From Biotechnology to Environmental Protection, Zielona Géra, 2017,
Kempka K., Kasperski A., Kaminski P., A new approach fto the analysis of development
of stem cell technology using artificial intelligence methods, 11th International Conference
of Young Naturalists - From Biotechnology to Environmental Protection, Zielona Géra,
2016;

Kempka K., Kasperski A., Kaminski P., Analysis of the dynamics of stem cell
transplantation technology development, 10th International Conference of Young
Naturalists - From Biotechnology to Environmental Protection, Zielona Gora, 2015;
Kempka K., Kasperski A., Application of Al methods for the identification and analysis of
metabolic pathways, 9th International Conference of Young Naturalists - From

Biotechnology to Environmental Protection, Zielona Géra, 2014.

Ad. g)

W swoich pracach zajmuje sie symulacjami i analizami wybranych bioproceséw, m.in.
wzrostu populacji, systeméw bioreaktorowych, reakcji enzymatycznych (w tym
odwracalnych i nieodwracalnych reakcji enzymatycznych z réznymi typami inhibicji),
ekosystemow (systemow drapieznik-ofiara), systeméw immunologicznych. Tematyka ta
stanowi cze$¢ zaje¢ z przedmiotow ,Programowanie obiekiowe w biotechnologii” oraz
,Projektowanie, analiza i symulacje bioprocesow”, tj. przedmiotow, ktére opracowatem,

wprowadzitem i prowadze na studiach |l stopnia na kierunku Biotechnologia.
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