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Komputerowo wspomagane sterowanie
eksperymentem biotechnologicznym

W artykule przedstawiono specyfike pracy w laboratorium biotechnologicznym

Daniel Borowiak

na przyktadzie eksperymentow, ktdre pozwolity na opracowanie nowe;j

metody sterowania doptywem pozywki w hodowli drozdzy piekarskich.
Na kazdym etapie badar wykorzystano bogate mozliwoscii cechy Srodowiska
programistycznego LabVIEW firmy National Instruments. Pozwolito to na
budowe elastycznego stanowiska badawczego, stworzenie dedykowane;j
aplikacji sterujacej, zaimplementowanie nowego algorytmu sterujgcego
bazujgcego na funkcji logistycznej oraz uzyskanie mozliwosci zdalnej
kontroli przebiegu procesu.

Charakterystyka hodowli drozdzy
piekarskich

Drozdze Saccharomyces cerevisiae towarzysza lu-
dziom od okoto 8000 lat. Sa jednym z najstarszych pro-
duktow przemystu fermentacyjnego, mimo to ich rola
w produkcji podstawowego pokarmu czlowieka - chle-
ba - jest niepodwazalna. Te unikalna pozycje drozdze
zawdzieczaja zdolnoSci podnoszenia ciasta oraz wkta-
dowi w smak i aromat pieczywa [1].

Drozdze sa wytwarzane na skale przemystowa od
ponad stu lat, ale sterowanie ich produkcja wciaz na-
potyka wiele probleméw. Drozdze to organizmy zywe,
wi¢c nalezy im stworzy¢ mozliwie najlepsze warun-
ki do zycia i rozmnazania. Oprocz zapewnienia odpo-
wiedniej temperatury i pH Srodowiska, w ktorym prze-
biega proces, nalezy rowniez dostarczy¢ komorkom
drozdzy odpowiednich iloSci pozywienia i tlenu, po-
trzebnych do zainicjowania procesow katabolicznych.
Do utrzymania parametrow srodowiskowych na odpo-
wiednim poziomie wystarczy zastosowanie najprost-
szych uktadow regulacji dwu- i tréjstawnej. Niestety
dostarczanie wlaSciwych iloSci pozywienia i tlenu nie
jest juz takim prostym zadaniem. Wynika to stad, ze
drozdze Saccharomyces cerevisiae sa fakultatywny-
mi beztlenowcami, co oznacza, ze moga si¢ rozwijac
w obecnosci tlenu (1) lub bez jego dostepu (2) [5].

Oddychanie
CeH,,0,+60,+36ADP+36P,~6CO,+ 6GH,O +36ATP (1)
Fermentacja

C H,,0,+2ADP+2P,»2C,H,OH+2CO,+2ATP (2)
Przy braku dostatecznej iloSci tlenu w podtozu droz-

dze piekarskie zaczynaja przyswajac¢ zrodlo wegla na
drodze beztlenowej (fermentacja), z wytworzeniem
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etanolu i ditlenku wegla (efekt Pasteura). Daje to nie-
wielki przyrost biomasy drozdzy w poroOwnaniu z od-
dychaniem. ROwniez nadmiar rozpuszczonego tlenu
w podlozu wptywa niekorzystnie na tempo wzrostu
drozdzy, a do tego pogarsza si¢ ich jakoS¢. Optymalne
stezenie tlenu rozpuszczonego w podiozu miesci si¢
w zakresie od 10 % do 50 % stanu nasycenia. Niestety,
nawet w warunkach tlenowych moze dochodzi¢ do
tworzenia etanolu. Bedzie to miato miejsce wtedy, gdy
drozdze otrzymaja wiecej weglowodanow niz sa w sta-
nie w danym momencie przyswoic na drodze tlenowej
(efekt Crabtree). Przekroczenie krytycznego stezenia
weglowodanow spowoduje, ze drozdze zaczna przy-
swajac¢ pozywienie na drodze fermentacji, jakby w bio-
reaktorze panowaly warunki beztlenowe [4]. W celu
uzyskania maksymalnego przyrostu biomasy, hodow-
le drozdzy nalezy prowadzi¢ w warunkach tlenowych,
tzn. zastosowac intensywne napowietrzanie i miesza-
nie przy jednoczesnym utrzymywaniu niskiego steze-
nia cukrow w podtozu, co uzyskuje si¢ w wyniku stop-
niowego wprowadzania pozywki.

W przeprowadzonych badaniach do opracowania
nowej strategii dozowania pozywki w hodowli droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae wykorzystano funkcje
logistyczna.

Stanowisko hadawcze

Do przeprowadzenia badan wykorzystano stanowisko
laboratoryjne wyposazone w bioreaktor. Generalnie
uktady takie mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza,
to nowoczesne stacje bioreaktorowe, stanowiace goto-
we zestawy wraz z podstawowym oprzyrzadowaniem
pozwalajacym na prowadzenie bioprocesu (rys. 1).
Maja one wbudowany sterownik i interfejs umozliwia-
jacy komunikacje z komputerem.

Oprocz zdecydowanych zalet takiego rozwiazania,
z punktu widzenia prowadzenia eksperymentéw na-
ukowych, ograniczeniem moze by¢ oprogramowanie
dolaczane przez producenta. NajczeSciej rola takie-
go programu sprowadza si¢ do monitorowania da-
nych pomiarowych i prostego sterowania elementa-
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Rys. 1. Zintegrowana stacja bioreaktorowa

czenie ikon (funkcji) zgodnie z typem danych i kierun-
kiem ich przeptywu. Za pomoca prostych elementow
graficznych mozna szybko zaimplementowac nawet
bardzo rozbudowane algorytmy sterujace oraz proce-
dury odpowiedzialne za wizualizacje wynikow i ko-
munikacj¢ z operatorem. Zastosowanie srodowiska
programistycznego LabVIEW znacznie skraca czas po-
trzebny na stworzenie programu kontrolujacego prze-
bieg eksperymentow laboratoryjnych.

Podczas badan w bioreaktorze z uktadem pomiaro-
wo-sterujacym (rys. 3) przeprowadzono 78 ekspery-
mentow, z ktorych kazdy trwat dwanascie lub szesna-
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mi wykonawczymi. Program nie pozwala na
zaimplementowanie skomplikowanych i roz-
budowanych algorytmow sterowania wyko-
rzystujacych np. modele matematyczne czy
techniki sztucznej inteligencji.

Druga grupa, to stanowiska bioreaktoro-
we sktadajace si¢ z oddzielnych urzadzen roz-
nych producentow, wspotpracujacych ze soba
jako otoczenie bioreaktora (rys. 2). Pomimo,
ze zestaw taki zajmuje znacznie wiecej miej-
sca i prezentuje si¢ najczeSciej malo estetycz-
nie, to jego niewatpliwa zaleta jest ogromna
elastycznos¢ w doborze urzadzen i ich konfi-
gurowaniu.

Najwickszym mankamentem takiego roz-
wiazania jest to, ze komputerowo wspomaga-
ne sterowanie musi by¢ zaprojektowane i za-
implementowane samodzielnie, najczesSciej
przez biotechnologa, posiadajacego zwykle
skromna wiedze programistyczna. I tu ideal-
nym rozwiazaniem jest wykorzystanie graficz-
nego Srodowiska programistycznego, ktore
zostalo stworzone z mysla o inzynierach i naukowcach
korzystajacych z systemOw kontrolno-pomiarowych.
Zaleta graficznych Srodowisk programistycznych jest
latwos¢ programowania gwarantowana przez zintegro-
wane Srodowisko graficzne, w ktorym kod programu
w postaci diagramu blokowego powstaje poprzez ta-

Rys. 2. Stanowisko laboratoryjne ztozone z urzadzen ré6znych
producentow

Rys. 3. Schemat uktadu pomiarowo-sterujacego wykorzystanego w ekspe-
rymentach: 1 - bioreaktor, 2 - komputer PC, 3 - karta pomiarowa,
4 - modutly kondycjonujace, 5 - przekazniki, 6 - regulator obrotow
mieszadta, 7 - analizator O,, 8 - analizator CO,, 9 - analizator st¢ze-
nia tlenu rozpuszczonego, 10 - czujnik pH, 11 - regulator doptywu
powietrza, 12 - pompy perystaltyczne, 13 - zbiornik 25 % wody
amoniakalnej, 14 - zbiornik pozywki, 15 - zaw6r wody chlodzacej,
16 - grzalki elektryczne

Scie godzin. Monitorowano temperature, pH, stezenie
tlenu rozpuszczonego w podlozu oraz zawartosc tlenu
i ditlenku wegla w gazach odlotowych. Sterowano
grzatkami i zaworem wody chtodzacej oraz pompa-
mi perystaltycznymi dozujacymi czynnik alkalizuja-
cy i pozywke. Do kondycjonowania sygnalow pomia-
rowych wykorzystano moduty typu 5B, a sterowanie
elementami wykonawczymi odbywato si¢ za pomoca
przekaznikéw ER-8. Centralna czes$¢ systemu pomia-
rowo-sterujacego stanowit komputer PC wyposazony
w karte pomiarowa AX 5412LG firmy AXIOM. W za-
sobach firmy National Instruments mozna znalez¢
ponad 6000 sterownikéw do urzadzen pochodzacych
od ponad 275 producentow [2].

Algorytm sterujacy

Opracowana metoda sterowania doptywem pozywki
w hodowli drozdzy piekarskich wykorzystuje w swoim
dziataniu funkcje logistyczna postaci:
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Stwierdzono, ze funkcja ta bardzo dobrze oddaje cza-
sowy profil zapotrzebowania drozdzy na weglowoda-
ny. Wyniki eksperymentoéw pokazaly, ze mozna znalez¢
takie parametry funkcji logistycznej, ktore zapewnia
maksymalizacje wydajnosci biomasy badz szybkosci
wlaSciwej wzrostu komorek drozdzy [3]. Wyznaczono
parametry logistycznego profilu bazowego i opraco-
wano algorytm obliczania parametrow nowego profilu
oparty na wartosci parametru korygujacego s, przy zato-
Zeniu, ze znane sa parametry profilu bazowego, profile
maja wspolny punkt poczatkowy W, oraz, ze poczaw-
szy od 39 godziny procesu oba profile maja przebieg
rownolegly (rys. 4).

nowy profil g

Glukoza (g)

profil bazowy f(y)

0 Czas (h) 39 40

Rys. 4. Algorytm wyznaczania nowego profilu logistycznego

Do obliczenia wartoSci jednego z parametréw no-
wego profilu logistycznego konieczne bylo uzycie me-
tody numerycznej, przy rozwiazywaniu wielomianu:

AW -B-n¥®-C=0 @)

Do obliczania pierwiastkéw rownania (4) opracowa-
no specjalna procedure w srodowisku do obliczen mate-
matycznych MATLAB firmy MathWorks, Inc., ktore row-
niez zainstalowano na komputerze sterujacym. Dzieki
zintegrowaniu funkcjonalnosci LabVIEW i MATLAB
mozliwe bylo wykorzystanie waznej z punktu widze-
nia prowadzenia badan naukowych, cechy pakietu. Za
posrednictwem technologii Active X, z wnetrza progra-
mu stworzonego w LabVIEW, uruchamiano procedure¢
MATLAB Script (rys. 5). Dzi¢ki temu program sterujacy
otrzymywat dane niezbedne do ptynnej realizacji algo-
rytmu sterujacego hodowla drozdzy piekarskich.

Poczawszy od wersji LabVIEW 8.0 wykonywanie-
skryptow m-file stato si¢ mozliwe bez korzystania z ze-
wnetrznego oprogramowania, dzieki wbudowanemu
modulowi MathScript. Jest to interfejs przeznaczony
do wykonywania obliczen matematycznych, ktorego
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Rys. 5. Procedura obliczania pierwiastkow wielomianu 40 stop-
nia - MATLAB Script

sktadnia jest zgodna ze skryptami m-file pochodzacy-
mi ze Srodowiska MATLAB. MathScript ma ponad 700
wbudowanych funkcji i umozliwia taczenie programo-
wania graficznego z tekstowym [2].

Wykorzystanie powyzszych narzedzi umozliwito
powiazanie poczatkowej zawartosci biomasy droz-
dzy, ktora oznaczano zaraz po uruchomieniu hodowli,
z parametrami nowego profilu logistycznego. Zgodnie
z tym profilem, program sterujacy automatycznie - co
5 min - wyliczal, jaka porcja weglowodanow powinna
zosta¢ wprowadzona do bioreaktora, by doktadnie po-
kry¢ aktualne zapotrzebowanie komorek drozdzy.

Interfejs uzytkownika

Dzi¢ki udostepnianym przez Srodowisko programistycz-
ne elementom graficznym powstal przejrzysty i czytel-
ny interfejs uzytkownika, ktory pozwala na intuicyjna
obstuge programu (rys. 6). Monitorowane parametry
wyswietlano w formie liczbowej oraz prezentowano
W postaci przebiegu czasowego, co bardzo utatwiato
okreslenie aktualnego stanu procesu. Na ekranie dostep-
ny jest panel do wprowadzania wartoSci zadanych dla
uktadow regulacji oraz kontrolki sygnalizujace dziatanie
elementéw wykonawczych. Wyswietlane sa rowniez pa-
rametry funkcji logistycznej, wedlug ktorej wprowadza-
na jest pozywka do bioreaktora.
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Rys. 6. Interfejs uzytkownika programu sterujacego

Podczas badan laboratoryjnych skorzystano z boga-
tego zestawu mozliwosci komunikacyjnych pakietu
LabVIEW. Podczas realizacji dwunasto- i szesnastogo-
dzinnych eksperymentow pojawila si¢ koniecznoS¢ wy-
konywania wielu innych czynnoSci w tym samym czasie,
m.in.: przeprowadzano analizy pobranych probek, reali-
zowano zajecia dydaktyczne ze studentami, brano udziat
w wyjazdowych spotkaniach stuzbowych. Ogromnym
ulatwieniem w tych sytuacjach byta mozliwosc¢ zdalne-
go dostepu do interfejsu uzytkownika programu steru-
jacego za pomoca tradycyjnej przegladarki internetowe;j.
Wykorzystana zostala technologia Web Server wbudo-
wana w Srodowisko LabVIEW. Jest to klasyczny serwer
http, ktory umozliwia publikowanie panelu frontowego
aplikacji sterujacej w postaci strony www.

Web Server mozna uruchomic¢ nawet nie posiadajac
gruntownej wiedzy na temat dzialania sieci i protokotu
TCP/IP. Nalezy jedynie wybrac jedna z dostepnych opcji:
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Rys. 7. Konfigurowanie modutu Web Publishing Tool

wySwietlenia pojedynczego obrazu, ciaglego uaktualnia-
nia w okreslonych odstepach sekundowych lub mozli-
woS¢ zdalnego sterowania programem z okna przegla-
darki (rys. 7). Uzytkownik definiuje takze, dla jakich
adresow IP jego strona internetowa bedzie widoczna,
co zabezpiecza aplikacje przed dostepem 0sob niepo-
wotlanych [2].

Podczas badan zdalne sterowanie aplikacja nie byto
konieczne. Regularnie korzystano z mozliwosci podgla-
du panelu uzytkownika w oknie przegladarki interne-
towej, dzicki czemu wiekszos¢ zaklocen w przebiegu
eksperymentow szybko wychwycono i podjeto (najcze-
Sciej telefonicznie) odpowiednie kroki w celu ich sko-
rygowania.

Podsumowanie

Przedstawione rozwiazanie pozwolito na automatyczne
i sprawne przeprowadzenie kilkudziesieciu ekspery-
mentow, dzicki ktorym opracowano prosta i tania me-
tode hodowli drozdzy piekarskich przeznaczona dla
matych i Srednich firm. Metoda ta nie wymaga stosowa-
nia drogich przyrzadéw pomiarowych i zapewnia osia-
ganie wynikow na poziomie zblizonym do rozwiazan
wykorzystujacych duzo bardziej rozbudowane systemy
i skomplikowane algorytmy. Planowane sa dalsze eks-
perymenty, w ktorych wspotpraca srodowisk LabVIEW
i MATLAB zostanie wzbogacona o techniki sztucznej
inteligencji umozliwiajace optymalizacje sterowania
procesem hodowli drozdzy piekarskich.
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