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Cap. L. Oportunitatea temei si principalele obiective ale tezei de doctorat
I.1.1.- Oportunitatea temei

In ultimele decenii s-a constatat o tendinti de inlocuire a proceselor complexe de sintezi
chimica fina, puternic energofage si generatoare de cantitati mari de deseuri toxice, cu procese de
biosintezd (folosind enzime izolate si purificate, sau culturi celulare drept bio-catalizatori).
Motivatia este data de multiplele avantaje oferite de procesele enzimatice (Fig. 1-1): 1) selectivitate
foarte mare; ii) conversie foarte mare; iii) nu genereazd produse secundare toxice; iv) conditii de
reactie foarte blande (apropiate de cele ambientale), usor de realizat fara costuri mari (temperaturi
joase de 20-60°C, presiune normald, pH in limite controlabile); v) utilizarea unor concentratii mici
de bio-catalizator [Moulijn et al., 2001; Gavrilescu si Chisti, 2005]. In prezent se investesc eforturi
considerabile in mai multe directii de dezvoltare a biosintezelor, si anume A) ingineria proteinelor,
la nivel de proiectare moleculara pentru abinerea de enzime cu proprietati dorite; B) ingineria
genetica pentru obtinerea de micro-organisme modificate genetic (OMG). C) Tratamente fizico-
chimice cuplate cu fabricarea de nanostructuri bioactive, cu scopul optimizarii materialului suport
folosit la imobilizarea enzimelor sau biomasei din bioreactor. Toate aceste eforturi (A-C) urmaresc
obtinerea de biocatalizatori cat mai activi, cat mai selectivi si cat mai stabili.

Aceste eforturi incearcd sd depaseasca actualele dificultati din industria de biosinteza,
respectiv costurile mari de producere a unor enzime / culturi celulare suficient de stabile si de
insensibile la impuritati si la variatiile mici ale conditiilor de operare, precum si la stresul chimic
(datorita aditivilor din bioreactor), si cel mecanic (datorat agitarii lichidului din bioreactor),
dificultati care necesita un control avansat al bio-procesului industrial.

Astfel, in ultimii ani, s-a raportat un numar semnificativ de procese industriale enzimatice,
sau biologice in scopul obtinerii de produse/derivati chimici in industria de sinteza organica fina, in
industria farmaceutica, in industria alimentara, sau in industria detergentilor folosind diverse
bioreactoare cu culturi celulare sau enzimatice [Liese et al., 2006; Wang, 2009; Straathof and
Adlercreutz, 2005; Blanch and Clark, 1997; Buchholz and Kasche, 1997; Deckwer et al., 2006;
Buchholz and Hempel, 2006; Jiménez-Gonzélez and Woodley, 2010].

Printre aceste noi procese sunt de mentionat productia de derivati ai monozaharidelor
(indulcitori sintetici), acizi organici, alcooli, aminoacizi, etc., utilizind reactoare mono- sau multi-
enzimatice, sau bioreactoare cu culturi celulare utilizate la productia de drojdie, aditivi alimentari,
proteine recombinate (enzime, vaccinuri), biopolimeri [Straathof and Adlercreutz, 2005; Liese et
al., 2006; Maria et al., 2024B; 2024C; Maria and Renea, 2021; Gijiu and Renea, 2025]. Dezvoltarea
unui proces biologic sustenabil trebuie sa aibd in vedere cateva aspecte legate de caracteristicile
biocatalizatorului, integrarea procesului si minimizarea costurilor, satisfaicand obiective de ordin
economic, mediu / sigurantd si sociale [Jiménez-Gonzédlez and Woodley, 2010; Khamseh and
Miccio, 2012; Tsangaris and Baltzis,1996).

Atunci cand se urmareste ridicarea la scard a unui proces biologic nou, intr-o prima etapa se
determind pe baze experimentale caracteristicile procesului biologic (modelul cinetic, conditiile
optime de reactie pentru enzima / biomasa, cinetica dezactivarii enzimei / biomasei). In continuare,
trebuie solutionate mai multe probleme de inginerie biochimica care constau in:

1).- alegerea tipului de reactor enzimatic sau biologic (cu culturi celulare) cel mai potrivit
bioprocesului studiat (cu amestecare perfectd, sau cu deplasare totald daca biocatalizatorul este
imobilizat in strat fix) [Maria, 2020D; Maria and Renea, 2022B];

i1).- alegerea modului optim de operare al reactorului selectat [discontinuu BR, semi-continuu
FBR, discontinuu cu aditie intermitentd de enzima / biomasa / substrat BRP, sau continuu
(,,chemostat™)] [Maria, 2020D; Moser, 1988; Deckwer, 1991];

ii1).- alegerea modului de utilizare al biocatalizatorului (enzima / biomasa in stare liberd sau
imobilizata pe suport solid/gel potrivit). Imobilizarea biocatalizatorului este de dorit, deoarece
conduce la o crestere a stabilitdtii sale si a duratei de activitate. In ciuda costurilor mari de
imobilizare, efectele economice sunt deosebit de favorabile, intrucat costul biocatalizatorului ne-
imobilizat contribuie cel mai mult la costul de productie, asa cum reiese din (Fig. I-1) [Nedovic and
Willaert, 2005].




Biosinteza industriala

Biosinteza industriala a devenit una dintre cele mai semnificative ramuri ale industriei
farmaceutice si alimentare, avand o importanta covarsitoare in medicina si un impact social major.
La nivel mondial, productia enzimatici si biologica de chimicale este de ordinul 10> — 10° t/an,
fiind extrem de rentabild, cu un cost mediu de cca. 10> — 10° $/kg produs [Moulijn et al., 2001]. De
asemenea, este de remarcat faptul cd pretul de productie depinde nu numai de complexitatea
biosintezei, costul materiei prime, al biocatalizatorului, costul de operare, dar si de capacitatea de
productie a instalatiei fiind invers proportionald cu aceasta.

Avand in vedere faptul cd in ansamblu sdu biotehnologia reprezintda un domeniu
multidisciplinar al stiintelor naturii, tehnicii, tehnologiei si productiei industriale, progresele
inregistrate In domeniul cercetarilor de geneticad si inginerie geneticd, de biologie celulara si
moleculard, de biochimie, biofizicd si microbiologie au favorizat dezvoltarea acestei ramuri
tehnologice, care realizeaza printre cele mai revolutionare concepte si aplicatii industriale, cum ar
fi: obtinerea de vaccinuri si medicamente [asa-numita tehnologie *ADN-recombinat’], produse
alimentare si suplimente nutritive, biosinteze de intermediari chimici, procese enzimatice /
biologice de obtinere a energiei, de tratare a poluantilor si deseurilor, etc.”. In prezent, aplicarea
biotehnologiilor ce implica utilizarea microorganismelor existente in mod natural, selectionate prin
tehnici conventionale sau reprogramate prin tehnici de inginerie geneticd, sau utilizarea
componentelor celulare a plantelor Si animalelor, cunoaste o creStere exponentiald avand un impact
puternic asupra imbunatatirii calitatii vietii prin crestere economica datorata biosintezelor

industriale de ,,chimicale fine”. [Buchholz and Hempel, 2006; Hempel, 2006].

Parameter Classical fermentation  Enzyvmes Chemo catalysts

Catalyst hiving cells Enzymes Metals, acids, ...

Catalyst concentration (kg.-’ul“) 10-200 50— 500 50 - 1000

Specific reactions sometimes often often

Reaction conditions moderate moderate moderate — extreme

Sterility yes yes no

Yield (%) 10-95 70- 59 7099

Important cost item cooling water enzyme varies

Problems regulation of stability selectiviry. stability
1MiCroorganisms

Enzymatic reactions and bioprocesses 5
can replace difficult chemical syntheses, —. paRECh
leading to: s

- high selectivity and yields
- less by-products

1 Catalyst

- less energy

- less environmental pollution

- small biocatalyst concentration

- moderate reaction conditions
Protein engineering / nano-structures / Homogeneous Immobilized

Relative cost (%)

Substrate

(batch) (continuous)

GMO lead to new biocatal

Fig. I-1. Avantajele proceselor de biosinteza (fermentatii utilizand culturi celulare in bioreactoare) si a
sintezelor enzimatice fata de procesele catalitice chimice clasice. [Jos-dreapta] Structura costului de
productie in cazul biosintezelor cu enzimé (sau biomasa) liberd comparativ cu cele cu enzima (sau
biomasa) imobilizatd. Dupa [Moulijn, 2001; Maria, 2018].

Alegerea tipului de reactor cel mai potrivit procesului (multi-)enzimatic sau biologic studiat,
cu biocatalizator (enzime sau biomasa vie) liber (suspendat), sau imobilizat pe granule solide (sau
geluri) poroase, se refera la tipul constructiv, anume [Moser,1988; Liibbert and Jorgensen, 2001;
Engasser, 1988; Maria and Renea, 2022B]: a) cu amestecare perfectd CSTR (continuu, sau semi-
continuu), sau b) cu deplasare totald, daca biocatalizatorul imobilizat este dispus in strat fix intr-o
coloana, sau c) in strat fluidizat / cu agitare mecanica in sistem tri-fazic (cu catalizator imobilizat pe
un suport solid). In al doilea rand, trebuie ales modul optim de operare al bioreactorului selectat,
anume: 1) discontinuu (BR), ii) semi-continuu/,,fed-batch” (FBR), sau iii) continuu pentru cazul
biomasei imobilizate, fie in CSTR cu amestecare mecanica, fie in coloane cu strat fix de
biocatalizator granular [Maria, 2020D] Aceasta analiza poate fi realizatd mult mai eficient si Intr-un
mod sistematic pentru fiecare studiu de caz in parte, printr-o abordare in-silico, off-line (teza de
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fata), folosind modelele matematice ale procesului biologic si ale bioreactorului, prin compararea
politicilor optime de operare determinate pentru fiecare tip de bioreactor in parte tinand cont de
obiectivele problemei de optimizare formulate corespunzator in termeni matematici [Wang, 2009;
Maria, 2012; Khamseh and Miccio, 2012; Jiménez-Gonzalez and Woodley, 2010]. Optimizarea
unui reactor biologic se realizeaza intr-un mod similar cu cea a unui reactor enzimatic, politicile
optime de operare depinzidnd de caracteristicile procesului (cineticd, puritatea materiei prime,
numarul de variabile de control, numarul de intervalele egale de timp ales pentru variatia
variabilelor de control, obiectivele de optimizare), caracteristicile biomasei [domenii de activitate
(temperatura, pH), si de stabilitate, sursa de obtinere] si solutia constructiva aleasa pentru
bioreactor [Maria, 2012; Maria, 2020D]. Pe langa toate acestea, pentru fiecare caz in parte, trebuie
sd se aleaga una din cele doud alternative posibile, respectiv utilizarea de biomasa libera, sau de
biomasa imobilizata pe un suport poros adecvat.

1.1.2 Importanta operarii optimale a reactoarelor biologice folosind modele cinetice MCSMD
deterministe cu variabile continue, hibride, structurate pe mai multe niveluri de detaliere ale
bioprocesului

In cazul reactorului biologic (cu biocatalizator culturi celulare libere sau imobilizate pe un
suport solid poros), tendinta in industrie este aceea de a utiliza sisteme complexe, cu micro-
organisme modificate genetic (OMG), si sisteme de imobilizare eficiente (care impiedica
inactivarea biomasei datorita stresului mecanic si chimic din mediul de cultura), pentru a putea
inlocui cu succes sintezele chimice energofage si poluante, prin utilizarea unor conditii de reactie
mai blande si generarand foarte putine deseuri [Gavrilescu si Chisti, 2005; Hempel, 2006;
Buchholz and Hempel, 2006]. Astfel, procesele biologice moderne, impreuna cu cele enzimatice se
dovedesc a fi eficiente in biosinteza a numerosi compusi chimici, concurand astfel in termeni de
eficienta cu sinteza chimica organica, decurgand cu o selectivitate si o specificitate ridicata,
producand mai putine produse secundare, diminuand consumul de energie si generand mai putina
poluare a mediului (Fig. I-1). Aceasta caracteristicd a biosintezelor industriale este exploatata in
scopuri economice diverse (industrie, medicind, mediu, agricultura, producerea de combustibili)
[Buchholz and Hempel, 2006; Hempel, 2006; Moulijn et al., 2001].

Cu toate acestea, bioprocesele industriale au Incd o raspandire limitata datoritd costurilor

......

.....

biologic datorita modificarilor biomasei de la un ciclu celular la altul, si al controlabilitatii dificile a
bioreactorului. Multe din aceste inconveniente pot fi insa depasite printr-o i) imobilizare eficienta a
biomasei pe suporti potriviti, prin ii) utilizarea de bioprocese cu OMG—uri cu activitate catalitica
superioara, sau/si iii) prin optimizarea conditiilor de lucru si a modului de operare al
reactorului_biologic/enzimatic _selectat, folosind modele matematice avansate ale procesului
biologic/enzimatic si reactorului.

Teza de fata se ocupa de acest ultim aspect al problemei de inginerie, folosind tehnici de calcul
originale (modele cinetice deterministe, modulare, hibride, structurate pe mai multe niveluri de
detaliere, notate MCSMD) inspirate din practica de inginerie chimica si biochimica (IChB)[Maria,
2017, 2017B,2018]. O astfel de abordare de modelare cinetica structurata, modulara, determinista
a metabolismului central al carbonului CCM permite utilizarea unor instrumente performante,
respectiv a algoritmilor numerici si a conceptelor clasice de modelare ale IChB rezumate de catre
[Maria, 2017A; Maria, 2017B; Maria, 2018; Maria, 2023B]

In acest fel, teza de fati aduce o contributie remarcabili la solutionarea, folosind
instrumentele de calcul ale IChB, a problemelor de inginerie ce apar la ridicarea la scara a noilor
procese biologice/biochimice, cunoscandu-se faptul ca partea de inginerie (proiectare
bioreactor/instalatie si operare optimala, toate efectuate im-silico, off-line, prin calcule de
inginerie biochimica pe baza unui model matematic) este poate etapa cea mai dificild in dezvoltarea
unui nou bioproces si in operarea unui bioreactor industrial.

Dupa cum s-a dovedit in literatura de specialitate, analiza numerica in-silico (bazata pe
modele matematice/cinetice) a proceselor biochimice (enzimatice), sau biologice (culturi celulare)
s-a dovedit a fi nu numai un instrument esential, ci si extrem de benefic pentru evaluarile
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ingineresti care vizeaza determinarea politicilor optime de functionare a reactoarelor biologice
[Maria, 2020A; Maria and Renea, 2021; DiBiasio, 1989; Maria et al., 2018C; Scoban and Maria,
2016] sau a celor multi-enzimatice complexe [Maria, 2012; Maria and Crisan, 2017; Maria, 2020B;
Maria and Peptanaru, 2021; Maria and Renea, 2022C; Straathof and Adlercreutz, 2005].

Abordarea clasicd (de rutina, ,default”) in practica de inginerie biochimica pentru
rezolvarea problemelor de proiectare, optimizare Si de control bazate pe modele matematice ale
reactoarelor biologice industriale utilizeaza modele mnestructurate de tip Monod (pentru
bioreactoare cu, culturi celulare) sau de tip Michaelis-Menten (pentru reactoare biochimice,
enzimatice) care ignord reprezentdrile detaliate ale proceselor celulare. Regulile de inginerie
aplicate sunt similare cu cele utilizate pentru procesele chimice (IChB) si sunt inspirate din teoria
controlului sistemelor neliniare. Cu toate acestea, luand in considerare doar variabilele cheie
macroscopice ale procesului (concentratiile de biocatalizator, substrat si produs), aceste modele
nestructurate (aparente, globale) nu reflectd in mod corespunzator modificarile metabolice de la
nivelul biomasei din bioreactor, fiind nepotrivite pentru a prezice cu acuratete raspunsul celular la
perturbatiile mediului de cultura prin intermediul metabolismului celular auto-reglat. Aceste
modele nestructurate pot fi satisfacatoare pentru o modelare aproximativa a procesului biologic, dar
nu si pentru o modelare a proceselor metabolice celulare, neputand face nici o corelatie intre
operarea bioreactorului si adaptarea continua a metabolismului biomasei la conditiile variabile din
bioreactor. De asemenea, precizia predictiilor acestor modele cinetice globale este una destul de
scazuta. In cazul proceselor multi-enzimatice, aceste modele nestructurate nu iau in calcul
interactiunile dinamice dintre modulele reactiilor enzimatice si nici conexiunea tuturor speciilor cu
dinamica reactorului enzimatic.

Tendinta actualid. Teza de fatd urmeaza tendinta actuald pentru rezolvarea cu mai mare
precizie a unor astfel de probleme de inginerie, anume aceea de a utiliza modele cinetice
deterministe, modulare, (cu variabile continue, Si bazate pe mecanismele de reactie metabolice
celulare)(MCSMD), de tip hibrid, structurate pe mai multe niveluri de detaliere ale procesului,
potrivit aplicatiei abordate, care tin cont de reactiile metabolice celulare din CCM implicate in
bioprocesul studiat (la nivel nano-scopic) In conexiune cu dinamica variabilelor de stare macro-
scopice ale bioreactorului.

In cazul reactoarelor biologice, aceste modele hibride MCSMD structurate pe cel putin
doua niveluri de reprezentare ale procesului biologic, pot simula numeric, cu precizie mai mare,
atat etapele cheie din metabolismul central al carbonului (CCM) la scara celulara, responsabile cu
sinteza metabolitilor celulari de interes 1n biosinteza industriald, precum si dinamica variabilelor de
stare macro-scopice ale bioreactorului.

Asa cum o dovedesc si rezultatele din teza de fata, modelele MCSMD de tip ODE (sisteme
de ecuatii diferentiale ordinare) deterministe cu variabile continue ale CCM , chiar daca sunt
complicate si adesea supra-parametrizate, prezintd un numar semnificativ de avantaje, putand
reproduce n detaliu, prin simulari numerice, interactiunile moleculare de la nivel celular, raspunsul
continuu lent sau rapid al celulei la perturbatiile continue exo/endo-gene [Styczynski si
Stephanopoulos, 2005; Maria, 2017A]. In plus, utilizarea modelelor cinetice ODE prezinti
avantajul de a fi usor abordabile din punctul de vedere al calculului numeric, fiind flexibile, usor de
extins si potrivite pentru a fi caracterizate folosind instrumentele IChB si ale teoriei sistemelor
neliniare [Heinrich and Schuster, 1996]. Astfel, se tine cont de proprietatile sistemului de reglare
celular, adica: dinamica, bucle de reglare directa si inversa, si optimalitate. O astfel de abordare de
modelare cinetici ODE a CCM permite utilizarea instrumentelor puternice, respectiv a algoritmilor
numerici si a conceptelor clasice de modelare ale IChB rezumate in cap. [.4.

In cazul reactoarelor multi-enzimatice, acelasi tip de modele hibride structurate multi-nivel
MCSMD cupleaza modelele cinetice ale modulelor de reactii enzimatice inter-conectate, cu luarea
in considerare a tuturor intermediarilor cheie de reactie si a proceselor inhibitorii, toate conectate cu
dinamica variabilelor de stare macro-scopice ale reactorului analizat.

Pe de alta parte, folosirea de modele cinetice MCSMD cu luarea in calcul a mai multor
variabile de control, si a mai multor obiective contrare sporesc dificultatea problemei de optimizare.
In acest caz, folosirea tehnicii frontului Pareto, si compararea unui numar mai mare de alternative
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de operare optimala, conduc la rezultate net superioare comparativ cu abordarile clasice de
optimizare a reactoarelor biologice sau multi-enzimatice.

Teza demonstreaza in mod stralucit valoarea modelelor cinetice hibride, structurate
MCSMD in calculele de inginerie biochimica prin solutionarea a doua studii de caz privind
optimizarea regimului de operare a unor reactoare din industria farmaceutica/alimentara, respectiv:
a) biosinteza unui amino-acid esential (triptofan- TRP) folosind culturi de E. coli modificate
genetic [Maria si Renea, 2021], si b) fabricarea manitolului din fructoza folosind un amestec de
enzime (MDH si FDH) [Maria si Renea, 2022A,B; Renea et al., 2022; Gijiu, Renea, et al., 2025].

Simularea numerica a dinamicii CCM folosind modele cinetice MCSMD

In cazul proceselor reactoarelor biologice, ce folosesc culturi de celule vi, pentru
solutionarea problemelor complexe de optimizare a functionarii lor, folosind modele cinetice
hibride MCSMD, deterministe, structurate (cu variabile continue, si bazate pe mecanismele de
reactie metabolice celulare) care tin cont, cu un grad de detaliere potrivit aplicatiei abordate, de
dinamica speciilor celulare cheie implicate in metabolismul celulei, este absolut necesara
includerea, drept modul central, a unui model cinetic redus al metabolismului central al carbonului
(CCM) din celula respectiva. In modelele MCSMD, de tip hibrid, structurate pe mai multe niveluri
de detaliere, potrivit aplicatiei abordate, trebuie tinut cont de reactiile metabolice celulare Si de
dinamica speciilor celulare cheie ale CCM implicate in bioprocesul studiat (la nivel nano-scopic),
in conexiune cu dinamica variabilelor de stare macro-scopice ale bioreactorului datorita speciilor
importate / excretate de celule.

Conform definitiei din literatura [Creative proteomics, 2024], CCM este urmatoarea:
,Metabolismul central al carbonului, cunoscut si sub numele de schema centrald de reactii
metabolice ale carbonului, sau calea metabolica centrala, se referad la o serie de reactii biochimice
interconectate care au loc in celulele vii. Ea implica conversia moleculelor care contin carbon, cum
ar fi zaharurile Si alti compusi organici, In energie si molecule precursoare necesare cresterii,
proliferarii si supravietuirii celulelor.”

Cele mai importante module de reactii enzimatice ale CCM (Fig. 1-3, I-4), considerate in
teza de fata (grupat sau detaliat), sunt urmatoarele: 1) Glicoliza (Fig. I-5), ce include sistemul PTS
(fosfo-transferazei, secventa GLC - F6P) responsabil cu importul glucozei (GLC) in celula; ii)
modulul PPP (“pentose phosphate pathway”); iii) ciclul acidului citric - TCA (Krebs); iv) sistemul
de regenerare al ATP; v) sistemul de regenerare al NADPH; vi) metabolismul lipidelor, etc. Este de
subliniat ca fiecare intermediar al glicolizei (modulul central al CCM) constituie un precursor
pentru o biosinteza celulara. De exemplu, G6P este precursor pentru sinteza nucleotidelor
(fragmente gene); PEP este precursor pentru sinteza amino-acizilor; PYR este precursorul ciclului
TCA, etc.

Pe de alta parte, este insa cunoscut ca celulele micro-organismelor folosite pe scara larga in
industrie contin O(10"3-4) compusi celulari, O(10"3-4) factori transcriptionali, activatori, inhibitori
si cel putin un ordin de marime mai mare de reactii (bio)chimice (enzimatice), toate asigurand o
adaptare rapida a metabolismului celular la mediul aflat intr-o continua schimbare, folosind
“circuite de reglare geneticd” complexe (GRC), care includ lanturi de ,,module de reactii de reglare
a expresiei genetice” individuale (GERM), etc. [Maria, 2017B,2018,2023B].

Acesta este motivul pentru care, in ciuda numeroaselor incercari din literatura de
specialitate, dezvoltarea unor modele cinetice structurate foarte detaliate pentru CCM celular, pe o
baza deterministd, pentru a simula in mod adecvat si in detaliu autoreglarea metabolismului celular,
cresterea celulelor si replicarea acesteia pentru o astfel de complexitate astronomicd a
metabolismului celular este practic imposibild datoritd lipsei de informatii experimentale structurate
si cuprinzatoare si a limitarilor de calcul datorate complexitatii foarte mari a sistemului celular
[Maria, 2017B, 2018,2023B].

In ciuda dificultatilor mentionate anterior, exista insa numeroase incercari de succes pentru
simularea dinamicii CCM, intr-o forma redusa convenabil [Chassagnole et al., 2002; Jahan et al.,
2016; De and Tomar, 2012; Cerbon et al., 2024; Costa et al., 2010; Costa et al., 2009]. O trecere in
revista a catorva astfel de incercari este facuta de [Styczynski and Stephanopoulos, 2005; Maria,
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2017B; Maria, 2018; Maria, 2014A; Visser et al., 2004]. Aceste modele pot include de la cateva
zeci la cateva sute de reactii enzimatice (review cap. III). De exemplu, modelul CCM in E. coli al
lui [Edwards and Palsson, 2000] contine 436 specii celulare ce participa la 720 reactii metabolice
celulare.

O forma redusa a CCM, cu doar 72 metaboliti, si 95 de reactii, este redatd schematic in
(Fig. I-3). Acest model a fost utilizat de [Maria et al., 2011; Maria, 2014A; Chassagnole et al.,
2002; Usuda et al., 2010; Kadir et al., 2010; Ceric and Kurtanjek, 2006; Tusek and Kurtanjek,
2009] pentru diverse scopuri. In mod similar, o trecere in revista a modului de constructie a unui
GRC celular care include un anumit numar (de regula sub 25) de module individuale (GERM) de
reglare a unei expresii genetice, organizate in lanturi cu functiuni celulare multiple, respectiv:
comutatoare genetice, expresia operonilor (ansambluri de gene), etc. este facuta de [Maria, 2017A,
2017B, 2018; Xiong, 2006; Rocha et al., 2010].

O reprezentare simplificata a modelului CCM a lui [Edwards si Palsson, 2000] include o
stoichiometrie ce considera 72 metaboliti, si 95 de reactii, este redatd schematic in (Fig. I-3).
Modelele cinetice deterministe care utilizeaza variabile continue au fost dezvoltate pentru glicoliza
de catre [Maria, 2014A] (Fig. I-4. I-5, cap. III) si de catre alti cercetatori (review [Maria, 2020A]).
Sunt de amintit si modelele cinetice pentru simularea CCM ale lui [Schmid et al.,2004;
Chassagnole et al., 2002; Costa et al., 2009, 2010; Machado et al., 2015]. Astfel de modele pot
reproduce in mod adecvat raspunsul celulei la perturbatii continue, structura si dimensiunea
modelului cinetic CCM fiind adaptate in functie de cantitatea/calitatea informatiilor bio—omice
disponibile. Chiar daca astfel de modele structurate extinse sunt utilizate in prezent predominant in
scopuri de cercetare, fiind greu de identificat (datorita datelor cinetice celulare incomplete), este o
chestiune de timp pana cand vor fi adaptate in scopuri industriale/ingineresti sub forma unor
modele MCSMD hibride structurate reduse [Maria,2023B]. Cele doua studii de caz prezentate si
discutate in aceasta teza ilustreaza in mod stralucit acest aspect si urmaresc aceasta tendinta din
ingineria biochimica si bioingineria moderna.

In acest context, teza isi aduce o contributie remarcabili prin elaborarea unei metodologii
de constructie a unor modele cinetice hibride structurate (MCSMD), deterministe, care combina
caracteristicile procesului metabolic celular de la nivelul nano-scopic al modulelor esentiale din
CCM celular, cu cele macro-scopice de la nivelul variabilelor de stare ale bioreactorului industrial.
In acest fel, se obtin predictii mai precise si mai detaliate, atat pentru dinamica procesului biologic
de la nivel celular, cat si pentru cea a variabilelor de stare ale bioreactorului analizat. Aplicatia
imediata a acestor modele o constituie determinarea mai precisa a regimului optim de operare al
unui bioreactor industrial. Avantajele unei astfel de abordari, sunt mentionate in Cap. L.3.

1.2 Principalele obiective ale tezei
Sintetizand, obiectivul principal al tezei consta in claborarea de modele cinetice structurate
hibride, de tip MCSMD, pentru a fi utilizate in calcule ingineresti de proiectare si de operare
optimald a reactoarelor biologice (ce contin culturi celulare), sau a reactoarelor multi-enzimatice

(ce contin enzime libere sau imobilizate). Mai specific, se va urmari:

o  A). elaborarea unei metodologii de construire a unui model matematic (cinetic) hibrid
structurat (MCSMD), determinist, potrivit cu caracteristicle bioprocesului condus intr-un
bioreactor analizat, care combina trasaturile procesului metabolic celular de la nivelul nano-
scopic al speciilor si reactiilor esentiale din metabolismul central al carbonului (CCM) al
celulei vi, cu cele macro-scopice de la nivelul variabilelor de stare ale bioreactorului
industrial. In acest fel, se obtin predictii mai precise si mai detaliate pentru ambele niveluri de
reprezentare ale bioprocesului studiat.

o  B). Determinarea mai precisa, pe baza modelelor MCSMD, a unei politici_optime de
operare a unui bioreactor industrial, dar si prezicerea modului in care metabolismul biomasei
se schimba si se auto-adapteaza pe durata a zeci de cicluri celulare, adica a zeci de ore de
functionare a unui bioreactor industrial. [Maria, 2021; Maria si Renea, 2021; Maria si Renea,
2022C; Maria si Renea, 2024B, 2024C].

o Q). Optimizarea reactorului biologic sau a celui enzimatic va tine seama atdt de criterii
economice, cum ar fi productivitatea (maximizare randament), minimizarea consumului de
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materii prime, cat si de criteriile legate de modul sau de operare (discontinuu, sau semi-
continuu), precum si de influenta variatiei parametrilor de operare (variabilelor de control -
cum ar fi debitul si concentratia alimentarii cu substrat, sau cu biocatalizator, etc.) asupra
performantei reactorului.
Toate aceste aspecte vor fi abordate si solutionate folosind modele dinamice prprii (originale) de tip
MCSMD adecvate pentru bioprocesul abordat. Problemele de optimizare, “traduse” intr-o forma
matematica vor fi solutionate folosind proceduri numerice de estimare parametrica si de optimizare
de Tnaltd performanta ce vor fi descrise 1n detaliu la solutionarea fiecarui studiu de caz in parte.

In acest fel, teza se remarci printr-un grad inalt de originalitate si_noutate, cu
aplicabilitate largd 1n calculele de inginerie biochimicd necesare in industria de biosinteza.
Modelul MCSMD adaptat pentru simularea glicolizei si a unor etape esentiale a CCM celular din
celulele de E.coli, poate fi usor extins si adaptat si altor bacterii de interes industrial.

Pentru o exemplificare mai usoara a acestor noi concepte de modelare a proceselor celulare,
cu scop ingineresc imediat [Maria si Renea, 2022C], teza isi propune si reuseste elaborarea si
testarea unei platforme de simulare si optimizare a bioreactoarelor folosind MCSMD, ce
include, intr-o forma modulara, modelele cinetice ale etapelor esentiale ale proceselor celulare
CCM. Aceasta baza de calcul, completata cu reactiile celulare ce privesc sinteza unui metabolit de
interes industrial (ex. TRP aici), este elaborata in asa fel incat sa fie usor de inglobat in modelele
matematice dinamice ale principalelor tipuri de reactoare biologice industriale testate (discontinuu -
BR; semi-continuu, ,,fed-batch” - FBR ; tri-fazic, cu agitare mecanica - MACR). Simulari repetate
cu modelele MCSMD si aplicarea unor proceduri de optimizare specifice ingineriei biochimice vor
permite alegerea celei mai bune alternative de operare a resctorului biologic sau biochimic (dupa
caz). Procedura de optimizare a regimului de functionare a reactorului industrial va considera unul
sau mai multe obiective economice (maximizare randament produs util, cu minimizare consumuri
de materie prima), evaluarile fiind facute pentru perioade de operare suficient de mari care sa puna
in evidenta adaptabilitatea biomasei si dinamica fluxurilor si speciilor celulare cheie.

Teza exemplifica aceste noi concepte propuse pentru dezvoltarea de modele cinetice
MCSMD prin solutionarea a catorva studii de caz complexe, anume:
> (Glicoliza). Adaptarea intr-o forma MCSMD a unui model cinetic al glicolizei in bacterii de
interes industrial (E. coli aici). Acest model (Fig. 1-3, 1-4, 1-5) descris in detaliu in cap. III este o
etapa esentiala in dezvoltarea oricarui model celuar CCM. Un model cinetic adecvat al glicolizei
ofera posibilitatea de a prezice conditiile de operare care asigura un CCM stationar echilibrat
(homeostaza celulara), dar si pe cele care conduc la un regim glicolitic oscilant (Fig. I-
5)[Maria,2014A; Maria et al. 2018; Maria, 2020A, 2021; Maria si Renea, 2021] cu implicatii
imediate in eficienta sintezelor metabolice celulare, transpuse la scara macromoleculara in eficienta
bioreactoarelor industriale. Importanta modelului dinamic celular glicolitic adaptat in teza de fata
este una extraordinara, deoarece glicoliza este elementul central al CCM, fiind responsabila: (1-a)
de importul de glucoza (principalul substrat) in celula, (1-b) de buna functionare a ciclului acidului
citric (TCA, Krebs) care furnizeaza ,,energia” celulara sub forma ATP, agenti reducatori (NADH,
NADPH), etc., si (1-¢) de nivelul de concentratie al intermediarilor glicolizei care, in totalitatea lor,
sunt precursori pentru caile de reactie care conduc la sinteza majoritatii metabolitilor celulari, multi
dintre acestia fiind excretabili prin membrana celulara si de importanta industriala, ca de exemplu
diversi amino-acizi (triptofanul- TRP aici), acid succinic (SUCC), acid citric (CIT), vaccinuri
monoclonale (MABS), etc. [Maria et al., 2019A; Maria et al., 2011; Maria,2018,2020A,2023B;
Maria si Renea, 2021, 2024B].
> (Studiul de caz 1) Adaptarea din literatura [Maria, 2014A] a unui model cinetic structurat
detaliat al glicolizei (cap. IIl, Fig. I-4, I-5), care va fi cuplat cu modulul celular al reactiilor de
sinteza a triptofanului (TRP) (respectiv expresia operonului TRP, Fig. I-4). Acest model cinetic
celular structurat a fost cuplat intr-un model hibrid MCSMD cu cel ce descrie dinamica variabilelor
de stare dintr-un bioreactor semi-continuu (,,fed-batch”, FBR)[Maria si Renea,2021; Maria, 2021].
Modelul hibrid rezultat a fost utilizat in_premiera la optimizarea functionarii bioreactorului FBR
in vederea maximizarii productiei de TRP (Fig. 1-4), cap. IV).
> (Studiul de caz 2). Pentru cazurile reactiilor multi-enzimatice, determinarea unei politici
optime de functionare a reactorului discontinuu (BR) se traduce adesea intr-o problema dificila de

8




optimizare multi-obiectiv. Exemplificarea este facuta in cap. V pentru reducerea bi-enzimatica a D-
fructozei la manitol prin utilizarea enzimei MDH (manitol-dehidrogenaza) si a cofactorului NADH
ca donor de protoni. Regenerarea NAD(+) se face in situ prin degradarea enzimatica a formiatului
de amoniu 1n prezenta formiat-dehidrogenazei (FDH). Pentru un astfel de sistem multi-enzimatic
cuplat, evaludrile in-silico de inginerie vor lua in considerare mai multe obiective de optimizare
concurente (opuse) Si restrictii tehnologice multiple. Teza de fata prezinta o metodologie originala
pentru a genera politica optima de operare a reactorului enzimatic folosind, intr-un mod
original, tehnica frontului Pareto, sau a cea clasice a programarii neliniare (NLP) cu luarea in
considerare a mai multor perechi de obiective economice opuse si a mai multor variabile de control.
Operarea optimala a reactorului BR, astfel obtinuta, este comparata cu operarea optimala a unui
reactor semi-continuu (“fedbatch”, FBR) cu alimentare variabila sau cu o serie de BR de volum
egal (SeqBR). Dupa cum s-a dovedit, ,,punctul de ruptura” (schimbare de panta) al frontului optim
Pareto s-a dovedit a fi o optiune avantajoasa [Maria si Renea, 2022B; Gijiu si Renea, 2025].

1.3 Semnificatia si avantajele modelelor hibride MCSMD propuse in cadrul tezei

Un compromis rezonabil, adoptat si In lucrarea de fatd, il constituie utilizarea unor modele
cinetice hibride MCSMD pentru procesele enzimatice sau biologice care combind caracteristicile
procesului nestructurat cu o reprezentare structurata a sa (detaliata, pe baza de mecanism de reactie)
pentru a genera predictii mai precise ale dinamicii (bio)reactorului studiat [Maria, 2023B; Maria si
Renea, 2022C]. Practic, modelele hibride folosesc o ierarhie pe doud niveluri de simulare dinamica:
a) variabile de stare macroscopice ale bioreactorului, conectate la b) variabilele de stare
nanoscopice care descriu dinamica proceselor metabolice celulare de interes [vezi studiul de caz
nr.1, cap. IV]. Este si cazul reactiilor multi-enzimatice inter-conectate, care descriu dinamica
reactorului pe doud niveluri ierarhice: a) evolutia intermediarilor reactiilor enzimatice observabili
sau neobservabili, dar b) conectati la variabilele de stare macroscopice ale reactorului [vezi studiul
de caz nr. 2, cap. V].

AlCI !

Prin studiile de caz abordate, lucrarea de fata pune in evidenta avantajele modelelor
cinetice hibride structurate MCSMD folosite la simularea dinamicii bioreactoarelor si, implicit, a
dinamicii proceselor metabolice celulare ale biomasei din bioreactor, astfel:

i.)- Gradul mare de detaliere si de precizie al predictiei modelelor hibride MCSMD sunt
remarcabile, atat la nivel macro-scopic (variabilele de stare ale bioreactorului), cat si nano-scopic
(dinamica speciilor celulare ce tin de CCM), asa cum o probeaza cateva exemple de mai jos.

ii).- Pentru studiul dinamicii glicolizei in E. coli (cap. 11I), modelul MCSMD al lui [Maria, 2014A,
2020A; Maria et al., 2018B, 2018C; Maria and Renea, 2021] realizeaza un grad mai mare de
detaliere al predictiei dinamicii speciilor din bioreactor, respectiv poate prezice, prin simulare,
dinamica a [9(specii celulare) + 1 specie (in lichid bioreactor)], comparativ cu dinamica a doar 1
specie (in lichid bioreactor) prezisd de un model macroscopic clasic FBR. In acelasi timp, modelul
structurat acopera un interval de operare mai larg, respectiv, [GLClext = [0-1] mM, si [GLCl]feed =
100-1000 mM.

iii).- Pentru studiul de caz no. 1 (cap.IV), privind maximizarea productiei de TRP intr-un FBR
folosind o cultura de E. coli ,,wild”, sau OMG [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021]), modelul
MCSMD al lui [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021; Maria si Gheorghe,2024] realizeaza un grad
mai mare de detaliere al predictiei comportarii bioreactorului, caracterizand dinamica a [14 (specii
celulare) + 4 (specii in lichid bioreactor)] comparativ cu numai [3 (specii in lichid bioreactor)]
printr-un model FBR macroscopic clasic (ne-structurat), acoperind in acelasi timp un interval mai
larg de operare si o gama mai mare de variabile de control si diferite tulpini de celule E. coli
(,,wild” sau OMG), astfel: dilutie bioreactor (debit de alimentare/evacuare raportat la volumul de
lichid din bioreactor) = [10° — 0.01] 1/min; [GLC]feed = [200-3500] mM; [GLC]ext = [0-10] mM;
[X] = 10-100 gDW/L; [GLClinitial = [1-200] mM; FL = [0.015-0.040] L/h [Maria si Renea, 2021;
Maria, 2021]). Pentru comparatie, modelul bioreactorului FBR a lui [Chassagnole et al., 2002]
simuleaza comportarea acestui sistem cu un model MCSMD similar (dar cu alt model al
glicolizei), insa cu intervale de operare mult mai restranse (cu cca. un ordin de marime mai mici,
vezi [Maria et al., 2018C]).
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iv).- Pentru acelasi studiu de caz no. 1(cap.IV), privind maximizarea productiei de TRP intr-un
FBR folosind o cultura de E. coli ,,wild”, sau OMG [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021]), teza
de fata probeaza superioritatea si posibilitatile sporite ale modelelor cinetice structurate hibride
MCSMD de a oferi predictii cu o acuratete mai mare atunci cand sunt utilizate pentru calcule de
inginerie biochimica (optimizarea off-line a operarii bioreactorului) comparativ cu modelele
nestructurate de tip Monod. De exemplu, (@) modelul MCSMD poate prezice o politica optima de
operare a unui bioreactor FBR pentru maximizarea productiei de triptofan (TRP) cu o alimentare
constanta ce satisface simultan mai multe obiective economice (folosind tehnica frontului Pareto)
[Maria et al., 2018A; Maria et al., 2018C; Maria si Gheorghe, 2024]; (b) modelul MCSMD prezice
o politica optima de alimentare variabila ,,in trepte” (ca debit si concentratie substrat GLC) a unui
bioreactor FBR pentru maximizarea productiei de TRP net superioara unei operari cu alimentare
constanta [Maria and Renea, 2021; Maria, 2021]. (¢) Aceeasi concluzie este valabila si pentru un
reactor FBR bi-enzimatic (studiul de caz nr. 2). Intr-un studiu de caz similar, modelul MCSMD
poate prezice o politica optima de operare a unui bioreactor FBR pentru maximizarea productiei de
manitol (M) din fructoza, in alternativede operare multiple, folosind tehnica frontului Pareto [Gijiu,
Maria si Renea, 2025]

v).- Literatura de specialitate contine si alte studii de caz care vin in sustinerea utilizarii de modele
MCSMD, in ciuda complexitatii lor si a efortului sustinut experimental si de calcul pe care il
presupune elaborarea unor astfel de modele dinamice extinse. Aici sunt de mentionat urmatoarele
exemple: (a) Modelul MCSMD [72 (specii celulare), implicate in 95 de reactii celulare + 1 (specie
in vrac, adicd biomasa)] folosit pentru a proiecta in-silico de tulpini OMG de E. coli folosite in
scopul optimizarii productiei de acid succinic (SUCC) simultan cu productia de biomasa intr-un
reactor discontinuu (BR) [Maria et al., 2011]; (b) Modelul MCSMD [26 (specii celulare) + 3
(specii in vrac)] folosit pentru optimizarea unui FBR utilizat la retinerea ionilor de mercur de catre
E.coli. Acelasi model a fost folosit si pentru pentru a prezice gradul de clonare cu plasmide de
mercur a celulei de E. coli OMG pentru a maximiza randamentul de indepartare a ionilor de mercur
din apele uzate, fara a pune in pericol metabolismul celular. [Maria, 2023B; Maria si Luta, 2013].
(¢) Un model MCSMD folosit la optimizarea unui FBR folosit pentru productia de anticorpi
monoclonali (mAbs). [Maria, 2020D; Maria si Renea, 2024B].

vi).- Modelele celulare structurate de tip MCSMD sunt de asemenea utile pentru intelegerea
bioprocesului celular in legatura directd cu modul de functionare al bioreactorului. De exemplu, in
studiul de caz nr. I(cap.IV), se pot determina in-silico (prin simulare cu ajutorul modelului
matematic) conditiile de aparitie a oscilatiilor glicolitice in directa legatura cu concentratia de
substrat din mediul de cultura [GLC]env, si cu caracteristicile celulare, [Maria et al., 2018B; Maria,
2020A], precum si inflenta acestora asupra oscilatiilor din expresia operonului TRP [Maria, 2020A;
Maria et al., 2018A], sau cele care conduc la o crestere echilibratd a celulelor (in stare cvasi-
stationara - QSS, adica la homeostaza) [Maria et al., 2018C].

In concluzie, printr-o abordare moderna si originala a unor probleme dificile de inginerie
biochimica, teza se remarca printr-un grad inalt de originalitate si noutate, cu aplicabilitate larga
in industria de biosinteza.

Nu in ultimul rand, trebuie mentionat ca tehnicile numerice de estimare a parametrilor modelelor
cinetice, de simulare a dinamicii bioproceselor precum si cele utilizate la optimizarea bioreactorului
sunt de complexitate inalta, folosind optimizarea neliniarad in prezenta restrictiilor multiple, precum
si tehnica frontului Pareto.

CAP. 11.- Bioreactoare si reactoare enzimatice industriale
Acest capitol este dedicat descrierii sumare a principalelor tipuri de reactoare biochimice
(enzimatice), sau biologice (avand culturi de celule vi) folosite in industria de biosinteza. Sunt
trecute in revista caracteristicile lor, avantajele si dezavantajele utilizarii fiecarui tip in parte, cu
exemple. Tot aici se trec in revista cele mai utilizate obiective de optimizare folosite in literatura de
specialitate in calculele de inginerie dedicate optimizarii functionarii reactoarelor enzimatice sau
biologice. Efortul autoarei de a sistematiza literatura de specialitate este unul foarte laudabil.
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CAP. III - GLICOLIZA - Etapa esentiala a CCM. Descrierea unui modelului cinetic din
literatura aplicat in celulele de E. coli.

Glicoliza este etapa esentiala a metabolismului central al carbonului (CCM) intr-o celula
vie (Fig. I-3). Ea asigura importul de substrat (GLC) necesar tuturor sintezelor metabolice celulare.
In acest scop, toti intermediarii glicolizei sunt puncte de plecare (precursori) pentru sinteza celulara
a majoritatii metabolitilor sai.

Atunci cand se dezvolta un model cinetic hibrid structurat de tip MCSMD , acesta trebuie
sa includa in mod obligatoriu modulele de reactie esentiale ale CCM.

In acest capitol sunt trecute in revista principalele tipuri de modele cinetice ale glicolizei,
existente in literatura de specialitate, cu accent pe modelul redus al lui [Maria, 2014A] (Fig. 1-5)
pentru celula de E.coli — model identificat experimental, si adoptat si in teza de fata. O atentie
speciala se va acorda conditiilor de mediu din bioreactor, si a celor ce tin de fenotipul bacteriei de
E.coli care induc oscilatii glicolitice.

Folosind un model al sintezei triptofanului (TRP)(descris pe larg in cap. IV; Fig. 1-4),
cuplat cu modelul glicolizei, acest capitol exemplifica cum oscilatiile glicolitice se repercuteaza si
asupra oscilatiilor si randamentului sintezei TRP [Maria et al, 2018A, 2018B, 2018C].

CAP. IV - Studiul de caz 1. Modelarea dinamicii unor etape esentiale ale CCM si a procesului
metabolic de sinteza a triptofanului (TRP) in celulele de E.coli. Contributii privind optimizarea
bioreactorului industrial FBR de sinteza a TRP folosind un model hibrid, multi-nivel, de tip
MCSMD

Modelele cinetice modulare, deterministe (cu variabile continue, Si bazate pe mecanismele de
reactie metabolice celulare)(MCSMD), de tip hibrid, structurate pe mai multe niveluri de detaliere
(cap. L.1.2), conecteaza dinamica proceselor metabolice celulare (reactii enzimatice la nivel nano-
scopic) cu dinamica variabilelor de stare macro-scopice ale bioreactorului. Aceste modele
matematice (cinetice), dezvoltate si in capitolul de fata, sunt din ce In ce mai utilizate in evaluarile
de inginerie biochimica sau biologica pentru a obtine predictii mai precise ale dinamicii
bioreactorului si biomasei in conditii variabile de operare. In functie de complexitatea modelului
celular, un astfel de instrument matematic poate fi utilizat pentru a evalua si fluxurile metabolice
celulare (adica vitezele de reactie in conditii cvasi-stationare) in relatie cu conditiile de operare ale
bioreactorului, sugerand astfel modalitdti de modificare geneticd a microorganismului pentru a
imbunatati eficienta bioreactorului indusrial. Chiar dacd un astfel de model extins necesita mai
multe eforturi experimentale Si de calcul pentru a fi construit, utilizarea lui este avantajoasa.
Exemplul probator abordat in acest capitol, se referd la un model hibrid MCSMD care descrie
dinamica la scard nano-metrica a unor specii cheie ce tin de metabolismului central al carbonului
(CCM) in celulele de E. coli, conectate cu dinamica variabilelor de stare macro-scopice ale unui
bioreactor industrial semi-continuu (,,fed-batch” - FBR) utilizat pentru productia de triptofan
(TRP). Se obtin astfel predictii ale dinamicii bioprocesului celular si a bioreactorului mult mai
precise si mai detaliate (ca numar de specii considerate in model), comparativ cu folosirea unui
model cinetic clasic (,,default”) ne-structurat (Monod).

Aplicatia imediata a unui astfel de model hibrid structurat MCSMD il constituie folosirea
sa in determinarea cu mai mare precizie a foliticilor optime de operare a bioreactoarelor BR sau
FBR. Capitolul de fata exemplifica in mod stralucit valoarea modelelor hibride, structurate
MCSMD in solutionarea acestor probleme de optimizare a performantelor bioreactoarelor
industriale. Studiul de caz analizat abordeaza problema maximizarii productiei de triptofan (TRP)
intr-un reactor de tip FBR [Maria si Renea, 2021].

Tulpina de E. coli naturala (,,wild”) utilizata, a fost modificata genetic pentru a maximiza
sinteza celulara de TRP excretabil. In acest scop, sistemul PTS DIN CCM (reactia grupata V1 din
Fig. I-3, Fig. I-5) de import a glucozei (GLC) in celula a fost inlocuit cu unul mai eficient, bazat pe
sistemul de import controlat de galactoz-permeaza/glucokinazd (GalP/Glk), prin modularea
expresiei genice a GalP/Glk. Studiul prezinta multiple elemente de noutate: (i) modelul matematic
(cinetic) hibrid MCSMD modular propus este unul original; ii) Acesta a fost validat pe baze
experimentale, folosind datele experimentale ale unui colectiv de cercetare de la TU Hamburg cu
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care conducatorul de doctorat colaboreaza (vezi ,,Acknowledgements” de mai jos); (iii)) A fost
testata eficienta modelului (cinetic) Aibrid MCSMD in a determina in-silico politica optima de
functionare a FBR.

Dupa sublinierea importantei si avantajului abordarii in-silico a studiului de caz analizat, se
descriu caracteristicile bioreactorului FBR analizat, operat la TU Hamburg (Germania), precum si
seturile de date cinetice experimentale obtinute de la partenerul strain al colaborarii, penreu care a
fost adresat urmatoarele ,,Acknowledgements”.
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In continuare, se descrie modelul cinetic structurat hibrid MCSMD al bioprocesului celular si al
bioreactorului FBR. S-a pus accent pe descrierea principalelor module ale modelului structurat
hibrid MCSMD , respectiv: i) CreSterea biomasei [X]; ii) modelul dinamic al FBR; iii) modulul
[A] — Glicoliza; iv) modulul [B] - sistemul de regenerare al ATP; v) modulul [C] - sinteza TRP. In
continuare se descrie modul in care au fost estimate cele 49 de constante de viteza, pentru intreg
modelul cinetic Aibrid MCSMD [A+B+C+X+ FBR], conform [Maria, 2021].

Problema optimizarii bioreactorului FBR este tratata in mod gradual, detaliind etapele aplicarii
algoritmului de calcul, respectiv: 1) Formularea problemei de optimizare; ii) Selectarea variabilelor
de control; iii) Alegerea functiei obiectiv; iv) Restrictiile problemei de optimizare; v) Alegerea
celei mai potrivite valori pentru parametrul “Ndiv”’ (numarul de diviziuni egale ale duratei sarjei,
folosite la alimentarea variabila a FBR pe fiecare diviziune in parte); vi) Algoritmi numerici
utilizati la solutionarea problemei de optimizare; vii) Particularitatile solutiei problemei de
optimizare in cazul bioreactorului FB ; viii) Rezultate optimizarii FBR Si discutia acestora.

CAP. V - Studiul de caz 2. Modelarea dinamicii procesului bi-enzimatic de sinteza a manitolului
din fructoza cu regenerarea continua a cofactorului NADH. Contributii privind optimizarea
reactorului industrial discontinuu (BR) sau semi-continuu (FBR) folosind un model hibrid, multi-
nivel, de tip MCSMD

Reactiile enzimatice pot inlocui cu succes sintezele chimice complexe, utilizand conditii de
reactie mai blande Si generand mai putine deSeuri. Analiza numerica in-silico, off-line dezvoltata in
acest capitol se bazeazd pe un model cinetic complex, hibrid, de tip MCSMD (determinist, cu
variabile continue, modular, cu doua niveluri de detaliere, corespunzatoare celor doua procese
enzimatice inter-conectate si conectate cu variabilele de stare ale reactorului in care sunt conduse
aceste reactii). Acest model cinetic complex s-a dovedit a fi un instrument de calcul ingineresc
extrem de benefic si util pentru determinarea in-silico, off-line a politicilor optime de functionare
ale reactoarelor multi-enzimatice. Dupa cum s-a dovedit in literatura de specialitate, pentru cazurile
multi-enzimatice, determinarea unei politici de operare optima chiar Si in cazul simplu al
reactorului discontinuu (BR) corespunde unei probleme de optimizare multi-obiectiv, ne-convexa,
multi-modala, dificil de rezolvat. Lucrarea de fata dovedeste cum utilizarea unui model cinetic
hibrid, de tip MCSMD , precum si a unor proceduri de optimizare performante ce tin de
programarea neliniara (NLP), sau a tehnicii fronturilor Pareto-optimale (cu funcii obiectiv
contrare) pot conduce la optimizarea operarii reactoarelor BR sau FBR (cu alimentare constanta,
sau variabila).
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Pentru exemplificare s-a ales procesul complex de reducerea enzimatica a D-fructozei la
manitol prin utilizarca MDH (manitol dehidrogenazd), Si a cofactorului nicotinamida adenin
dinucleotidd (NADH). Co-factorul epuizat NAD" se regenereaza continuu in-sifu, printr-o reactie
enzimatica de degradare a formiatului de amoniu in prezenta FDH (formiat dehidrogenaza). Pentru
un astfel de sistem cuplat, evaluarile in-silico de inginerie trebuie sa tind cont de obiective de
optimizare multiple si contrare, precum Si de multiple restrictii tehnologice. Aceastd lucrare
prezintd o metodologie de generare a politicilor de operare Pareto-optime ale BR cu luarea in
considerare a mai multor obiective economice opuse Si implicand un numar moderat de variabile de
control. Printre multiplele elemente de noutate sunt de amintit: i) Utilizarea tehnicii fronturilor
Pareto-optime multiple poate conduce la obtinerea unei politici optime de operare a unui BR cu
performante ridicate. ii) Compararea acestui BR optim cu rezultatele raportate in literatura de
specialitate pentru acelaSi proces, dar operat intr-un reactor FBR , sau operat optim intr-o serie de
reactoare BR de volum egal (,,batch-to-batch”, SeqBR), a relevat superioritatea operarii BR
folosind fronturi Pareto-optime multiple. 1ii) Alegerea ,,punctului de ruptura” a pantei frontului
Pareto-optim ca si solutie a problemei de optimizare a operarii reactorului BR , se dovedeSte a
conduce la beneficii economice consistente. iv) Modelul cinetic modular, determinist, hibrid,
structurat MCSMD se dovedeste si in aceste cazuri de reactii multi-enzimatice a fi un instrument
de calcul performant si eficient in solutionarea unor astfel de analize de inginerie biochimica.

CONCLUZII GENERALE

Indeplinirea obiectivelor principale ale tezei

Utilizand conceptele, principiile, si metodele de calcul numeric ale Ingineriei Chimice si
Biochimice (IChB) enuntate in sectiunea 1.4 [Maria and Renea, 2022C], teza de fata reuseste, prin
solutionarea a doua studii de caz complexe (cap. IV, si cap. V) sa demonstreze intr-un mod
elocvent si cu eleganta unui cercetator format, multiplele avantaje oferite de utilizarea modelelor
cinetice hibride MCSMD structurate multi-nivel dezvoltate in cadrul tezei, pentru solutionarea
unor probleme de inginerie biochimica, in cazul de fata cele referitoare la optimizarea regimului de
functionare al unor reactoare biologice (cu biomasa vie), sau al unor reactoare biochimice
(enzimatice). In acest fel, sunt indeplinite intr-un mod stralucit si in totalitate principalele obiective
ale tezei, anume:
1).- Elaborarea unei metodologii de construire a unui model matematic (cinetic/dinamic) hibrid
structurat (MCSMD), modular, determinist (cu variabile continue si bazat pe un mecanism de
reactie), cu cel putin 2 niveluri de detaliere ale procesului biologic condus intr-un bioreactor
analizat, respectiv un model care combina cinetica procesului metabolic celular de la nivelul nano-
scopic al speciilor si reactiilor esentiale din metabolismul central al carbonului (CCM) al celulor
vi, cu cinetica variabilelor de stare macro-scopice ale bioreactorului industrial. In acest fel, se obtin
predictii mai precise atat pentru dinamica procesului biologic de la nivel celular, cat si pentru
dinamica parametrilor de operare (variabile de stare) ai bioreactorului industrial considerat.
Metodologia de asamblare a modulelor modelului MCSMD este descrisa in detaliu in cap. IV
(studiul de caz 1).
2).- Determinarea mai precisa, pe baza modelelor MCSMD, a unei politici optime de operare a
unui bioreactor industrial (Studiul de caz 1, cap. IV), dar si prezicerea modului in care
metabolismul biomasei se schimba si se auto-adapteaza pe durata a zeci de cicluri celulare, adica pe
durata a zeci de ore de functionare ale bioreactorului industrial [Maria, 2021; Maria si Renea, 2021;
Maria si Renea, 2022C; Maria si Renea, 2024B,2024C]. Superioritatea utilizarii modelelor
structurate multi-nivel in raport cu cele clasice ne-structurate (de tip Monod, cu doar 3 variabile
cheie) se traduce atat printr-o precizie mai mare a predictiei dinamicii speciilor considerate in
model, dar si printr-un grad de detaliere mult sporit (13 specii nano-celulare si 4 specii macro-
scopice din faza lichida a bioreactorului in studiul de caz 1, comparativ cu doar 3 specii macro-
scopice in cazul utilizarii unui model Monod nestructurat).
3).- Determinarea mai precisa, pe baza modelelor cinetice hibride MCSMD, structurate, a unei
politici optime de operare a unui reactor multi-enzimatic industrial (Studiul de caz 2, cap. V),
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printr-o abordare structurata, determinista, a celor doua procese enzimatice inter-corelate, si
corelate cu variabilele de stare macroscopice cheie, ce tine seama:

1).- de criterii economice, cum ar fi productivitatea (maximizare randament in produs util),
minimizarea consumului de materii prime (enzime, cofactor);

i1).- de criterii legate de modul de operare al reactorului (discontinuu, sau semi-continuu);

ii1).- de influenta variatiei variabilelor de control (debitul de alimentare si concentratia alimentarii
cu substrat si cu biocatalizator) asupra performantei reactorului;

iv).- de influenta algoritmului de optimizare folosit asupra calitatii solutiei problemei de optimizare.
Astfel, pe langa utilizarea unor algoritmi clasici de programare neliniara (NLP), cu o singura
functie obiectiv (maxim productie produs util), studiul a pus in evidenta si valoarea deosebita a
folosirii tehnicilor fronturilor Pareto optime, ce considera simultana a mai multe functii obiectiv de
optimizare contrare.
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Fig. 1-3. Schema simplificata a principalelor reactii din CCM in E. coli considerate in teza de fata si in modelul
cinetic al lui [Maria et al., 2011; Maria et al., 2014A]. Acest model a simplificat a lui [Edwards si Palsson,
2000] se refera la tulpina “wild” ce include sistemul PTS de import glucoza (GLC), respectiv secventa de reactii
successive GLC—>F6P. Fluxurile ce caracterizeaza transportul membranar [Metabolite(environ.) <>
Metabolite(cyt.)] si schimbul cu mediul au fost omise. Vezi [Maria et al., 2011; Maria, 2014A] pentru detalii si
explicatii privind numerotarea celor 95 de reactii in care sunt implicati cei 72 metaboliti cheie considerati in
modelul cinetic. Notatii: [e]= mediul extern celulei; [c]= citosol. Adaptat dupa [Maria et al., 2011] cu aprobarea
CABEQ Jl. Reactia V2 (Fig. I-4) este ,,nodul” generator al oscilatiilor glicolitice, asupra caruia se exercita
bucle de reglare inversa / inainte, pozitive si negative [Maria, 2020C; Maria et al., 2018B; Maria, 2021]. GLC =
glucoza; F6P= fructoza-6-fosfat; FDP = fructoza-1,6-difosfat. Vezi lista cu abrevieri a lui [Maria et al., 2011].
V1-V6 = viteze de reactie grupate (Fig. I-4) discutate de [Maria, 2021, 2014A]. Abrevierile speciilor sunt
explicate de [Maria, 2021, 2014A].
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Fig. I-4. Shema de reactie simplificata pentru glicoliza in E. coli (dupa [Maria, 2014A; Maria,2021])(respectiv
secventa de reactii verticale consecutive din stanga, GLC - PYR), conectata la sinteza TRP (zona gri) [Maria et
al., 2018A; Maria si Renea, 2021]). In celula “wild”, importul de GLC este asigurat de sistemul PTS (al
fosfotransferazei), respectiv reactia globala V1 (GLC--> F6P). Aceastd schema de reactii a fost folositd de
[Maria et al., 2018A, 2018C; Maria, 2021; Maria si Renea, 2021] pentru a obtine un model cinetic structurat,
hibrid, de tip MCSMD pentru simularea dinamicii sintezei TRP. Conexiunea sintezei TRP la glicoliza se
realizeaza prin nodul comun PEP [Maria et al., 2018A; Maria, 2021]. Structura modelului cinetic modular
include, de asemenea, sinteza co-metabolitilor de adenozina ATP, ADP, AMP, ca parte a sistemului de
regenerare a ATP (dreptunghiul roz din figurd). Notatii: GLC(ex)= glucoza in mediul celular. Abrevierile
speciilor sunt date in lista de abrevieri ale [Maria si Renea, 2021]. Speciile din paranteza nu sunt incluse in mod
explicit In modelul de glicoliza. Literele italice noteazd enzimele. Patratele includ notatii ale vitezelor de reactie
enzimatice V1-V6 incluse in modelul de glicolizd propus de [Maria, 2014A, 2021; Maria si Renea, 2021].
Expresiile V1-V6 si alte detalii sunt prezentate in capitolele IV si V. Adaptat dupa [Maria, 2014A] cu
amabilitatea CABEQ J1., si completat conform modelului cinetic al lui [Maria, 2021]. GLC(ex)= glucoza in
spatial extra-celular.

4).- Testarea in premierd cu rezultate deosebit de pozitive in calculele de optimizare a
reactoarelor biologice/biochimice a modelelor cinetice hibride, structurate multi-nivel, de tip
MCSMD. Acestea, au oferit posibilitatea obtinerii in-silico a unui numar mai mare de alternative
de operare pentru reactoarele FBR , toate fiind determinate cu o precizie crescuta comparativ cu
utilizarea unor modele clasice ne-structurate de tip Monod (vezi studiul de caz 1, cap. IV), sau de
tip Michaelis-Menten (vezi studiul de caz 2, cap. V). Avantajele modelelor hibride MCSMD
propuse in cadrul tezei ce se desprind din solutionarea celor doua studii de caz sunt descrise pe larg

in cap. [.3.

5).- Dovedirea validitatii principiilor/conceptelor si algoritmilor de calcul de IChB (cap. 1.4)

folositi la constructia modelelor cinetice structurate deterministe de tip sibrid MCSMD .
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Fig. I-5. Modele extinse si simplificate ale glicolizei in E. coli utilizate de catre:

(stanga) modelul extins ChassM, ce include si “pentose-phosphate pathway” (PPP)[Chassagnole et al., 2002];

(dreapta) modelul redus mTRM al lui Maria [2014A] ce include si sistemul regenerarii ATP prin intermediul sintezei
co-metabolitilor ADP, AMP.

Patratele noteza reactiile enzimatice din modelul mTRM (dreapta). Speciile din paranteze nu sunt incluse in mod explicit
in modelul mTRM. Literele cursive noteaza enzimele.

Notatii metaboliti (ne-inclusi in lista de abrevieri a lui [Maria, 2014A]): 6pg = 6-phosphogluconate; ac = acetate; cho =
chorismate; cit = citrate; dhap = dihydroxyacetonephosphate; dipim = diaminopimelate; e4p = erythrose-4-phosphate;
etoh = ethanol; for = formate; fum = fumarate; glp = glucose-1-phosphate; gln = glutamine; ile = isoleucine; kival =
ketoisovalerate; lac = lactate; lala = L-alanine; mal = malate; met = methionine; mur = mureine; oaa = oxaloacetate; rib5p
= ribose-5-phosphate; ribuSp = ribulose-5-phosphate; sed7p = sedoheptulose-7-phosphate; trp = tryptophan; xyl5p =
xylulose-5-phosphate.

Notatii enzime: AK-ase = adenylate kinase, ALDO = aldolase; DAHPS = DAHP synthases; ENO = enolase; GIPAT =
glucose-1-phosphate adenyltransferase; G3PDH = glycerol-3-phosphate dehydrogenase; G6PDH = glucose-6-phosphate-
dehydrogenase; GAPDH = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; MetSynth = methionine synthesis; MurSynth =
mureine synthesis; PDH = pyruvate dehydrogenase; PEPCxylase = PEP carboxylase; PGDH = 6-phosphogluconate
dehydrogenase; PG/ = glucose-6-phosphate isomerase; PGK = phosphoglycerate kinase; PGluMu = phosphoglycerate
mutase; PGM = phosphoglucomutase; R5PI = ribose-phosphate isomerase; RPPK = ribose-phosphate
pyrophosphokinase; RuSP = ribulose-phosphate epimerase; Synthi,2 = synthesis 1,2; TA = transaldolase; 7Ka =
transketolase, reaction a; 7Kb = transketolase, reaction b; 7S = triosephosphate isomerase; TrpSynth = tryptophan
synthesis.

Utilitatea modelelor hibride structurate MCSMD in calcule de inginerie biochimica

Prezenta teza de doctorat prezinta rezultatele unor cercetari ample, teoretice, in-silico
(bazate pe folosirea de modele cinetice ale unor procese biologice sau biochimice preluate din
literatura de specialitate, dar validate experimental, fie prin cercetari multiple efectuate de
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catre cercetatori referenfiati in aceasta lucrare, fie de catre cercetatori referentiati cu care
conducatorul de doctorat are colaborari stiintifice (cap. V), atat sub aspectul mecanismului de
reactlie, cat Si sub aspectul formei expresiilor vitezelor de reactie ale procesului enzimatic de
la nivel celular, ce tin de ,metabolismul central al carbonului” (CCM). Aceasta cercetare
ampla dezvoltata aici are ca principal scop elaborarea unei metodologii privind constructia de
modele matematice (cinetice) celulare modulare, deterministe structurate, hibride
(MCSMD), similare cu cele folosite in ingineria chimicd Si biochimica (IChB) ce pot
caracteriza satisfacator dinamica etapelor esentiale ale CCM, dar Si a modulelor de reactii de
la nivel celular responsabile cu sinteza metabolitilor de interes industrial. De asemenea, teza
iSi propune s testeze eficienta noilor modele cinetice hibride MCSMD 1in aplicatii de calcul
ingineresc ce vizeaza optimizarea unor bioreactoare sau reactoare enzimatice.

Luand in considerare doar variabilele cheie macroscopice ale procesului
(concentratiile de biomasa, substrat Si produs), modelele clasice (,,default”) nestructurate
(aparente, globale, de tip Monod) nu reflecta in mod corespunzator modificarile metabolice de
la nivelul biomasei din bioreactor, fiind nepotrivite pentru a prezice cu acuratete raspunsul
celular la perturbatiile mediului de cultura prin intermediul metabolismului celular auto-
reglat. Aceste modele nestructurate pot fi satisfacatoare pentru o modelare aproximativa a
procesului biologic, dar nu Si pentru o modelare a proceselor metabolice celulare, neputand
face nici o corelatie intre operarea bioreactorului Si adaptarea continuda a metabolismului
biomasei la conditiile variabile din bioreactor. In cazul reactoarelor multi-enzimatice,
modelele nestructurate (de tip Michaelis-Menten) nu pot simula corespunzator interactiunea
dintre mai multe reactii enzimatice conduse simultan, si nici interactiunea acestora cu
variabilele de stare ale reactorului enzimatic.

In acest context sunt de evidentiat cateva concluzii legate de rezultatele pozitive ale
studiului in-silico obtinute in cadrul tezei privind avantajele utilizirii de modele hibride
MCSMD 1in ingineria biochimica (cap. 1.3).

6).- Pe baza celor 2 studii de caz solutionate, teza de fatd recomanda utilizarea de modele
cinetice hibride, structurate, modulare MCSMD in calcule de inginerie biochimica. Prin
comparatie cu cele nestructurate, modelele MCSMD ofera predictii de precizie sporita, cu un
grad mai mare de detaliere (nr. specii considerate), si pe o durata de reactie mai mare.

In acest context, teza isi aduce o contributie remarcabila in domeniul modelarii proceselor
biologice celulare la scara nano-molara, prin cuplarea intr-un model dinamic hibrid a
modelelor cinetice celulare structurate (ce includ dinamica speciilor Si a reactiilor metabolice
de la nivel celular, ce tin de CCM), cu modelul dinamic al variabilelor de stare macro-scopice
de la nivelul bioreactorului industrial. Din punct de vedere structural, modelele cinetice
structurate MCSMD sunt unele deterministe, mecanistice, cu variabile continue deoarece se
bazeaza pe mecanismul bioprocesului celular studiat. Ele sunt construite prin aplicarea
conceptelor/principiilor Si regulilor/procedurilor IChB Si ale teoriei controlului sistemelor
neliniare, pentru a caracteriza raspunsul sistemului bioreactor-biomasa celulara la
perturbatiile compozitiei din faza lichida a bioreactorului (mediul extern celular) [Maria and
Renea, 2022C].

7).- Modelele complexe MCSMD pot reprezenta satisfacator etapele cheie din metabolismul
central al carbonului (CCM) desfasurat la scara celulard. Abordarea este una modulara,
extensibila, Si poate include, pe langd modulele esentiale ale CCM [glicoliza, sistemul de
fosfotransferaza (PTS) sau unul echivalent pentru importul substratului (GLC) din mediu,
ciclul acidului tricarboxilic (TCA), sistemul de regenerare al ATP, etc.], Si modulele de
reaclie responsabile cu sinteza metabolitilor celulari de interes pentru biosinteza industriala
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(de exemplu sinteza triptofanului TRP 1n studiul de caz nr. 2, din cap. IV). Conform literaturii
de specialitate [Maria, 2018; Maria, 2023B], modele cinetice celulare structurate de tip
MCSMD pot simula satisfacator pe o baza deterministd Si auto-reglarea metabolismului
celular CCM ce asigura o adaptare rapida a sa la mediul de reactie din bioreactor aflat intr-o
continua schimbare, folosind “circuite de reglare geneticd” complexe (GRC), care includ
lanturi de ,,module de reactii de reglare a expresiei genetice individuale” (GERM). Aceste
aspecte nu au fost abordate aici.

8).- Modelele MCSMD realizeaza un grad mai mare de detaliere (nr. specii considerate) Si
de precizie a predictiei dinamicii bioprocesului analizat, atat la nivel macroscopic (variabilele
de stare ale bioreactorului), cat Si nanoscopic (dinamica speciilor celulare ce tin de CCM).
Astfel, pentru studiul de caz nr. 2, privind maximizarea productiei de TRP intr-un bioreactor
BR, sau FBR folosind o culturd de E. coli ,,wild” [Maria et al., 2018C], sau OMG [Maria,
2021; Maria Si Renea, 2021], modelul structurat, hibrid MCSMD al lui [Maria, 2021; Maria
Si Renea, 2021] caracterizeaza dinamica a 13 (specii celulare) + 4 (specii macroscopice in
lichidul din bioreactor), comparativ cu dinamica a numai 3 specii macroscopice (in lichidul
din bioreactor) obtinute prin aplicarea unui model dinamic macroscopic nrestructurat clasic
(Monod). In acelasi timp, predictiile modelului structurat. hibrid MCSMD acoperd un
interval mai larg de operare , implicand o gama mai larga de variabile de control , Si diferite
tulpini de celule E. coli (,,wild”, sau OMG). Astfel, intervalele de variatie a variabilelor de
control ale bioreactorului studiat sunt mult mai largi [Maria Si Renea, 2021; Maria, 2021;
Maria et al., 2018C], respectiv [GLC]Jext = [0-1] mM, si [GLC]feed = [100-1000 mM], cu o
gama mai larga de variabile de control (GLC, debit alimentare FL, dilutie bioreactor
D=FL/V), si o gama larga de fenotipuri ce contin sisteme de regenerare ATP modulabile prin
intermediul caracteristicilor enzimei ATP-aza (avand ca echivalent constantele de reactie k6
si K) din modelul procesului celular (Tabelul IV-2), comparativ cu cele cu cca. un ordin de
marime mai mici, permise de un model structurat MCSMD similar folosit la simularea
dinamicii unui bioreactor FBR de catre Chassagnole et al. [2002]. Astfel, in studiul de caz 2,
referitor la maximizarea productiei de triptofan (TRP) intr-un bioreactor continuu de tip FBR,
modelul hibrid structurat MCSMD poate prezice diverse politici optime de operare ale
bioreactorului, respectiv:

(a) o politica optima de operare pentru o alimentare constanta [Maria Si Renea, 2021; Maria et
al., 2018CJ;

(b) o politica optima de alimentare variabila, ,,in trepte” (ca debit Si substrat GLC), superioara
operarii cu alimentare constanta [Maria Si Renea, 2021].

9).- Asa cum evidentiaza si literatura de specialitate, un model structurat hibrid MCSMD
este un instrument valoros pentru evaluarea fluxurilor metabolice celulare in vederea
determinarii modului de utilizre a substratului GLC in celula, conducand la proiectarea in-
silico a unui QMG cu caracteristici superioare in ceea ce priveste productia de metabolit dorit
excretabil (ex. TRP) [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021].

Pentru studiul de caz nr. 2, speciile Si fluxurile de interes sunt cele ce tin de glicoliza, de
sistemul PTS de import al GLC, de sistemul de regenerare al ATP, Si de expresia operonului
TRP [Maria et al., 2018B; Mihalachi and Maria, 2019]. In acest fel, se poate directiona
proiectarea in-silico de celule modificate genetic OMG cu caracteristici (“motifs”) dezirabile
[Maria Si Renea, 2021]. Intr-un alt studiu din literaturd, un model hibrid MCSMD a fost
utilizat pentru proiectarea in-silico de OMG E. coli clonate cu plasmide de mercur-operon in
vederea cresterii capacitatii celului de preluare a mercurului din apele uzare [Maria and Luta,
2013; Maria, 2010].
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10).- Modelele cinetice structurate, hibride MCSMD sunt utile si pentru intelegerea
bioprocesului celular in legaturd directd cu modul de functionare al bioreactorului. De
exemplu, in studiul de caz nr. 2, se pot determina in-silico conditiile de aparitie a oscilatiilor
glicolitice in directa legaturd cu concentratia de substrat din mediul de culturd [GLC]env, Si
cu caracteristicile celulare [Maria et al., 2018 A; Maria et al., 2018B; Maria, 2021]. Interesul
pentru un astfel de subiect este cu atdt mai mare cu cat majoritatea intermediarilor din
procesul de glicoliza celulara reprezinta in fapt ,,noduri de pornire” pentru productia interna a
multor metaboliti celulari (de exemplu, aminoacizi, acid succinic, acid citric etc.) [Maria et
al., 2018A; Maria et al., 2011; Maria, 2023B].

In acelasi studiu de caz (cap. III), teza de fatd studiaza Si interferenta oscilatiilor glicolitice cu
oscilatiile din expresia operonului TRP [Maria, 2020A; Maria et al., 2018A], precum Si
conditiile de operare ale bioreactorului care conduc la o creStere echilibrata a celulelor (in
stare cvasi-stationara - QSS, adica la homeostaza) [Maria et al., 2018C; Mihalachi Si Maria,
2019]. intr-un studiu de caz din literatura [Maria Si Lutd, 2013], modelul hibrid MCSMD
extins poate prezice nivelurile de expresie a enzimelor mer Si viteza de reducere a ionilor de
mercur din bioreactorul folosit la indepartarea mercurului din apele uzate de catre biomasa de
E. coli in functie de nivelul de mer-plasmide din celulele OMG E. coli clonate (aici “mer” =
“mercur”).

Confruntarea cu rezultate similare din literatura si perspective ale utilizarii modelelor
hibride MCSMD in ingineria biochimica

Modelele cinetice hibride MCSMD prezentate 1n studiul de caz 1 (cap. IV), precum si
in studiile de caz nr. (1-3) ale lucrarii lui Maria [2023B] sunt structurate Si sunt hibride
deoarece sunt extinse pe doua niveluri ale reprezentarii bioprocesului: (1) unul la scara
nanoscopicd, celulara, care utilizeaza ca variabile de stare concentratiile speciilor celulare
cheie; (2) celdlalt se referda la dinamica variabilelor de stare ale bioreactorului (adica
concentratiile masurabile ale metabolitilor din faza lichidd). Intr-un astfel de model cinetic
hibrid, variabilele de stare celulare sunt conectate direct cu cele ale bioreactorului prin
procesele celulare de import/export (excretie) de substraturi/nutrienti/metaboliti prin
membrana celulara.

In timp ce dinamica speciilor macro-moleculare, poate fi determinati experimental cu
usurintd prin utilizarea tehnicilor analitice clasice, in schimb, dinamica speciilor
(metabolitilor) la nivel celular este mult greu de masurat, atat la starea stationara (QSS), de
crestere celulara echilibrata (homeostaza), cat Si in conditii dinamice, deSi s-au inregistrat
progrese recente remarcabile Tn acest domeniu [Niklas et al., 2011]. Aceste progrese permit
masurarea simultand a unui numar mare (600) de metabolili celulari Si monitorizarea
evolutiei acestora in timp. Aceste masuratori rafinate permit evaluarea fluxurilor metabolice,
in conditii QSS sau dinamice, ale unei scheme CCM extinse/reduse prezentate in (Fig. 1-3),
prin utilizarea metodei clasice de calcul a lui [Stephanopoulos et al., 1998].

Pe scurt, studiile de caz prezentate in lucrarea de fata, precum si a celor din literatura
de specialitate [Maria, 2023B], solutionate folosind modele cinetice structurate, hibride
MCSMD dovedesc ca acestea sunt instrumente de calcul moderne, precise Si valoroase,
atunci cand se dezvolta simulatoare numerice structurate pentru diverse aplicatii de inginerie,
cum ar fi:

(a).- Analiza fluxurilor metabolice celulare in conditii variabile de functionare a
bioreactorului [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021; Maria and Luta, 2013; Maria, 2010];
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(b).- Optimizarea sintezei metabolitului dorit prin optimizarea functionarii bioreactorului

Si/sau prin modificarea genetica a culturii celulare (studiul de caz 1 din cap. IV) [Maria, 2021;

Maria and Renea, 2021];

(c).- Reprogramarea in-silico (pe baza modelului matematic a fluxurilor metabolice

stationare) a metabolismului celular prin proiectarea de OMG-uri cu caracteristicile dorite

[Maria, 2017, 2017B, 2018; Maria et al., 2019A; Maria, 2021; Maria and Renea, 2021; Maria

and Luta, 2013; Maria, 2010; Maria et al., 2011].

(d).- Interpretari ale modificarilor metabolice ale OMG-urilor in legatura directd cu modul de

functionare al bioreactorului [Maria and Renea, 2021; Maria, 2023B];

(e).- Optimizarea mai precisa a functionarii bioreactorului (studiul de caz 1, cap. IV)

[Maria,2021; Maria and Renea, 2021];

(f) .- Extrapolari mai precise ale dinamicii bioproceselor, pe durata a zeci de cicluri celulare
[Maria and Luta, 2013; Maria, 2010; Maria and Renea, 2021, 2024B, 2024C].

(g) .- Determinarea conditiilor optime de functionare ale bioreactorului, in raport cu mai

multe obiective, avand ca scop minimizarea consumului de substrat, dar mentinand o

productivitate ridicatd pentru metabolitul dorit, si pentru biomasa. De exemplu, cazul sintezei

TRP in studiul de caz 1 din cap. IV [Maria and Renea, 2021; Maria si Gheorghe, 2024], sau a

acidul succinic in studiul de caz al lui [Maria, 2023B], sau a mAbs — vaccinuri monoclonale,

in studiul de caz al lui [Maria, 2020D; Maria and Renea, 2024B].

CONTRIBUTII ORIGINALE

In literatura de specialitate existd putine studii sistematice privind constructia de
modele matematice (cinetice) structurate modulare, deterministe hibride, bi-nivel, de tip
MCSMD, si utilizarea lor la solutionarea unor probleme practice de inginerie biochimica,
cum este si cea de determinare cu mai mare precizie a politicilor optime de operare a
bioreactoarelor industriale.

Nu exista niciun studiu sistematic privind modul de constructie a unui astfel de model
structurat, celular MCSMD si nici a modului in care acesta (care prezice dinamica proceselor
metabolice la scara nano-molard celulard) este cuplat cu modelul dinamic macroscopic al
bioreactorului industrial, pentru a rezulta un model hibrid capabil sa prezica, cu acuratete
sporita si la modul simultan, atat dinamica variabilelor de stare de la nivel celular cat si pe cea
a variabilelor de stare de la nivelul macroscopic al bioreactorului.

In acest context, studiul de fata se remarca printr-un grad foarte mare de originalitate,
pe mai multe planuri, abordand si solutionand in detaliu, o serie de aspecte esentiale legate de
dinamica si performanta procesului metabolic celular in conexiune cu cea a bioreactorului
industrial utilizat, folosind modele cinetice adaptate din literatura de specialitate, sau proprii
(studiul 1 de caz, cap. IV).

In acest sens, contributiile originale aduse in cadrul acestei teze constau in

urmatoarele:
1).- Elaborarea in premieria a unei metodologii de constructie pas-cu-pas a modelelor
cinetice structurate, modulare, deterministe hibride, de tip MCSMD, Aceasta metodologie
este exemplificata in mod stralucit in studiul de caz 1 (cap. IV). Astfel, se construiesc mai
intai modulele cinetice ce privesc etapele esentiale ale CCM, conectate intre ele si la modulul
cinetic al sintezei metabolitului tinta (TRP). Apoi, acestea sunt conectare cu variabilele de
stare macroscopice ale modelului dinamic al bioreactorului prin intermediul modelului de
crestere a biomasei (X), si prin intermediul speciilor importate (GLC) sau excretare de celula
(TRP, PYR). Apoi, constantele cinetice sunt estimate in raport cu datele experimentale,
considerand tot modelul MCSMD ca un intreg. [Maria,2021; Maria and Renea, 2021].
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Mai mult, teza demonstreaza intr-un mod elocvent si stralucit cum un astfel de model cinetic
structurat hibrid MCSMD poate fi contruit cu succes folosind principalele concepte si reguli
ale IChB (cap. [.4) [Maria and Renea, 2022C].

2).- Testarea in premiera in calculele de optimizare a reactoarelor biologice/biochimice a
folosirii cu succes a modelelor cinetice structurate, hibride, bi-nivel, complexe de tip
MCSMD. Acestea, au oferit posibilitatea obtinerii in-silico a unui numar mai mare de
alternative optime de operare pentru reactoarele BR sau FBR , toate politicile de operare fiind
determinate cu o precizie crescuta, si cu un grad de detaliere sporit (numar de specii
considerate in model), comparativ cu utilizarea unor modele clasice (,,default”) ne-structurate,
simpliste, globale, aparente, de tip Monod (vezi studiul de caz 1, cap. IV), sau de tip
Michaelis-Menten simplu (vezi studiul de caz 2, cap. V). Semnificatia si avantajele modelelor
hibride MCSMD propuse in cadrul tezei ce se desprind din solutionarea celor doua studii de
caz sunt descrise pe larg in cap. 1.3; [.1.2. [Maria,2021; Maria and Renea, 2021].

3).- Modelele cinetice hibride bi-nivel MCSMD propuse in cadrul tezei, contin in premiera
in literatura de specialitate mai multe caracteristici , folosite simultan intr-un mod original in
calculele de inginerie biochimica. Acestea sunt urmatoarele:

a)-.- structurate = includ mecanismul de reactie si dinamica speciilor celulare (considerate
individual sau grupat) ce influenteazd intr-un mod direct si major sintezele metabolice
celulare de interes pentru aplicatia industriala studiata (de ex. sinteza metabolitului tinta
TRP in studiul de caz 1).

b)-.- modulare = contin module cinetice inter-conectate ce reprezinta module de reactii
enzimatice celulare ce guverneaza etapele esentiale ale CCM, direct conectate cu modulul
cinetic de sintezd ale unui metabolit tintd (de interes industrial), sau care controleaza
sistemele de reglare celulara GRC (,,genetic regulatory circuits”). Aceste module cinetice
de la nivel celular sunt conectate si cu modulele cinetice ce reprezinta dinamica
variabilelor de stare ale bioreactorului (BR sau FBR) Abordarea modulara in constructia
de modele hibride MCSMD faciliteaza extinderea / adaptarea lor atunci cand se studiaza
un nou bioproces. O astfel de abordare este una naturala, deoarece multe sisteme de
reglare celularda GRC, sau cele ce tin de CCM [Maria, 2018; Maria, 2023B] sunt
organizate modular [Kholodenko et al., 2002; Maria, 2017].

c)-.- deterministe, bazate pe mecanismele de reactie, pentru a interpreta mai usor rezultatele
de simulare numerica. Modelele acestea sunt cu variabile continue, pentru a putea folosi
principalele concepte, principii, proceduri si algoritmi ai IChB (cap. 1.4)[Maria and Renea,
2022C].

d)-.- hibride. Sub acest aspect, teza isi aduce o contributie remarcabila prin elaborarea,
pentru prima oara in literatura de specialitate, a unei metodologii bazate pe principiile si
tehnicile IChB de constructie a unor modele matematice (cinetice) MCSMD,
deterministe, care combind doua niveluri de reprezentare a procesului studiat. Astfel, se
combinad caracteristicile procesului metabolic celular de la nivelul nanoscopic al
modulelor esentiale din CCM celular, cu cele macroscopice de la nivelul variabilelor de
stare ale bioreactorului industrial. In acest fel, se obtin predictii mai precise atat pentru
dinamica procesului biologic de la nivel celular, cat si pentru dinamica parametrilor de
operare ai bioreactorului industrial analizat. Acest lucru se datoreaza speciilor conectate la
ambele niveluri de reprezentare. Pentru studiul de caz 1, acestia sunt: substratul (GLC),
biomasa (X) si produsii excretati de celula (TRP, PYR). Aplicatia imediatd a acestor
modele structurate hibride o constituie determinarea mai precisd a regimului optim de
operare al unui bioreactor industrial. Avantajele unei astfel de abordari, folosind modele
MCSMD, pentru solutionarea unor probleme de bioinginerie sunt descrise in Cap. 1.3.
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Aceasta abordare hibrida (la doua niveluri) a procesului studiat este una originala, deoarece in
literatura de specialitate astfel de abordari sunt foarte rare. Trebuie remarcat faptul ca,
intr-un astfel de model cinetic hibrid, variabilele de stare celulara sunt conectate direct cu
cele ale bioreactorului prin intermediul proceselor celulare de import/export (excretie) de
substraturi/nutrienti (GLC), sau metaboliti (TRP= triptofan, PYR= acid piruvic) prin
membrana celulara.

e).-.- sunt extensibile. Constructia modulara a modelelor cinetice hibride de tip MCSMD
permite atasarea de noi module cinetice, in cazul in care este necesara o detaliere a
schemei CCM celulare folosite, sau a includerii si a altor sinteze de metaboliti celulari.

4).- Prin solutionarea in-silico demonstrativa a 2 studii de caz (dintre care cel din cap. IV a
fost verificat cu date experimentale), lucrarea de fatd probeazad superioritatea modelelor
dinamice structurate, hibride MCSMD comparativ cu modelele dinamice nestructurate,
atunci cand sunt aplicate la simularea unui bioproces industrial. Astfel, modelele
structurate MCSMD realizeazd un grad mai mare de detaliere si precizie a predictiei
modelului dinamic, atat la nivel macroscopic (variabilele de stare ale bioreactorului), cat
si nanoscopic (dinamica speciilor celulare ce tin de CCM). De exemplu, in studiul de caz
nr.1, privind maximizarea productiei de TRP intr-un bioreactor FBR folosind o cultura de
E. coli ,,wild” [Maria et al., 2018C], sau OMG [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021],
modelul MCSMD al lui [Maria, 2021; Maria and Renea, 2021] realizeazd un grad mai
mare de detaliere al predictiei comportarii bioreactorului, respectiv poate prezice dinamica
a 13 (specii celulare) + 4 (specii in lichid 1n bioreactor), comparativ cu numai 3 specii (in
lichidul din bioreactor) obtinute prin aplicarea unui model macroscopic nestructurat
(global) clasic (Monod), acoperind in acelasi timp un interval mai nare de timp de operare
si 0 gamd mai larga de variabile de control, precum si diferite tulpini de celule E. coli
(,,wild” sau OMG), astfel: (@) dilutie bioreactor {debit de alimentare/evacuare FL raportat
la volumul de lichid VL din bioreactor! = [10° — 0.01] 1/min. {identici cu dilutia
celulara, calculata cu relatia Ln(2)/(durata ciclului celular}; (i) concentratie substrat
glucoza [GLC]feed = [200-4500] mM; [GLClJext = [0-10] mM; (iii) concentratie biomasa
[X] = 10-100 gDW/L; (iv) conditii initiale [GLClinitial = [1-200] mM; FL = [0.01-0.04]
L/h [Maria and Renea, 2021; Maria, 2021]. Pentru comparatie, modelul partial structurat
MCSMD al bioreactorului FBR a lui [Chassagnole et al., 2002] simuleazd comportarea
acestuia in intervale de operare mai restranse cu cca. un ordin de marime [Maria et al.,
2018C]. Aceastd abordare de precizie ridicatd dezvoltatd in cadrul tezei de fatd isi are
explicatia in numeroasele elemente de originalitate ale constructiei modelului structurat
MCSMD mentionate anterior. In plus, simularile pe durate mari de operare ale
bioreactorului ofera posibilitatea vizualizarii modului in care biomasa se adapteaza
mediului din bioreactor, aflat intr-o continua schimbare [Maria, 2020A; Maria, 2021;
Maria and Renea, 2021].

Ca o observatie importanta, modelul matematic (cinetic) structurat hibrid MCSMD din cadrul
studiului de caz 1 (cap.IV) a fost validat experimental utilizand un set extins de date
cinetice oferite cu generozitate de TU Hamburg, printr-o colaborare internationala [Chen,
2020; Maria, 2021; Maria and Renea, 2021]. La fel, si modelul matematic (cinetic)
structurat hibrid MCSMD din cadrul studiului de caz 2 (cap.V) a fost validat experimental
utilizand seturi mari de date experimentale din literatura de specialitate [Maria and Renea,
2022B; Slatner et al., 1998].

Pentru modelul matematic (cinetic) structurat hibrid MCSMD din cadrul studiului de caz 1
(cap.lV), s-a propus si validat o modificare a modulului cinetic structurat din literatura,
utilizat pentru simularea sintezei oscilatorii a TRP [Maria et al., 2018A, 2018C; Maria and
Renea, 2021]. Noul modul cinetic structurat a fost re-identificat utilizand informatiile
experimentale cinetice ale lui [Bhartiya et al., 2006].
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5).- Aplicarea modelul matematic (cinetic) structurat hibrid MCSMD (cu 4 module cinetice
inter-conectate) din cadrul studiului de caz 1 (cap.V, optimizarea bioreactorului FBR de
sinteza a triptofanului TRP) prezinta numeroase elemente de noutate si originalitate in
raport cu literatura de specialitate, astfel:

5i).- Exemplificarea metodologiei de contructie modulara a modelului cinetic structurat
hibrid MCSMD. Modelul bi-nivel rezultat este suficient de complex pentru a reprezenta
in mod adecvat dinamica speciilor-cheie ce apartin modulelor esentiale ale CCM celular
([a] glicoliza, [b] sistem de recuperare ATP, [c] expresia operonului TRP, ciclul TCA),
precum Si pe cele ale fazei lichide ale FBR, adica creSterea biomasei, epuizarea GLC,
acumularea de TRP excretat Si PYR.

5ii).- Desi productia de TRP prin folosirea de OMG de E. coli a fost studiata pe larg, nevoia
de precursori multipli pentru sinteza sa Si reglementarile complexe ale cdilor de biosinteza
fac ca obtinerea unui randament ridicat in produs sa fie incd o problema foarte dificila.
Aceasta problema de inginerie a fost rezolvata aici cu succes prin utilizarea unei abordari
in-silico bazate pe un model cinetic structurat hibrid MCSMD, completatd cu o
imbunatatire biologica cu un OMG [Chen,2020] a culturii de celule E. coli utilizate.

5ii1).- Politica de operare optima variabila a FBR este data pe intervale de timp (aSa-numitele
sarcuri de timp”) de lungime egald Si in numar redus (Ngiv = 5), pentru a fi uSor de
implementat. Variabilele de control prezinta niveluri optime, dar constante pe fiecare arc
de timp (diferite intre arcurile de timp) in timpul functionarii FBR.

51v).- Cultura de biomasa utilizatd se refera la o tulpina OMG de E.coli TS5 modificata
genetic, care inlocuieste sistemul PTS de import a substratului (GLC) in celula, cu altul
mai eficient bazat pe sistemul galactoz-permeazei/glucokinazei (GalP/Glk), prin
modularea expresiei genice a GalP/Glk. Caracteristicile acestei tulpini au fost reflectate in
constantele vitezelor de reactie estimate de [Maria, 2021]. Aceastd noua tulpind T5 a fost
produsa de [Chen, 2016; Chen et al., 2021]. Tulpina T5 rezultatd a aratat o creStere a
productiei de TRP intr-un FBR operat ne-optimal cu 52,93% (25,3 mg/gDW biomasa/h)
comparativ cu tulpina initiala ,,wild” [Chen et al., 2021], Si cu 70% pentru un FBR operat
optimal asa cum s-a determinat in-silico in lucrarea de fata, folosind un model structurat
hibrid MCSMD, (studiului de caz 1, cap. IV)[Maria and Renea, 2021].

6).- Propunerea unei_metodologii sistematice (vezi studiile de caz 1 si 2 solutionate) de
selectie a celui mai potrivit tip de bioreactor pentru un proces biologic sau enzimatic
dat si determinarea in-silico, off-line, pe baza unui model cinetic hibrid MCSMD,
structurat al procesului studiat, a politicii optime de operare a reactorului selectat [Maria,
2021; Maria and Renea, 2021; Maria and Renea, 2022B, 2022C, 2024B].

7).- Modul original in care cele 2 studii de caz abordate in cadrul acestei teze, completate cu
cele cateva studii imilare din literatura de specialitate [Maria and Luta, 2013; Maria,
2023B] exemplifica in mod elocvent utilitatea unui model cinetic structurat hibrid
MCSMD al procesului studiat, de dimensiuni moderate, bazat pe etapele esentiale ale
CCM celular. Un astfel de model cinetic este un instrument de calcul modern, precis si
valoros atunci cand se dezvoltd simulatoare structurate pentru diverse aplicatii de
inginerie, si bioinformaticd, cum ar fi:

(7a).- Analiza fluxurilor metabolice celulare in conditii variabile de functionare a
bioreactorului [Chen, 2016,2020; Maria,2021; Maria and Renea, 2021]. Ele rezulta prin
solutionarea modelului dinamic MCSMD rescris pentru conditii stationare (cu derivatele
concentratiilor speciilor din bilantul de masa egalate cu zero). Pe baza acestei analize, este
posibila reprogramarea in-silico a metabolismului celular prin proiectarea de OMG-uri cu
aplicatii industriale [Chen, 2020; Maria, 2018,2021; Maria & Renea, 2021].
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(7b).- Optimizarea sintezei metabolitului dorit prin optimizarea functionarii bioreactorului
(BR sau FBR) si/sau prin modificarea geneticad a culturii celulare (teza de fata, si [Maria,
2021; Maria and Renea, 2021]).

(7c).- Optimizarea mai precisd a functionadrii bioreactorului, asa cum exemplifica studiul de
caz nr.2 din cap.lV, si lucrarile autoarei [Maria and Renea, 2021; Maria and Renea,
2022B; Maria and Renea, 2024B, 2024C]. In plus, este posibila determinarea politicilor
optime de functionare ale unui bioreactor, In raport cu mai multe obiective economice
simultane, folosind tehnica fronturilor optime Pareto, avand ca scop minimizarea
consumului de materii prime (biomasa, enzime), dar mentinand o productivitate ridicata
pentru metabolitul dorit (de ex. TRP in studiul de caz 2, cap.IV).

(7d).- Modelele structurate hibride MCSMD ale bioprocesului studiat permit extrapolari mai
precise ale dinamicii proceselor din bioreactorul studiat, pe durata a zeci/sute de cicluri
celulare ale biomasei (cca. 200 pentru studiul de caz nr.1, cap. IV). [Maria and Renea,
2021; Maria, 2010; Maria and Luta, 2013].
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