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Περίληψη 
Οι προσπάθειες της μεταβολικής μηχανικής στις μέρες μας εστιάζουν στη δημιουργία 

στελεχών τα οποία μπορούν να παράξουν τον επιθυμητό μεταβολίτη με τη μέγιστη δυνατή 

απόδοση. Όμως αυτή η μεθοδολογία αδυνατεί να συνυπολογίσει το ουσιαστικό πρόβλημα 

των κυτταρικών εργοστασίων, το οποίο είναι ο διαχωρισμός του μεταβολίτη από τα 

υπόλοιπα συστατικά του υγρού της καλλιέργειας. Αυτό περιλαμβάνει μεγάλη 

περιεκτικότητα σε νερό, υγρά συστατικά με παρόμοια χαρακτηριστικά, στερεά συστατικά 

και κύτταρα. Ο διαχωρισμός όλων αυτών απαιτεί μεγάλα ποσά ενέργειας και πάγιου 

κόστους για την αγορά του εξοπλισμού κάτι το οποίο σε πολλές περιπτώσεις κάνει τη 

βιοπαραγωγή αδύνατη σε βιομηχανική κλίμακα. Συνεπώς, για να λυθεί αυτό το πρόβλημα 

πρέπει τα εργαλεία της μεταβολικής μηχανικής, τα οποία περιλαμβάνουν προγράμματα 

βελτιστοποίησης μεταβολικών στόχων, να συνδεθούν με την πραγματικότητα των 

διεργασιών διαχωρισμού.  

Σε αυτή τη διπλωματική προτείνουμε ένα υπολογιστικό πλαίσιο για την εύρεση διαγραφών 

αντιδράσεων που αναδιαμορφώνουν το μεταβολικό δίκτυο έτσι ώστε να γίνεται 

ταυτόχρονη μεγιστοποίηση και της παραγωγής βιομάζας αλλά και του κέρδους της 

βιοπαραγωγής χρησιμοποιώντας βελτιστοποίηση δύο επιπέδων (bilevel optimization). Η 

έρευνα επεκτείνει το εξωτερικό πρόβλημα που έχει καθιερωθεί στη βιβλιογραφία με τη 

χρήση υπερδομών που συνδέει τις σχεδιαστικές επιλογές με τις επιλογές του μεταβολικού 

δικτύου. Η ύπαρξη κάθε διεργασίας μεταφράζεται με δυαδικές μεταβλητές. Η μέθοδός μας 

περιλαμβάνει την εύρεση και την κατηγοριοποίηση αυτών των τεχνολογιών διαχωρισμού 

και την εισαγωγή των εξισώσεων των μοντέλων καθώς και των οικονομικών παραμέτρων 

που τις περιγράφουν. Τα βήματα διαχωρισμού περιλαμβάνουν την προκατεργασία, την 

αφαίρεση κυττάρων, την απομόνωση των προϊόντων, την συγκέντρωση, τον τελικό 

καθαρισμό και τον εξευγενισμό. Η ροή εισόδου της υπερδομής αποτελεί ένα σύνολο 

μεταβλητών που υπολογίζονται από το πρόβλημα βελτιστοποίησης και διαχωρίζεται σε 

πέντε στοιχεία: το προϊόν, το νερό, τα κύτταρα, τα στερεά παραπροϊόντα και τα υγρά 

παραπροϊόντα. Η κάθε διεργασία αναδιαμορφώνει τα στοιχεία της ροή μέσω 

γραμμικοποιημένων εξισώσεων. Το πρόβλημα μπορεί να περιοριστεί με βάση τα 

χαρακτηριστικά και τις απαιτήσεις της κάθε βιοδιεργασίας.  

Για την επίδειξη της λειτουργικότητας και του αλγορίθμου βελτιστοποίησης που 

κατασκευάστηκε μελετήθηκαν δύο περιπτώσεις βιοπαραγωγής, μία από το στέλεχος 

iMM904 της ζύμης Saccharomyces cerevisiae και μία από το στέλεχος KT2440 του 

βακτηρίου Pseudomonas putida για την παραγωγή μυκονικού οξέος. Τα αποτελέσματα των 

μελετών αυτών έδειξαν ότι το συζευγμένο μοντέλο μπορεί να αποκαλύψει στρατηγικές 

μεταβολικών τροποποιήσεων που μπορούν να αυξήσουν την το συνολικό κέρδος της 

παραγωγής μέχρι δύο φορές σε σχέση με τη μη συνδεδεμένη ανάλυση. 

Συνεπώς η έρευνα έδειξε πως η ολιστική προσέγγιση της μεταβολικής μηχανικής και η 

σύζευξή της με τον σχεδιασμό διεργασιών αποτελεί μία υποσχόμενη στρατηγική η οποία 

μπορεί να έχει ουσιαστικό αντίκτυπο στη βιομηχανική παραγωγή χρήσιμων προϊόντων. 
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Abstract 
Recent advances in metabolic pathway reconstruction and in silico modelling have enabled 

the development of microbial strains suitable for efficient cell-factories. However, the 

current Design-Build-Test-Learn (DBTL) cycle approach in biofoundries often lacks a direct 

connection with biorefineries, that could translate to profitable bioprocesses. Specifically,  

the genetic modifications of strains are usually driven by the overproduction of target 

metabolites without considering downstream processing which can account for up to 80% 

of the overall bio-production cost. Therefore, there is a need for an inclusive methodical 

approach that incorporates separation processes in metabolic engineering upstream 

design. 

In this work, we propose a computational strain design workflow for the identification of 

reaction eliminations that reshape network connectivity in way that both biomass 

production and revenue are simultaneously maximized by utilizing a bilevel optimization 

framework. The research expands the outer problem of the bilevel approach that is 

established in the literature with the use of a superstructure scheme that addresses several 

design options simultaneously with the several options to select the pathways. The 

superstructure scheme is laid out to reduce model and optimization complexities. The 

existence of each process is denoted by binary variables. Our method entails the 

identification and the categorization of these technologies as well as the insertion of the 

model equations and their economic parameters into the optimization problem. Separation 

steps include pretreatment, cell removal, product isolation, concentration, purification and 

refinement. The superstructure’s input stream is a variable determined by the optimization 

problem and is separated into five components: product, liquid by-product, water, cells, 

and solid by-product. Each process redistributes the stream’s components through 

linearized model equations. The problem can be constrained based on the specific bio -

process characteristics and objectives.  

We assess the effect of the new optimization goal, for varying number of metabolic 

interventions to the downstream separation network and the bioprocess revenue.  We then 

compare the enriched model to the previous analysis, which only aims to maximize the 

production of a target metabolite. To showcase the functionality and effectiveness of the 

developed model we applied the workflow to a muconic acid producing strain of 

S.cerevisiae (iMM904 GEM) that includes the necessary heterologous pathways. The results 

of these studies showed that the coupled model can reveal metabolic modification 

strategies that can increase the overall production profit up to twice as much as compared 

to the uncoupled analysis. 

The study showcased a holistic approach of metabolic engineering and process design can 

yield promising metabolic interventions that can lead to profitable industrial production.  
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1. Εισαγωγή 
Τις τελευταίες δεκαετίες, η μεγάλη ζήτηση για χημικά προϊόντα έχει οδηγήσει τις 

βιομηχανίες να βασιστούν στο πετρέλαιο για την παραγωγή τους. Όμως ο συνδυασμός των 

περιβαλλοντικών προβλημάτων που προκύπτουν από την επεξεργασία και τη χρήση 

πετροχημικών προϊόντων, η περιορισμένη ποσότητα του πετρελαίου καθώς και η στροφή 

της κοινωνίας σε αειφόρο ανάπτυξη έχουν ωθήσει την έρευνα να αναζητήσει 

διαφορετικούς τρόπους για την παραγωγή προϊόντων.  Ένας από αυτούς αποτελεί η βιο-

παραγωγή. 

Η βιο-παραγωγή χημικών προϊόντων γίνεται χρησιμοποιώντας μικροοργανισμούς και 

τρέφοντάς τους με κάποια ανανεώσιμη πρώτη ύλη, όπως για παράδειγμα τη γλυκόζη. Οι 

μικροοργανισμοί έχουν στα μεταβολικά τους μονοπάτια έναν μεγάλο αριθμό από 

διαφορετικές χημικές ουσίες που μπορούν να παράξουν, οι οποίες συμμετέχουν στις 

διάφορες διεργασίες του μεταβολισμού. Αξιοποιώντας αυτό το γεγονός διάφοροι 

μικροοργανισμοί έχουν χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν για την παραγωγή προϊόντων όπως 

η ζύμη, η οποία έχει αξιοποιηθεί για την παραγωγή οίνου και μπύρας. Με αυτό το 

σκεπτικό, οι μικροοργανισμοί έχουν χρησιμοποιηθεί για να παράξουν και άλλα χημικά, 

όμως στις περισσότερες περιπτώσεις παρουσίαζαν μικρή απόδοση και παραγωγικότητα. 

Αν και η ώθηση των μικροοργανισμών σε ακραίες καταστάσεις μπορεί να επιφέρει σε  

ορισμένες περιπτώσεις αύξηση της παραγωγικότητας, η βιο-παραγωγή προϊόντων έχει 

πολύ μικρότερο περιθώριο κέρδους σε σχέση με την πετροχημική παραγωγή. Λύση σε 

αυτό το πρόβλημα ήρθε να φέρει η μεταβολική μηχανική. (Nandy & Srivastava, 2018), 

Μία πολύ ελκυστική και βιώσιμη λύση που έχει κεντρίσει το ενδιαφέρον είναι η παραγωγή 

προϊόντων βιολογικής προέλευσης. Αυτή περιλαμβάνει την παραγωγή χημικών όπως 

βιοκαύσιμα και διαλύτες αλλά και οργανικά οξέα και πολυμερή. Από την άλλη όμως 

υπάρχει και δυνατότητα παραγωγής και πιο ειδικών χημικών όπως φαρμακευτικές ουσίες, 

πρωτεΐνες αλλά και προσθετικά τροφίμων. Είναι εμφανές λοιπόν πως υπάρχει η 

δυνατότητα να αξιοποιηθεί η βιο-παραγωγή για την αντικατάσταση των προϊόντων που 

βασίζονται στο πετρέλαιο. Το κύριο εμπόδιο που αποτρέπει την στροφή της παραγωγής 

είναι το οικονομικό κόστος. Για να είναι προσοδοφόρα μία βιοχημική διεργασία πρέπει να 

αποφέρει υψηλές συγκεντρώσεις του προϊόντος στόχου, έτσι ώστε να απλοποιείται η 

διαδικασία του διαχωρισμού και πρέπει να έχει υψηλή απόδοση και παραγωγικότητα. 

Ανάλογα με την εκάστοτε διεργασία, δίνεται και διαφορετική βαρύτητα σε αυτά τα μεγέθη 

αλλά σε κάθε περίπτωση ο στόχος είναι να μειωθεί το κόστος παραγωγής. (Choi et al., 

2019) 

Η διεργασία σχεδιασμού στελεχών τα οποία είναι κατάλληλα για βιο-παραγωγή σε 

επίπεδο βιομηχανίας συνήθως ακολουθεί τη κυκλική διεργασία Σχεδιασμός – Κατασκευή 

– Δοκιμή –Εκμάθηση (Design – Build – Test – Learn). Αυτός ο κύκλος στοχεύει να πετύχει 

κάποιο συγκεκριμένο στόχο της συνθετικής βιολογίας όπως για παράδειγμα η παραγωγή 

ενός προϊόντος με τη βέλτιστη απόδοση. Το πρώτο βήμα αποτελεί τον σχεδιασμό των 

στελεχών με χρήση υπολογιστικών εργαλείων και προσομοιώσεων. Το δεύτερο βήμα είναι 

συνδυαστική κατασκευή του DNA για την δημιουργία των βελτιωμένων στελεχών με βάση 

το σχεδιασμό από το πρώτο βήμα. Σε αυτό το σημείο, και σε συνδυασμό με το επόμενο 
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βήμα, γίνεται και ο έλεγχος της ποιότητας και ευρωστίας του νέου στελέχους. Στη συνέχεια 

γίνεται ο έλεγχος των γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών τόσο σε επίπεδο 

εργαστηρίου όσο και σε μεγαλύτερους βιοαντιδραστήρες. Σε αυτό το σημείο μπορούν να 

ληφθούν πολλά δεδομένα τα οποία μπορούν να αξιοποιηθούν στη συνέχεια. Έτσι τελικά 

αφού δοκιμαστούν και αναλυθούν τα στελέχη μπορούν να χρησιμοποιηθούν τεχνικές 

όπως machine learning για να δώσουν χρήσιμες πληροφορίες για επόμενους κύκλους 

σχεδιασμού των στελεχών.  

Το πρόβλημα που εμφανίζεται όμως σε αυτή τη μεθοδολογία είναι το γεγονός ότι δεν 

υπάρχει άμεση επικοινωνία μεταξύ του διαχωρισμού του προϊόντος από την καλλιέργεια 

με τον σχεδιασμό των στελεχών. Οι διεργασίες διαχωρισμού σε ένα βιοδιυλιστήριο μπορεί 

να συμβάλουν μέχρι και στο 80% του συνολικού ετήσιου κόστους. Συνεπώς, είναι 

απαραίτητο τα στελέχη να σχεδιάζονται με τέτοιο τρόπο που όχι μόνο θα μεγιστοποιείται 

η παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος αλλά θα ελαχιστοποιείται και το κόστος 

διαχωρισμού. Δηλαδή υπάρχει περίπτωση μία στρατηγική τροποποίησης του 

μικροοργανισμού αν και αυξάνει την παραγωγικότητα ως προς ένα μεταβολίτη στόχο, στη 

πραγματικότητα να δυσχεραίνει και σημαντικά το κόστος διαχωρισμού, κάνοντας τη βιο-

παραγωγή μη εφικτή από οικονομικής απόψεως. 

Αυτή η διπλωματική προσπαθεί να αντιμετωπίσει ακριβώς αυτό το πρόβλημα συνδέοντας 

τη μεταβολική μηχανική με το σχεδιασμό του διαχωρισμού (downstream) μίας 

βιοδιεργασίας με χρήση υπερδομών. Η διπλωματική περιλαμβάνει 6 κεφάλαια. Στο 

δεύτερο κεφάλαιο δίνεται το απαραίτητο θεωρητικό υπόβαθρο για να κατανοηθούν τα 

επόμενα μέρη της διπλωματικής. Στο τρίτο κεφάλαιο αναλύεται το γενικότερο πρόβλημα 

που θα αντιμετωπιστεί και στη συνέχεια περιγράφεται η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε. 

Στο τέταρτο κεφάλαιο παρουσιάζεται η μαθηματική προτυποποίηση του προβλήματος 

καθώς και η υλοποίηση που περιλαμβάνει παραδείγματα που αναδεικνύουν τη 

χρησιμότητα του συζευγμένου εργαλείου. Στο πέμπτο κεφάλαιο παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα που προκύπτουν. Και στο τελευταίο κεφάλαιο αναλύονται τα 

συμπεράσματα από την παρούσα διπλωματική όσον αφορά τη σύνδεση της μεταβολικής 

μηχανικής και του σχεδιασμού των διεργασιών, τις μελέτες καθώς και προτάσεις  για 

εμπλουτισμό και βελτιστοποίηση του μοντέλου αλλά και μελλοντική έρευνα.  

 

Εικόνα 1: Αναπαράσταση του κύκλου DBTL 
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2. Θεωρητικό Υπόβαθρο  
 

Η περιορισμένη ποσότητα των αποθεμάτων πετρελαίου σε συνδυασμό με το 

περιβαλλοντικό κόστος που επιφέρει η χρήση του έχουν ωθήσει τη παραγωγή να βρει 

εναλλακτικές, ανανεώσιμες λύσεις για την παραγωγή ενέργειας και χημικών προϊόντων. 

Λύση σε αυτό το πρόβλημα μπορεί να δώσει η μεταβολική μηχανική, ένας κλάδος που 

ασχολείται με την τροποποίηση μικροοργανισμών. Κατανοώντας τα μεταβολικά 

μονοπάτια οργανισμών και ωθώντας τη ροή του άνθρακα κατάλληλα είναι εφικτό να 

παραχθεί ένα μεγάλο εύρος προϊόντων. Ένα από τα μεγαλύτερα προβλήματα που 

αντιμετωπίζονται σε αυτή τη περίπτωση είναι ο διαχωρισμός των επιθυμητών προϊόντων 

από τα υπόλοιπα προϊόντα της καλλιέργειας τα οποία μπορεί να έχουν παρόμοια 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, κάτι το οποίο αυξάνει σημαντικά το κόστος της βιο-

παραγωγής. Συνεπώς, είναι εμφανές πως υπάρχει ανάγκη γεφύρωσης του χάσματος 

μεταξύ της μεταβολικής μηχανικής και του σχεδιασμού των διεργασιών διαχωρισμού. Στη 

παρούσα εργασία έχει καταστρωθεί μία μεθοδολογία για την επίλυση αυτού του 

προβλήματος με χρήση υπερδομών. Για αυτό το σκοπό σε αυτό το σημείο θα αναλυθούν 

έννοιες οι οποίες θα είναι απαραίτητες για τις επόμενες ενότητες.  

 

2.1 Μεταβολική Μηχανική Συστημάτων 
 

Το πρώτο βήμα για να ξεπεραστεί το πρόβλημα της χαμηλής απόδοσης των 

μικροοργανισμών αλλά και να δοθεί μεγαλύτερη ευελιξία στην παραγωγή προϊόντων ήταν 

η μεταβολική μηχανική. Στην ουσία η μεταβολική μηχανική αφορά την τροποποίηση των 

μεταβολικών μονοπατιών με σκοπό τη παραγωγή χημικών, καυσίμων, φαρμάκων και 

άλλων προϊόντων. Οι διάφορες εμπορικές εφαρμογές της παραγωγής χρήσιμων 

μεταβολιτών μέσω της βελτίωσης στελεχών είναι ο κινητήριος μοχλός της ανάδυσης της 

μεταβολικής μηχανικής. Πρακτικά, για να γίνει η παραγωγή νέων προϊόντων ή να 

μεταβληθεί η σύσταση των προϊόντων που παράγει ένα στέλεχος πρέπει να γίνει είτε 

υπερ-έκφραση είτε υπό-έκφραση ορισμένων ενζύμων.  

Για να μπορέσει να γίνει όμως σωστά η τροποποίηση και να μην εμφανιστούν μη 

επιθυμητά αποτελέσματα είναι σημαντικό να υπάρχει πλήρης γνώση του κυττάρου ξενιστή 

όπου θα υποστεί την γενετική τροποποίηση. Συνήθως, τέτοιες αλλαγές σε κυτταρικά 

μονοπάτια έχουν ως αποτέλεσμα την δυσλειτουργία κυττάρου ή την παραγωγή μη 

επιθυμητών παραπροϊόντων τα οποία μπορεί είτε να είναι ουδέτερα είτε να είναι τοξικά 

για τον μικροοργανισμό. Επίσης πρέπει να συνυπολογιστεί το γεγονός ότι οι γενετικές 

τροποποιήσεις μπορεί να στρέψουν την ροή του άνθρακα από την παραγωγή της 

βιομάζας, στην παραγωγή των επιθυμητών προϊόντων κάτι το οποίο δεν είναι επιθυμητό. 

Στην ουσία πρέπει να βρεθούν λύσεις οι οποίες θα τροποποιούν όσο τον δυνατό λιγότερο 

τον μικροοργανισμό και ταυτόχρονα να μεγιστοποιούν την παραγωγή του επιθυμητού 

μεταβολίτη ενώ θα λαμβάνεται υπόψη και η μέγιστη παραγωγή της βιομάζας, που 

συνήθως είναι ανταγωνιστικές μεταξύ τους. (Yadav et al., 2018) 
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Μεταβολική Μηχανική 

Για να επιτευχθεί η παραγωγή των μεταβολιτών διάφορες μέθοδοι έχουν εφαρμοστεί. 

Αυτές περιλαμβάνουν την διαγραφή ανταγωνιστικών μεταβολικών οδών ως προς τη ροή 

των μεταβολιτών αλλά και την έκφραση ετερόλογων ενζύμων τα οποία βελτιώνουν τη 

σύνθεση των προϊόντων. Αυτά μπορούν να γίνουν εφικτά χρησιμοποιώντας εργαλεία τα 

οποία ρυθμίζουν την ετερόλογη έκφραση ομάδων γονιδίων, εισάγουν ή διαγράφουν 

γονίδια αλλά και κάνουν στοχευμένη διέγερση χρησιμοποιώντας συγκεκριμένα 

υποστρώματα. Τα τελευταία χρόνια, η τεχνολογία ανασυνδυασμού έχει αναδείξει την 

ικανότητα της μεταφοράς αλληλουχιών DNA από ένα πλασμίδιο. Επίσης το ένζυμο Cas9 

που χρησιμοποιεί τις ακολουθίες CRISPR ως οδηγό για να αναγνωρίσει και να κόψει 

ορισμένα τμήματα του DNA είναι η βάση για την τεχνολογία CRISPR-Cas9 η οποία 

χρησιμοποιείται για να τροποποιηθούν γονίδια στους μικροοργανισμούς και έχει ένα ευρύ 

φάσμα εφαρμογών. (Choi & Lee, 2016) 

Τις τελευταίες δεκαετίες, η μεταβολική μηχανική έχει αναδείξει την ικανότητα να παράγει 

στελέχη για την παραγωγή πολλών διαφορετικών  χημικών από ανανεώσιμες πρώτες ύλες. 

Στην πραγματικότητα όμως ο αριθμός των προϊόντων τα οποία φτάνουν στην βιομηχανική 

παραγωγή είναι περιορισμένος καθώς το συνολικό κόστος είναι αυξημένο. Αυτό οφείλετε 

στα υψηλά κόστη των πρώτων υλών, της παραγωγής αλλά και του κόστους διαχωρισμού 

τα οποία δεν μπορούν να ανταγωνιστούν την πετροχημική παραγωγή. Επίσης η 

μεταβολική μηχανική δεν συμπεριλαμβάνει στη μεθοδολογία της την εξάλειψη της 

παραγωγής των παραπροϊόντων καθώς και πρακτικά προβλήματα που προκύπτουν κατά 

την βιομηχανική παραγωγή και το scale-up. Αν και τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει αρκετές 

προσπάθειες για την αύξηση της απόδοσης των στελεχών, η μεθοδολογία της δοκιμής και 

σφάλματος, που προκύπτει από έλλειψη της πλήρης εικόνας των μεταβολικών 

μονοπατιών των μικροοργανισμών, ανεβάζουν σημαντικά τα κόστη αλλά και τον χρόνο 

που απαιτείται για την παραγωγή των βελτιωμένων στελεχών  (Clark et al., 2016), (Soh & 

Hatzimanikatis, 2010). 

Με σκοπό την αντιμετώπιση των προαναφερθέντων προβλημάτων, την τελευταία 

δεκαετία έχουν αναπτυχθεί πολλές για διεπιστημονικές στρατηγικές για την παραγωγή 

ανταγωνιστικών στελεχών τα οποία είναι ανταγωνιστικά σε βιομηχανικό επίπεδο. Η 

μεταβολική μηχανική συστημάτων έχει αναδυθεί τα τελευταία χρόνια και έχει επιταχύνει 

σημαντικά την ανάπτυξη αυτών των στελεχών. Είναι ένας διεπιστημονικός κλάδος ο οποίος 

συνδυάζει την συνθετική βιολογία, τη βιολογία συστημάτων και την εξελικτική μηχανική 

μαζί με την μεταβολική μηχανική ούτως ώστε να παραχθούν βελτιστοποιημένα στελέχη 

βιομηχανικού επιπέδου. Παράλληλα, η μεταβολική μηχανική συστημάτων λαμβάνει υπ’ 

όψη και τις διαδικασίες ζύμωσης αλλά και το downstream, δηλαδή τον διαχωρισμό και τον 

εξευγενισμό των τελικών προϊόντων, κατά τη διαδικασία του upstream, δηλαδή την 

τροποποίηση των στελεχών. Συνεπώς, η στρατηγική της παραγωγής των στελεχών με τη 

συγκεκριμένη μεθοδολογία περιλαμβάνει μία πιο ολιστική όψη, η οποία μπορεί να 

υποβοηθήσει το scale-up της παραγωγής των προϊόντων-στόχων. 

Στην ουσία, η μεταβολική μηχανική συστημάτων μπορεί να συνδυάζει τις πληροφορίες 

από όλα τα στάδια της παραγωγής των στελεχών, δηλαδή το upscale, το editing, την 
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εργαστηριακή δοκιμή, το scale-up, καθώς και το downstream, έτσι ώστε να 

βελτιστοποιηθεί η διαδικασία της τροποποίησης των στελεχών. Με αυτό το τρόπο 

μπορούν να επιταχυνθούν, ή αν οι πληροφορίες που θα δοθούν στη μεθοδολογία είναι 

επαρκείς να παρακαμφθούν, στάδια στην παραγωγή των στελεχών, μειώνοντας τον χρόνο 

ανάπτυξής τους και εξοικονομώντας σημαντικά κόστη. Ταυτόχρονα πολλά προβλήματα 

που θα πρόκυπταν κατά την ανάπτυξη των στελεχών μπορούν να παρακαμφθούν αφού θα 

έχουν συμπεριληφθεί στο upstream. Τέλος, οι σύγχρονες εξελίξεις σε τομείς όπως τα 

omics, η γενετική μηχανική καθώς και η εξελικτική μηχανική έχουν επεκτείνει τα διαθέσιμα 

εργαλεία που έχει στη διάθεσή της η μεταβολική μηχανική συστημάτων επιταχύνοντας 

σημαντικά την παραγωγή στελεχών με τα απαιτούμενα χαρακτηριστικά. 

 

Η συνολική διαδικασία της μεταβολικής μηχανικής μπορεί να χωριστεί σε επτά 

διαφορετικά στάδια.  

1. Σχεδιασμός Project: Περιλαμβάνει την επιλογή των πρώτων υλών, των προϊόντων-

στόχων καθώς και τον δρόμο με τον οποίο θα μετατραπεί η πρώτη στον επιθυμητό 

μεταβολίτη. Η πρώτη ύλη είναι σημαντικό να προέρχεται από ανανεώσιμες πηγές 

έτσι ώστε να εξασφαλιστεί μία βιώσιμη παραγωγή, για παράδειγμα 

λιγνοκυταρινούχα παράγωγα και χημικά C1. Κάποιες συνηθισμένες πρώτες ύλες 

είναι η γλυκόζη, η σουκρόζη και η γλυκερόλη. Στη συνέχεια πρέπει να καθοριστεί 

το προϊόν ή τα προϊόντα – στόχοι. Μπορεί να ανάλογα με την περίπτωση να 

προτιμηθεί η παραγωγή χημικών bulk ή specialty. Επίσης είναι σημαντικό να 

ελεγχθεί αν κάποια παραπροϊόντα ή ενδιάμεσα μπορεί να είναι εύκολα 

αξιοποιήσιμα και συνεπώς να δοθεί ροή και έμφαση προς εκείνα. Οι πρώτες ύλες, 

οι πρόδρομες ουσίες, τα ενδιάμεσα, τα προϊόντα και τα  παραπροϊόντα πρέπει να 

ληφθούν υπ’ όψη σε αρχικά στάδια έτσι ώστε να υπάρχει μία ολοκληρωμένη όψη. 

2. Επιλογή στελεχών (ξενιστές): Η επιλογή του ξενιστή είναι καθοριστική ως προς τη 

δυνητική ικανότητα να παράξει ένα προϊόν. Ανάλογα με την περίπτωση ο ξενιστής 

θα πρέπει να μπορεί να ανταπεξέλθει σε διαφορετικές συνθήκες θερμοκρασίας και 

pH, για παράδειγμα να απαιτείται θερμόφιλος μικροοργανισμός, ή να είναι GRAS  

στην περίπτωση που το προϊόν προορίζεται για τη βιομηχανία τροφίμων. Σε άλλες 

περιπτώσεις μπορεί να είναι προτιμητέα η επιλογή ζώου ή φυτού, αν και τα 

συγκεκριμένα δεν είναι ενδεδειγμένα για βιομηχανική παραγωγή. Σε κάθε 

περίπτωση ο ξενιστής είναι σημαντικό να έχει robust και ευέλικτο μεταβολισμό έτσι 

ώστε να μπορεί να τροποποιηθεί εύκολα. 

3. Αναδιαμόρφωση μεταβολικών μονοπατιών: Αυτό το σημείο είναι η ουσία της 

μεταβολικής μηχανικής και περιλαμβάνει την τροποποίηση των μικροοργανισμών 

για να παράξουν τους επιθυμητούς μεταβολίτες. Αυτό αρχικά μπορεί να γίνει in  

silico εφόσον είναι γνωστά τα μεταβολικά μονοπάτια των μικροοργανισμών και στη 

συνέχει αφού έχουν γίνει οι διάφορες επιλογές για προσθήκες, διαγραφές και 

τροποποιήσεις να γίνει τελικά η αναδιαμόρφωση του μεταβολισμού του 

μικροοργανισμού μέσω τεχνικών όπως DNA assembly και chromosome 

engineering. 
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4. Βελτίωση αντοχής ξενιστή: Αφού έχει γίνει η αναδιαμόρφωση των ξενιστών πρέπει 

να ελεγχθούν οι αντοχές που έχει στις διάφορες διεργασίες που θα λάβει μέρος 

στη συνέχεια. Αυτές περιλαμβάνουν τη ζύμωση και τις διεργασίες διαχωρισμού και 

καθαρισμού. Αφού ελεγχθούν πρέπει να βελτιστοποιηθούν έτσι ώστε το στέλεχος 

να μπορεί να είναι το μέγιστο δυνατό παραγωγικό στις διάφορες συνθήκες.  

5. Βελτιστοποίηση μεταβολικών ροών: Σε αυτό το σημείο είναι απαραίτητο να γίνουν 

οι κατάλληλες τροποποιήσεις στο στέλεχος, το οποίο μπορεί σε αυτό το σημείο να 

παράξει τους απαραίτητους μεταβολίτες, έτσι ώστε να μεγιστοποιηθεί η 

μεταβολική ροή στα προϊόντα-στόχους. Σύγχρονες εξελίξεις σε στρατηγικές όπως 

DNA/RNA sequencing, mass spectrometry και omics δίνουν τη δυνατότητα να 

ληφθούν επιπλέον δεδομένα (bio-big data) σχετικά με την κυτταρική φυσιολογία 

και τον μεταβολισμό. Αξιοποιώντας όλες αυτές τις πληροφορίες είναι εφικτό να 

δοθούν στοιχεία για το πως να βελτιστοποιηθεί η παραγωγή των στελεχών  

6. Ζύμωση: Η ζύμωση των μικροοργανισμών είναι η διεργασία με την οποία γίνεται η 

ανάπτυξη των μικροοργανισμών και η παραγωγή των προϊόντων. Προφανώς οι 

συνθήκες στις οποίες αναπτύσσεται το στέλεχος, όπως για παράδειγμα η 

θερμοκρασία, το pH και η παροχή οξυγόνου, έχουν σημαντική επίδραση στην 

παραγωγή των μεταβολιτών και τη σύσταση του τελικού προϊόντος. Επίσης πρέπει 

να ληφθεί υπ’ όψη και το μέγεθος των fermentators, δηλαδή αν θα είναι σε επίπεδο 

laboratory-scale ή industrial-scale. Και αυτό γιατί μπορεί να υπάρχουν 

διαφορετικές κατανομές και διαβαθμίσεις ροών και θερμοκρασιών μέσα στους 

αντιδραστήρες που θα επηρεάσουν την κυτταρική παραγωγή.  

7. Ανάκτηση και καθαρισμός (purification): Αυτό το σημείο είναι συνήθως ο λόγος 

για τον οποίο μία βιο-παραγωγή δεν είναι βιώσιμη από οικονομικής απόψεως. Αν 

και η παραγωγή ενός (ή και πολλών) προϊόντος στόχου σε υψηλή συγκέντρωση 

μπορεί να επιτευχθεί, είναι απαραίτητο να βρεθεί και σε μεγάλη καθαρότητα για 

να μπορέσει να πωληθεί. Όμως ο διαχωρισμός προϊόντων με πολύ παρόμοια 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, όπως είναι αυτά των μικροοργανισμών, είναι 

εξαιρετικά πολύ δύσκολος και ακριβός. Συνεπώς είναι απαραίτητο συμπεριληφθεί 

εξ’ αρχής το στάδιο του διαχωρισμού στο upstream έτσι ώστε να μπορέσει να είναι 

προσοδοφόρα η παραγωγή. Σε αυτό το σημείο πρέπει να συμπεριληφθεί και το 

κομμάτι του scale-up αφού οι διαχωρισμοί διαφέρουν σημαντικά ανάλογα με το 

μέγεθος της παραγωγής. Το πιο σύνηθες πρόβλημα είναι η αλλαγές στο προφίλ των 

συγκεντρώσεων του οξυγόνου και η διαφορά των συγκεντρώσεων του 

υποστρώματος λόγω μερικής ανάμιξης, κάτι το οποίο προκαλεί μη βέλτιστη 

απόδοση του στελέχους. 
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2.1.1 Κυτταρικά Μεταβολικά Μονοπάτια και Αναδιαμόρφωσή τους  
 

Οι διάφορες διεργασίες στη φύση καθορίζονται και προωθούνται από τον μεταβολισμό. 

Τα μεταβολικά δίκτυα είναι περίπλοκα συστήματα τα οποία περιλαμβάνουν χημικές 

αλληλεπιδράσεις και μετασχηματισμούς μεταξύ μεταβολιτών και ενζύμων. Συνεπώς, 

εφόσον υπάρχει ανάγκη για αξιοποίηση των μεταβολικών διεργασιών προς την παραγωγή 

χρήσιμων προϊόντων, είναι λογικό να πρέπει να κατανοηθούν τα μεταβολικά δίκτυα και το 

πως μπορούν να επεξεργαστούν. Οι μεταβολικές ανακατασκευές προκύπτουν από μία 

διαδικασία όπου τα γονίδια, οι πρωτεΐνες, οι αντιδράσεις και οι μεταβολίτες που 

συμμετέχουν σε ένα μεταβολικό δίκτυο αναγνωρίζονται και συστηματικά συνδέονται έτσι 

ώστε να σχηματιστεί τελικά το δίκτυο. Τέτοιου τύπου ανακατασκευές αντιπροσωπεύουν 

μία καλά οργανωμένη πηγή γνώσεων που μπορεί να έχει χρήσιμες εφαρμογές. Ένα 

κλασικό παράδειγμα αυτών των ανακατασκευών είναι τα Genome Scale Metabolic 

Reconstructions (GEMs), δηλαδή μεταβολικές ανακατασκευές γενομικού επιπέδου  

(Ataman et al., 2017; Soh & Hatzimanikatis, 2010; Werner et al., 2016). 

Τα GEMs είναι στοιχειομετρικά μοντέλα τα οποία περιλαμβάνουν τη φυσιολογία και τη 

βιοχημεία που λαμβάνει μέρος στους μικροοργανισμούς μέσω των συσχετισμών από τα 

γονίδια μέχρι και τις πρωτεΐνες. Αυτές οι ανακατασκευές έχουν αποδειχθεί χρήσιμα 

εργαλεία για την ανάπτυξη της αντίληψής μας για τα μεταβολικά δίκτια και μας 

επιτρέπουν να τα συσχετίσουμε και με άλλα εργαλεία τα οποία στοχεύουν στην 

επεξεργασία του μεταβολισμού. Υπάρχουν διάφορες τεχνικές για να αναλυθούν αυτά τα 

μοντέλα. Ένα από τα πιο ευρέως διαδεδομένα είναι το Flux Balance Analysis (FBA) το οποίο 

είναι μία μέθοδος βασισμένη σε περιορισμούς (constraint-based method) που επιτρέπει 

ανάλυση βασισμένη μόνο σε στοιχειομετρία του δικτύου συμπεριλαμβάνοντας 

ορισμένους περιορισμούς που θέτονται σε κάθε περίπτωση. Το FBA έχει επεκταθεί 

συμπεριλαμβάνοντας και θερμοδυναμικά δεδομένα έτσι ώστε να γίνει πιο πλήρες το 

μοντέλο (Clark et al., 2016). 

Συγκεκριμένα, η μοντελοποίηση αυτή που βασίζεται στη στοιχειομετρία και περιλαμβάνει 

ένα σύστημα από γραμμικές εξισώσεις που περιγράφουν τα ισοζύγια μάζας κάθε 

μεταβολίτη σε μόνιμη κατάσταση. Δηλαδή περιλαμβάνει έναν πίνακα όπου περιέχει όλες 

τις αντιδράσεις που λαμβάνουν μέρος στο μεταβολισμό σε συνδυασμό με όλους τους 

μεταβολίτες και το βαθμό συμμετοχή τους. Επιπλέον τέτοια μοντέλα μπορεί να 

περιλαμβάνουν και πληροφορίες για την αντιστρεπτότητα αντιδράσεων καθώς και 

προσβασιμότητα αντιδράσεων που βασίζεται σε συνθήκες. Ένα τέτοιο μοντέλο μπορεί, 

θεωρητικά, να κατασκευαστεί για οποιονδήποτε οργανισμό με γνωστό γονιδίωμα. Τα 

τελευταία χρόνια έχουν δημιουργηθεί τέτοιου είδους μοντέλα για έναν μεγάλο αριθμό 

οργανισμών. Έχοντας μία καθολική φύση τα GEMs δίνουν τη δυνατότητα να ελεγχθούν τα 

θεωρητικά όρια του μεταβολισμού των διαφόρων στελεχών αλλά και να αξιολογηθούν 

στρατηγικές για την τροποποίηση των μεταβολικών δικτύων. Σε σχέση με τα κινητικά 

μοντέλα, τα GEM πλεονεκτούν στο γεγονός ότι είναι γραμμικά και συνεπώς η υπολογιστική 

ισχύς που απαιτείται είναι σημαντικά μειωμένη. Από την άλλη, η απλότητα τους έχει ως 

αποτέλεσμα την έλλειψη χρήσιμων πληροφοριών όπως πληροφορίες συγκεντρώσεων, 
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κορεσμού ενζύμων και μη γραμμικοτήτων που οφείλονται σε κινητικά φαινόμενα (Clark et 

al., 2016). 

 

Εικόνα 2: Αναπαράσταση ενδεικτικού περιεχομένου GEM στο περιβάλλον της Matlab 

Είναι σημαντικό να αναφερθεί πως αν και η γραμμικότητα των GEMs έχει αρκετά 

πλεονεκτήματα, στην πραγματικότητα μεγάλα μεταβολικά δίκτυα μπορεί να είναι 

δύσκολα στο χειρισμό τους και απαιτητικό ως προς την υπολογιστική ισχύ. Για αυτό το 

λόγο έχουν αναπτυχθεί προσεγγίσεις όπως το redGEM οι οποίες στοχεύουν στη μείωση 

των μοντέλων κρατώντας τα απαραίτητα στοιχεία για την εκάστοτε ανάλυση.  Δηλαδή 

έχουν αναπτυχθεί συστηματικοί ημι-αυτόματοι μηχανισμοί μείωσης των μοντέλων στα 

βασικά στοιχεία του μεταβολισμού και τα υποσυστήματα που συμμετέχουν στις 

απαραίτητες αντιδράσεις. Το redGEM το καταφέρνει αυτό ελαχιστοποιώντας την απώλεια 

χρήσιμης πληροφορίας χρησιμοποιώντας γραφική αναζήτηση και μεθόδους 

βελτιστοποίησης (Ataman et al., 2017). 

Η μελέτη μεταβολικών δικτύων μπορεί να διαχωριστεί σε δύο τομείς: την ανάλυση και την 

σύνθεση. Από τη μία το πρόβλημα της ανάλυσης περιλαμβάνει την μελέτη μίας σειράς 

αντιδράσεων και την αναγνώριση όλων των πιθανών μονοπατιών για την παραγωγή ενός 

βιοχημικού μεταβολίτη, ξεκινώντας από γνωστές ουσίες. Τα μεταβολικά μονοπάτια 

περιλαμβάνουν αλυσιδωτές αντιδράσεις όπου τα χημικά προϊόντα μετατρέπονται σε 

υπόστρωμα για επόμενες αντιδράσεις (Werner et al., 2016). Υπολογιστικές προσεγγίσεις 

για την επίλυση τέτοιων προβλημάτων περιλαμβάνουν τη στοιχειομετρική ανάλυση, η 

οποία αναλύθηκε στις προηγούμενες παραγράφους, μεθόδους τεχνικής νοημοσύνης και 

γραφικές αναλύσεις δικτύων. Από την άλλη, το πρόβλημα της σύνθεσης περιλαμβάνει την 

αναγνώριση νέων αντιδράσεων και βιοχημικών ενώσεων οι οποίες είναι εφικτές έχοντας 

ως δεδομένο τα αρχικά συστατικά και μία σειρά κανόνων ενζυμικών αντιδράσεων. Ο 

συγκεκριμένος τομέας είναι αρκετά απαιτητικός ως προς τις υπολογιστικές ανάγκες και 

απαιτούνται εκλεπτυσμένα υπολογιστικά  πλαίσια για να γίνουν εφικτές ενισχυμένες 

πειραματικές προσεγγίσεις. Ένα παράδειγμα είναι το BNICE (Biochemical Network 

Integrated Computational Explorer), το οποίο είναι μία υπολογιστική προσέγγιση για την 
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αναζήτηση νέων βιοχημικών μονοπατιών, βασισμένη σε βιοχημικές μετατροπές, που 

ξεπερνάει τους τωρινούς περιορισμούς (Hatzimanikatis et al., 2005). 

 

2.1.2 Στρατηγικές Υπολογιστικής Μεταβολικής Μηχανικής   
 

Αφού λοιπόν εξηγήθηκε πως τα περίπλοκα μεταβολικά δίκτυα μπορούν να μεταφραστούν 

σε ένα υπολογιστικό πλαίσιο είναι σημαντικό να αναλυθούν και διάφορες μέθοδοι με τις 

οποίες μπορούν να δοθούν καθοδηγήσεις για τροποποιήσεις αυτών των δικτύων. Οι 

στρατηγικές της μεταβολικής μηχανικής που αφορούν το Pathway Engineering αφορούν 

την δημιουργία νέων και βελτιωμένων βιοχημικών μονοπατιών, χρησιμοποιώντας γονίδια 

από έναν ή και περισσότερους οργανισμούς. Η πολυπλοκότητα αυτών των συστημάτων 

είναι εμφανής όταν αναλογιστεί κανείς πως από γενετικής όψης, η παραγωγή ενός μικρού 

μορίου είναι πολύ πιο περίπλοκη από τη παραγωγή μίας πρωτεΐνης. Και αυτό γιατί οι 

πρωτεΐνες είναι περίπλοκα μακρομόρια που κωδικοποιούνται από μεμονωμένα γονίδια 

ενώ τα μικρά μόρια δημιουργούνται από βιοχημικά μονοπάτια που α παιτούν μία σειρά 

βημάτων και καταλύονται από διαφορετικά ένζυμα  (Clark et al., 2016; Ranganathan et al., 

2010). 

Οι στρατηγικές μεταβολική μηχανικής μπορούν να χωριστούν σε δύο μεγάλες κατηγορίες. 

Η πρώτη περιλαμβάνει μεθοδολογίες βελτιστοποίησης ενδογενών μονοπατιών ή 

αναδιαμόρφωσης ετερόλογων μονοπατιών για την παραγωγή μεταβολιτών. Από  την άλλη 

πιο σύγχρονες εξελίξεις στη συνθετική βιολογία και την υπολογιστική βιολογία έχουν 

δώσει τη δυνατότητα για σχεδιασμό νέων μεταβολικών μονοπατιών για την παραγωγή 

επιθυμητών χημικών. Η επιλογή της εκάστοτε μεθοδολογίας εξαρτάται από την εφαρμογή 

για την οποία προορίζεται. Για παράδειγμα μερικές περιλαμβάνουν διαγραφή ή εισαγωγή 

γονιδίων ή αντιδράσεων ή και υπο/υπερ-εκφρασή τους. Μία άλλη περίπτωση είναι η 

στοιχειομετρική σύζευξη της ανάπτυξης του κυττάρου με την παραγωγή του προϊόντος 

στόχου, όπως είναι η περίπτωση του OptKnock.  

Σε κάθε περίπτωση η επιλογή της μεθόδου που θα χρησιμοποιηθεί σε κάθε περίπτωση θα 

πρέπει να συνοδεύεται με προτεραιότητες που έχουν τεθεί. Η κάθε μέθοδος μεταβολικής 

μηχανικής έχει διάφορα χαρακτηριστικά και πλεονεκτεί ή υστερεί σε σχέση με τις άλλες με 

βάση αυτά. Συγκεκριμένα στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται μερικές από τις ιδιότητες 

που θα πρέπει να αξιολογηθούν όταν επιλέγεται η κάθε μέθοδος.  (Schneider & Klamt, 

2019) 

 

Ιδιότητα 1: Αριθμός παρεμβάσεων που απαιτούνται 

Ιδιότητα 2: Μέγιστος ρυθμός ανάπτυξης (µmax) 

Ιδιότητα 3: Ελάχιστη παραγωγή προϊόντος για μέγιστο ρυθμό ανάπτυξης 

Ιδιότητα 4: Απαιτήσεις αναερόβιων συνθηκών 

Ιδιότητα 5: Αριθμός προϊόντων που μπορεί να επηρεάσουν τη σύζευξη αν εκκριθούν   

Ιδιότητα 6: Εφικτότητα μειωμένων μοντέλων 
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Ένα από τα πιο χρήσιμα και διαδεδομένα εργαλεία για την πρόβλεψη των μεταβολικών 

διεργασιών των μικροοργανισμών είναι το Cobra Toolbox. Πρόκειται για ένα λογισμικό 

πρόγραμμα το οποίο λειτουργεί στο περιβάλλον Matlab, είναι βασισμένο σε ανάλυση με 

περιορισμούς και επιτρέπει την πρόβλεψη της κυτταρικής συμπεριφοράς. Το εργαλείο 

δίνει τη δυνατότητα να γίνουν αναλύσεις μόνιμης κατάστασης αλλά και δυναμικής που 

αφορούν από τη βέλτιστη συμπεριφορά ανάπτυξης των μικροοργανισμών και την 

επίδραση που έχουν τροποποιήσεις στο γονιδίωμα μέχρι και αναλύσεις ανθεκτικότητας 

(robustness).  Οι διάφορες εντολές για να γίνουν αυτές οι αναλύσεις περιλαμβάνονται στο 

Cobra Toolbox και απαιτούν μοντέλα γενομικού επιπέδου (GEMs) τα οποία είναι σε μορφή 

SBML  (Systems Biology Markup Language). Στη συνέχεια θα αναλυθούν κάποιες από τις 

βασικές αναλύσεις που χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο της κυτταρικής συμπεριφοράς  

(Becker et al., 2007). 

 

Flux Balance Analysis (FBA)  

Μία πολύ συνηθισμένη ανάλυση των γενομικών μοντέλων είναι η προσομοίωση της 

κυτταρικής ανάπτυξης χρησιμοποιώντας την ανάλυση ισοζυγίων ροών (FBA). To FBA 

αφορά τη γραμμική βελτιστοποίηση μίας αντικειμενικής συνάρτησης που συνήθως είναι 

η παραγωγή της βιομάζας. Αυτό είναι εφικτό αν είναι γνωστά τα εξής στοιχεία: η 

πρόσληψη των βασικών θρεπτικών συστατικών (όπως για παράδειγμα η γλυκόζη και το 

οξυγόνο) και η σύσταση της βιομάζας του κυττάρου (που δίνεται συνήθως σε mmol 

συστατικού gDW-1).  

To Flux Balance Analysis βασίζεται σε περιορισμούς. Το γεγονός αυτό το διαφοροποιεί σε 

σχέση με θεωρητικά μοντέλα τα οποία βασίζονται σε βιο-φυσικές εξισώσεις που απαιτούν 

πολλές και δύσκολο να μετρηθούν κινητικές παραμέτρους. Αρχικά, το πρώτο βήμα για τη 

συγκεκριμένη ανάλυση είναι η μαθηματική αναπαράσταση των μεταβολικών 

αντιδράσεων σε μορφή πινάκων. Δηλαδή οι στοιχειομετρική συντελεστές των 

αντιδράσεων εισάγονται σε πίνακες που συσχετίζουν τους μεταβολίτες με τις αντιδράσεις. 

Η στοιχειομετρία θέτει περιορισμούς στη ροή των μεταβολιτών μέσα στο σύστημα. Ο 

δεύτερος τρόπος που περιορίζεται το σύστημα είναι με ανισότητες που θέτουν τα όρια των 

ροών των αντιδράσεων. Με άλλα λόγια, από τη μία η στοιχειομετρία εξασφαλίζει πως ότι 

μεταβολίτης παράγεται, καταναλώνεται και τα άνω και κάτω όρια των αντιδράσεων 

περιορίζουν το σύστημα σε πραγματικά πλαίσια ή στα πλαίσια που απαιτούνται.  

Όταν λοιπόν έχουν εισαχθεί όλα αυτά τα στοιχεία και η ροή της βιομάζας μπορεί να 

υπολογιστεί από το μοντέλο, είναι εφικτό να γίνει και η πρόβλεψη για την μέγιστο ρυθμό 

ανάπτυξης. Αυτό μπορεί να γίνει υπολογίζοντας τις συνθήκες που έχουν ως αποτέλεσμα 

την μέγιστη ροή της αντίδρασης της βιομάζας. Από μαθηματικής απόψεως αυτό γίνεται 

χρησιμοποιώντας μία αντικειμενική συνάρτηση που χρησιμοποιείται για να καθορίσει την 

έκταση της επίδρασης κάθε αντίδρασης στο φαινότυπο. Όλες αυτές οι εξισώσεις μαζί 

ορίζουν ένα σύστημα γραμμικών εξισώσεων οι οποίες μπορούν να επιλυθούν με γραμμικό 

προγραμματισμό (Orth et al., 2010). 
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Robustness analysis  

Η ανάλυση ευρωστίας (robustness analysis) επιτρέπει τον υπολογισμό της επίδρασης της 

ροής ενός συγκεκριμένου στόχου, όπως για παράδειγμα η παραγωγή της βιομάζας, σε μία 

συγκεκριμένη αντίδραση. Αυτό είναι σημαντικό καθώς σε πολλές περιπτώσεις είναι 

χρήσιμο να είναι γνωστό το εύρος της επίδρασης της ροής μιας αντίδρασης στην ανάπτυξη 

του οργανισμού. Παραδείγματος χάρη, κάποιος θα μπορούσε να εξετάσει την επίδραση 

της μείωσης της έκφρασης ενός συγκεκριμένου μεταβολικού ενζύμου στον ρυθμό 

ανάπτυξης έτσι ώστε να μπορέσει να προβλέψει χαπλοανεπαρκή φαινότυπα στους 

ευκαρυώτες. (Becker et al., 2007) 

 

Δυναμικό Flux Balance Analysis  

Συνδυάζοντας το FBA με μία επαναληπτική μέθοδο, βασισμένη σε οιοινεί μόνιμη 

κατάσταση, είναι εφικτό να εξεταστεί μία δυναμική διεργασία μικροβιακής ανάπτυξης σε 

διαλείποντος έργου καλλιέργειες. Με άλλα λόγια το Dynamic FBA χωρίζει τη διεργασία σε 

μεμονωμένα βήματα από’ όπου υπολογίζεται ο ρυθμός ανάπτυξης, η πρόσληψη 

θρεπτικών ουσιών και η παραγωγή παραπροϊόντων. Γνωρίζοντας αυτούς τους ρυθμούς 

είναι εφικτό να υπολογιστεί η βιομάζα και οι συγκεντρώσεις των θρεπτικών σε κάθε 

χρονική στιγμή και συνεπώς και οι μέγιστοι ρυθμοί πρόσληψης θρεπτικών σε κάθε βήμα. 

Συνεπώς είναι εφικτό να προσομοιωθούν πειράματα batch και fed-batch. 

 

Optknock 

Το OptKnock είναι ένα εργαλείο μεταβολικής μηχανικής το οποίο σχεδιάζει διαγραφές 

αντιδράσεων συνυπολογίζοντας την μεγιστοποίηση της παραγωγής βιομάζας. Στην πράξη 

οι οργανισμοί έχουν την τάση να αντιστέκονται σε γενετικές μεταβολές, 

ανακατευθύνοντας τη μεταβολική ροή προς την παραγωγή βιομάζας. Συνεπώς είναι 

απαραίτητο τα εργαλεία που προτείνουν μεταβολές στα μεταβολικά δίκτυα, όπως για 

παράδειγμα η διαγραφή αντιδράσεων, να λαμβάνει υπόψη την ανταγωνιστικότητα μεταξύ 

της μεγιστοποίησης της παραγωγής ενός προϊόντος και την ανάπτυξη του οργανισμού. Το 

OptKnock κάνει ακριβώς αυτό, δηλαδή σχεδιάζει την διαγραφή αντιδράσεων για τη 

μεγιστοποίηση ενός μεταβολίτη ενώ παράλληλα μεγιστοποιεί και τη παραγωγή βιομάζας 

για τις συγκεκριμένες συνθήκες. Αυτό το πετυχαίνει χρησιμοποιώντας βελτιστοποίηση 

διπλού επιπέδου (bilevel optimization), όπου στην ουσία υπάρχουν δύο αντικειμενικές 

συναρτήσεις, όπου η μία είναι ενσωματωμένη στην άλλη. Σε αυτού του τύπου τα  

προβλήματα ένας ή και περισσότεροι περιορισμοί είναι εκφρασμένοι ως ένα πρόβλημα 

βελτιστοποίησης. 

Οι αντικειμενικές συναρτήσεις του OptKnock αφορούν το στόχο της μεταβολικής 

μηχανικής, δηλαδή η μεγιστοποίηση της παραγωγής ενός συγκεκριμένου μεταβολίτη και  

το στόχο της κυτταρικής απαίτησης, δηλαδή τη μεγιστοποίηση της παραγωγής της 

βιομάζας. Στο bilevel optimization το κύριο πρόβλημα είναι συνήθως το εξωτερικό, σε αυτή 

τη περίπτωση η παραγωγή του προϊόντος στόχου, ενώ το εσωτερικό είναι το δευτερεύον. 
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Πρακτικά το εξωτερικό πρόβλημα βρίσκει πιθανές αντιδράσεις προς αντιγραφή για τη 

μεγιστοποίηση της παραγωγής του επιθυμητού μεταβολίτη ενώ το εσωτερικό 

αναδιαμορφώνει τις μεταβολικές ροές για να μεγιστοποιήσει την παραγωγή της βιομάζας 

βασισμένο στις διαγραφές που ορίζονται από το εξωτερικό πρόβλημα. Επιπλέον 

αντικειμενικές συναρτήσεις και απαιτήσεις όπως για παράδειγμα η ελαχιστοποίηση της 

μεταβολικής προσαρμογής ή η μεγιστοποίηση της ανταλλαγής ATP μπορούν να εισαχθούν 

στο εσωτερικό πρόβλημα βελτιστοποίησης στην περίπτωση που απαιτείται ως καλύτερα 

αντικατάστατα της κυτταρικής ανάπτυξης. (Maranas, 2016) 

 

Metabolic Flux Optimization  

Αφού γίνει η επεξεργασία των βιοσυνθετικών μονοπατιών και κατασκευαστούν τα στελέχη 

τα οποία μπορούν να παράξουν τα επιθυμητά προϊόντα, είναι σημαντικό να 

μεγιστοποιηθεί η μεταβολική ροή προς τα προϊόντα αυτά. Αναλύσεις σε επίπεδο 

συστημάτων και δεδομένα omics έχουν παίξει καθοριστικό ρόλο προς αυτό το σκοπό όπως 

έδειξε και η αυξημένη παραγωγή L-βαλίνης και L-θρεονίνης από γενετικά επεξεργασμένο 

στέλεχος. Η ενσωμάτωση δεδομένων omics όπως το μεταγράφωμα, το πρωτεΐνωμα, και 

το fluxome μέσα στα GEMs μπορεί να δώσει μία πιο ολοκληρωμένη οπτική για τον 

κυτταρικό μεταβολισμό. Έτσι οι τα αποτελέσματα των αναλύσεων των γενομικών 

μοντέλων μπορούν να προσομοιάσουν καλύτερα την πραγματικότητα (Maranas, 2016). 

 

2.1.3 Στελέχη Μεταβολικής Μηχανικής  
 

Η επιλογή του μικροοργανισμού που θα χρησιμοποιηθεί για μία βιοπαραγωγή παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην ευελιξία που θα υπάρχει στα στάδια της μεταβολικής μηχανικής, 

της ζύμωσης και του διαχωρισμού. Από την αρχαιότητα, χιλιετίες πριν τα βακτήρια και οι 

μικροοργανισμοί να ήταν γνωστά, διαδικασίες όπως η ζύμωση από μικροοργανισμούς για 

την παραγωγή μπύρα έχουν αξιοποιηθεί από τους ανθρώπους. Σήμερα, οι γνώσεις και η 

εμπειρία για τους μικροοργανισμούς μας έχουν δώσει τη δυνατότητα να εκμεταλλευτούμε 

τους υψηλούς μεταβολικούς τους ρυθμούς και τα εξειδικευμένα τους ένζυμα στο έπακρο 

παράγοντας από χημικά μέχρι και καύσιμα. Οι οργανισμοί αυτοί μπορούν να διασπάσουν 

οργανικές ενώσεις σε απλούστερες ενώσεις, με τη διαδικασία της ζύμωσης.  Ανάλογα το 

μικροοργανισμό και τις συνθήκες το κάθε στέλεχος μπορεί να παράξει πολλούς 

διαφορετικούς μεταβολίτες. Όλοι οι μικροοργανισμοί έχουν διαφορετικές αντοχές στην 

προσαρμογή σε εξωτερικές συνθήκες όπως η οξύτητα, η αλκαλικότητα, η θερμοκρασία και 

η πίεση. Πολλά βακτήρια και ζύμες μπορούν να προσαρμοστούν σε ακραία περιβάλλοντα 

συνθέτοντας νέα ένζυμα και που τα κάνουν πιο ανθεκτικά. Συνεπώς, η κατανόηση του 

μεταβολικού δικτύου και της συμπεριφοράς του κάθε μικροοργανισμού είναι μεγάλης 

σημασίας για το σχεδιασμό μιας βιοπαραγωγής (Huang & Tang, 2007). 

Σε αυτό το σημείο είναι σημαντικό να δούμε ποιοι μικροοργανισμοί είναι πιθανοί 

υποψήφιοι για βιοπαραγωγές. Δύο από τους πιο ευρέως χρησιμοποιούμενους 
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μικροοργανισμούς αποτελούν ο E. Coli και ο Saccharomyces cerevisiae καθώς ο 

μεταβολισμός τους και η φυσιολογία τους έχουν μελετηθεί εκτενώς. (Choi et al., 2019) . 

Όσον αφορά παραγωγές που στοχεύουν βιομηχανία τροφίμων ή στη χρήση από τον 

άνθρωπο, είναι απαραίτητο τα στελέχη να είναι γενικός αναγνωρισμένα ως ασφαλή 

(GRAS), όπως για παράδειγμα S. cerevisiae, Bacillus subtilis, and Corynebacterium 

glutamicum, lactic acid bacteria, Pseudomonas putida. Από την άλλη τα τελευταία χρόνια 

έχει δοθεί έμφαση σε κυανοβακτηρίδια και μικροάλγες τα οποία μπορούν να 

καταναλώσουν C1 χημικά. Όμως όσο οι δυνατότητες αυξάνονται, τα στελέχη δεν 

περιορίζονται μόνο σε μικροοργανισμούς αλλά έχουν επεκταθεί και σε υψηλότερους 

ευκαρυώτες όπως τα φυτικά και τα ζωικά κύτταρα  (Huang & Tang, 2007; Jullesson et al., 

2015) 

Το στέλεχος που θα επιλεχθεί σε κάθε περίπτωση πρέπει να έχει ορισμένα 

χαρακτηριστικά. Στον επόμενο πίνακα θα αναφερθούν κάποια από αυτά τα 

χαρακτηριστικά 

Πίνακας 1: Επιθυμητά χαρακτηριστικά στελεχών 

Υψηλή παραγωγικότητα (rate) 

Υψηλή αποδοτικότητα (yield) 

Υψηλές συγκεντρώσεις (titer) 

Υψηλή ανεκτικότητα στο pH 

Ανεκτικότητα στη θερμοκρασία 

Υψηλή οσμωτική αντοχή 

Χαρακτηρισμός GRAS 

Ανάπτυξη σε διαφορετικά περιβάλλοντα  

Ταχεία αναπαραγωγή με μικρό lag phase 

Εύκολος διαχωρισμός των προϊόντων τους με χαμηλά ενεργειακά κόστη  

 

 

2.1.4 Πρώτες ύλες και Προϊόντα  
 

Μέχρι στιγμής, η πλειονότητα της έρευνας στη μεταβολική μηχανική έχει εστιάσει στην 

βιοσύνθεση προϊόντων από την αρχή των μεταβολικών μονοπατιών. Δηλαδή , συνήθως 

επιλέγεται μία ανανεώσιμη πηγή άνθρακα, όπως η γλυκόζη, και τροφοδοτώντας τη στο 

στέλεχος παράγεται το τελικό προϊόν. Μία νέα τάση όμως που υπάρχει είναι η 

βιομετατροπή (biotranformation ή bioconversion) και αφορά την εισαγωγή πρόδρομων 

ουσιών σε ενδιάμεσα στάδια στο μεταβολικό δίκτυο, σε ένα ή περισσότερα βήματα. Αυτές  

οι ουσίες μπορούν και αυτές να προέρχονται από ανανεώσιμες πηγές και συνήθως είναι 

και πιο οικονομικές. Συνεπώς, η μέθοδος με την οποία γίνεται η τροφοδοσία των πρώτων 

υλών μπορεί να ενισχύσει το εύρος των προϊόντων, να κάνει τη διεργασία πιο οικονομική 

και να προσφέρει επιπλέον ευελιξία.(Wu & Maravelias, 2019) 

Και η ίδια η επιλογή της πρώτης ύλης όμως πρέπει να αξιολογηθεί. Ανανεώσιμες πηγές 

άνθρακα περιλαμβάνουν τη γλυκόζη και τη σουκρόζη, λιγνοκυτταρινούχο βιομάζα  και C1 
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χημικά. Ακόμα και αν η αξιοποίηση C1 χημικών, όπως το μεθάνιο, η μεθανόλη και το 

φορμικό οξύ δεν είναι όσο αποδοτικά είναι οι κλασικές πηγές άνθρακα, η χρήση τους έχει 

κεντρίσει το ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια λόγο της εύκολης και οικονομικής 

παραγωγής τους. 

Το εύρος των προϊόντων που μπορούν να ληφθούν από βιοπαραγωγή συνεχώς αυξάνεται. 

Οι μικροοργανισμοί μπορούν να παράξουν από απλά χημικά όπως η αιθανόλη και τα 

οργανικά οξέα μέχρι και προϊόντα υψηλής αξίας όπως φαρμακευτικά, πολυμερή με 

εξειδικευμένες ιδιότητες και γευστικά πρόσθετα. Από την άλλη μεγάλο ενδιαφέρον έχει 

παρουσιάσει τα τελευταία χρόνια και η ικανότητα των μικροοργανισμών να 

αποσυνθέσουν επιβλαβής ουσίες και ρύπους. Αυτό μπορούν είτε να το κάνουν άμεσα, 

έχοντας ως υπόστρωμα τους ρύπους είτε παράγοντας τις ουσίες οι οποίες μπορούν να 

τους εξουδετερώσουν. Σε κάθε περίπτωση το τι προϊόν θα παραχθεί ή ποιος συνδυασμός 

προϊόντων είναι κάτι το οποίο υπόκειται σε αρκετή έρευνα και πρέπει να αποφασιστεί από 

τα πρώτα στάδια του σχεδιασμού της βιοπαραγωγής (Axelsson et al., 2012; Hegde & 

Trabold, 2018). 

 

2.1.5 Συνθήκες ανάπτυξης και πρώτες ύλες  

 

Αφού έχει επιλεχθεί το στέλεχος για τη βιοπαραγώγη, η πρώτη ύλη αλλά και τα προϊόντα -

στόχοι είναι απαραίτητο να επιλεχθούν και οι συνθήκες με τις οποίες αναπτύσσεται και 

συντηρείται ο μικροοργανισμός. Οι συνθήκες αυτές περιλαμβάνουν το pH, τη 

θερμοκρασία, τα πρόσθετα θρεπτικά και την παροχή οξυγόνου. Στην περίπτωση των 

ζυμών, τα θρεπτικά παίζουν διττό ρόλο. Εκτός από το γεγονός ότι α ποτελούν το 

υπόστρωμα για την ανάπτυξη του μικροοργανισμού, τα θρεπτικά αποτελούν σήματα για 

την ανάπτυξή του. Δηλαδή εκτός από πηγή μάζας για την λειτουργία του μεταβολικού 

δικτύου, μπορούν να σημάνουν μεταβολικά, μεταγραφικά και αναπτυξιακά σήματα για τη 

βελτιστοποίηση της επιβίωσης κάτω από τις εκάστοτε συνθήκες. Για παράδειγμα 

συστατικά όπως τα αμινοξέα και τα νιτρικά μπορούν να καθορίσουν τον ρυθμό ανάπτυξης 

των κυττάρων. Αυτό συμβαίνει λόγο διαφόρων δικτύων σημάτων όπως η Ras/protein 

κινάση Α, η AMP – ενεργοποιημένη κινάση και άλλα συμπλέγματα τα οποία ενημερώνουν 

το κύτταρο για την διαθεσιμότητα θρεπτικών και επηρεάζουν τα μεταγραφικά, 

μεταφραστικά και μεταβολικά προφίλ. Η κατανόηση λοιπόν της επίδρασης των διαφόρων 

εξωτερικών συνθηκών στο κύτταρο είναι καθοριστική για την ανάπτυξή του και την 

παραγωγή των επιθυμητών μεταβολιτών και πρέπει να ληφθεί υπ’ όψη κατά το σχεδιασμό 

μίας βιοπαραγωγής (Broach, 2012). 
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2.1.6 Αντίκτυπο σε Βιομηχανικές Εφαρμογές 
 

Η χρήση τεχνικών υψηλής απόδοσης καθώς και η αυτοματοποίηση για το σχεδιασμό των 

κυτταρικών εργοστασίων (cell factories), έχει παίξει καθοριστικό ρόλο στη μετάβαση από 

την εργαστηριακή έρευνα στην εργοστασιακή παραγωγή. Οι εξελίξεις στην εμβιομηχανική 

και οι διάφορες επιτυχείς εφαρμογές νέων εργοστασιακών διεργασιών έχει οδηγήσει σε 

σημαντική ανάπτυξη του κλάδου της άσπρης βιοτεχνολογίας, δηλαδή της βιομηχανικής 

βιοτεχνολογίας. Ο συγκεκριμένος κλάδος είναι αρκετά χρήσιμος καθώς μπορεί να 

καταναλώσει λιγότερες πρώτες ύλες από τις κλασικές διεργασίες κατά την παραγωγή 

πολύτιμων χημικών ή την καταστροφή επικίνδυνων ή επιβλαβών χημικών. Τα  κυτταρικά 

εργοστάσια σχεδιάζονται όπως έχει αναφερθεί χρησιμοποιώντας ένα συνδυασμό 

μεταβολικής μηχανικής και συνθετικής βιολογίας, τα οποία μπορούν να αξιοποιηθούν για 

να επαναπροσδιορίσουν ροές προς επιθυμητά προϊόντα. Οι δύο αυτοί κλάδοι έχουν μία 

κοινή προσέγγιση από in silico σε in vivo και προσπαθούν να προσδιορίσουν τον κυτταρικό 

φαινότυπο με ποσοτικά και με χρήση μοντέλων. Οι πιο συνηθισμένοι μικροοργανισμοί που 

χρησιμοποιούνται στην βιομηχανική βιοτεχνολογία είναι ο Saccharomyces cerevisiae και ο 

Escherichia coli καθώς έχουν πολλά επιθυμητά χαρακτηριστικά και να είναι robust. 

(Jullesson et al., 2015) 

 

Η μεταβολική μηχανική συστημάτων, που είναι στην ουσία ένας συνδυασμός της 

μεταβολικής μηχανικής και της συνθετικής βιολογίας, έχει ήδη αντίκτυπο σε έναν μεγάλο 

αριθμό βιομηχανικών τομέων όπως τα χημικά, τα βιοκαύσιμα, τα φαρμακευτικά προϊόντα 

και η βιομηχανία τροφίμων. Τα προϊόντα αυτά μπορεί να είναι από χαμηλής αξίας μέχρι 

και υψηλής και μπορεί να είναι από bulk chemicals μέχρι και niche προϊόντα όπως 

εξειδικευμένες φαρμακευτικές ουσίες. Ο πιο σύνηθες στόχος των εταιριών όμως είναι να 

παράξουν ενδιάμεσα χημικά προϊόντα τα οποία μπορούν να επεξεργαστούν περαιτέρω 

μέσω χημικών διεργασιών για να παράξουν ακόμα υψηλότερης αξίας προϊόντα. Στη 

συνέχεια θα παρουσιαστούν προϊόντα από τις τέσσερις κατηγορίες που αναφέρθηκαν  που 

παράγονται σε εμπορική κλίμακα από τα πιο κοινά στελέχη όπως η ζύμη, τα βακτήρια και 

η άλγη. 

 

Χημικά Προϊόντα 

Όπως αναφέρθηκε πριν οι βιομηχανίες προτιμούν προϊόντα τα οποία είναι ενδιάμεσα για 

την παραγωγή πιο χρήσιμων και επικερδών ουσιών. Ένα  τέτοιο παράδειγμα είναι η 

παραγωγή του D-λακτικού οξέος που είναι πρόδρομη ουσία για την παραγωγή του 

πολυλακτικού οξέος (PLA) το οποίο είναι βιοπλαστικό. Ένα σύνηθες πρόβλημα που 

συναντάται στην κλασική παραγωγή αυτού του πλαστικού είναι η ανάγκη για διαχωρισμό 

των δύο μορφών η οποία είναι αρκετά ακριβή. Παράγοντας μόνο το D-λακτικό οξύ και 

κάνοντας την μετατροπή στη συνέχεια, αποφεύγεται αυτό το  εμπόδιο και κάνει την 

διεργασία πιο βιώσιμη. Υπάρχουν διάφορες βιομηχανίες που αξιοποιούν αυτή τη βιο-
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διεργασία και μάλιστα υπάρχουν και παραδείγματα κυτταρικής τροφοδοσίας η οποία δεν 

προορίζεται για την βιομηχανία τροφίμων. 

Το ηλεκτρικό οξύ (succinic acid) είναι ένα άλλο παράδειγμα χημικού προϊόντος το οποίο 

παράγεται από γενετικά τροποποιημένο στέλεχος του E. coli ή ακόμα και από ένα στέλεχος 

ζύμης το οποίο έχει αντοχές σε χαμηλά pH. Το ηλεκτρικό οξύ είναι και πάλι μία πολύ 

σημαντική πρόδρομη ουσία η οποία μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να παράξει από 

διάφορα χημικά μέχρι διάφορες τροφές και φάρμακα. Συνεπώς, το γεγονός ότι η Bioamber 

είναι σε θέση να παράξει το οξύ αυτό με μία βιο-διεργασία με κόστος 40% μειωμένο σε 

σχέση με την αντίστοιχη πετρελαιοπαραγωγή είναι μία σημαντική ένδειξη ότι η 

βιοπαραγωγή μπορεί να είναι το μέλλον για την αντικατάσταση αυτών των διεργασιών.  

Βιοκαύσιμα 

Ένα από τα σημαντικότερα προβλήματα που θα αντιμετωπιστούν με την μείωση της 

αξιοποίησης του πετρελαίου είναι η παραγωγή της ενέργειας. Σε αυτό ήρθε να φέρει τη 

λύση η Solazyme η οποία παράγει το βιοκαύσιμο biodiesel βασισμένο σε τροποποιημένη 

άλγη. Υπάρχει μεγάλη ανάγκη για παραγωγή καυσίμων τα οποία προσομοιάζουν τα ήδη 

υπάρχοντα και έτσι παραδείγματα όπως αυτό, το οποίο είναι και συμμορφωμένο με τα 

πρότυπα Fatty Acid Methyl Ester (FAME), είναι βέβαιο πως θα δώσουν λύσεις στις 

μελλοντικές ανάγκες.  

 

Φαρμακοβιομηχανία 

Ένα παράδειγμα τροποποιημένου μικροοργανισμού το οποίο μπορεί να αντικαταστήσει 

την παραγωγή φαρμάκου βασισμένο σε φυτά είναι το στέλεχος Artemisia annua το οποίο 

μπόρεσε να παράξει αρτεμισίνη, ένα φάρμακο κατά της μαλάριας. Η εταιρία Sanofi 

πρόσφατα ξεκίνησε βιομηχανική παραγωγή του φαρμάκου βασισμένη σε αυτή τη 

διεργασία. 

 

Βιομηχανία Τροφίμων 

Τέλος η Allylix τροποποιώντας κύτταρα ζύμης κατάφερε να παράξει ένα εξειδικευμένο 

προϊόν το οποίο είναι οι γεύσεις nalancene  και nootkatone. Επίσης είναι προφανές πως η 

βιομηχανία τροφίμων θα μπορέσει να επωφεληθεί σημαντικά από τη βιοπαραγωγή καθώς 

η εξάρτηση στη κτηνοτροφία έχει μεγάλο αντίκτυπο στο περιβάλλον και λύσεις όπως  η 

κυτταρική γεωργία μπορούν είναι εξαιρετικά χρήσιμες.  
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2.2 Σχεδιασμός Διεργασιών Διαχωρισμού  
 

Η μεγαλύτερη δυσκολία που αντιμετωπίζεται στη βιομηχανία, όσον αφορά τη 

βοπαραγωγή, είναι ο τελικό διαχωρισμός των προϊόντων μετά τη ζύμωση. Στη ζύμωση  

παράγεται ένα περίπλοκο υδατικό μίγμα το οποίο περιέχει εξωκυττάρια προϊόντα, τα 

κύτταρα και συστατικά που δεν έχουν υποστεί μετατροπή. Ο στόχος των διεργασιών του 

downstream είναι να ξεχωρίσουν τους επιθυμητούς μεταβολίτες, οι οποίοι μπορεί να 

βρίσκονται είτε μέσα είτε έξω από τα κύτταρα από όλα τα υπόλοιπα συστατικά. Οι 

διεργασίες ανάκτησης αυτών των προϊόντων συνήθως βασίζονται σε φυσικά 

χαρακτηριστικά και εξαρτώνται από το εκάστοτε προϊόν, τη φύση του και τα 

χαρακτηριστικά του παραγόμενου ζωμού. Η κάθε διεργασία στο downstream φέρει 

κάποια φυσική αλλαγή η οποία μεταβάλει τη συγκέντρωση του ζωμού, δηλαδή τη 

καθαρότητα του προϊόντος. Στις περισσότερες περιπτώσεις απαιτούνται αρκετά στάδια 

για να επιτευχθεί η απαιτούμενη καθαρότητα  (In et al., 2005).  

Οι διεργασίες τελικού καθαρισμού παίζουν καθοριστικό ρόλο σε μία βιοπαραγωγή καθώς 

συνεισφέρουν σημαντικά στο συνολικό κόστος της βιομηχανίας. Το πόσο συνεισφέρει 

τελικά εξαρτάται από την κάθε διεργασία αλλά μπορεί να φτάσει μέχρι και στο 90% του 

συνολικού κόστους παραγωγής στην περίπτωση προϊόντων που απαιτούν υψηλή  

καθαρότητα. Από την άλλη χαμηλές συγκεντρώσεις είναι προβληματικές γιατί απαιτούν 

ογκώδη εξοπλισμό καθώς πρέπει να γίνει επεξεργασία πολλών όγκων προϊόντος, 

ανεβάζοντας το πάγιο και το λειτουργικό κόστος. Και τρίτων ειδικά προϊόντα τα οποία 

χρειάζονται ειδική επεξεργασία απαιτούν ακριβό εξοπλισμό ο οποίος εξασφαλίζει την 

τελική ποιότητα και καθαρότητα. Τελικά, είναι εμφανές ότι η βιοδιεργασίες φέρουν 

επιπλέον πολυπλοκότητες στον τελικό διαχωρισμό και είναι σημαντικό να γίνει 

λεπτομερής σχεδιασμός έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθούν τα κόστη (Clarke, 2013). 

Ο σχεδιασμός μίας εργοστασιακής μονάδας βιοπαραγωγής στο πλαίσιο του τελικού 

διαχωρισμού έχει λοιπόν δύο μεγάλες απαιτήσεις. Την μεγιστοποίηση του κέρδους, το 

οποίο επιτυγχάνεται με την μείωση των πάγιων και των λειτουργικών εξόδων, και την 

ελαχιστοποίηση της απώλειας του προϊόντος που συσσωρεύεται σε κάθε βήμα 

διαχωρισμού. Για να γίνουν εφικτοί αυτοί οι στόχοι πρέπει να υπάρχει πολύ καλή γνώση 

όλων των πτυχών της διεργασίας. Αυτές οι γνώσεις περιλαμβάνουν την κατανόηση των 

μηχανισμών των διεργασιών διαχωρισμού και το σύνολο των επιλογών που υπάρχουν. Στη 

συνέχει πρέπει να κατανοηθούν οι φυσικές και οι χημικές ιδιότητες του προϊόντος έτσι 

ώστε να μπορέσει να γίνει η σωστή επιλογή των διεργασιών. Και τέλος πρέπει να 

αναγνωριστούν οι απαιτήσεις του τελικού προϊόντος και να συμπεριληφθούν στον 

σχεδιασμό. Για παράδειγμα η παραγωγή ενός φαρμακευτικού προϊόντος που έχει κάποια 

βιολογική δράση πρέπει να διατηρήσει τη δράση αυτή στο μέγιστο δυνατό βαθμό και να 

μην πέσει η απόδοση του λόγο ακραίων συνθηκών (Najafpour, 2015).  

Ένα από τα μεγαλύτερα προβλήματα που αντιμετωπίζεται κατά το σχεδιασμό του 

διαχωρισμού μίας βιοδιεργασίας είναι η φύση του προϊόντος της ζύμωσης. Τα επιθυμητά 

προϊόντα που πρέπει να ανακτηθούν από το ζωμό βρίσκονται διαλυμένα σε ένα υδατικό 

διάλυμα με πολλά διαφορετικά παραπροϊόντα. Ο διαχωρισμός των επιθυμητών 
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προϊόντων από τα άλλα συστατικά είναι ιδιαίτερα δύσκολος λόγο των παρόμοιων 

φυσικοχημικών ιδιοτήτων που έχουν. Συνεπώς πρέπει να χρησιμοποιηθούν 

εξειδικευμένες μέθοδοι οι οποίες περιλαμβάνουν διαλύτες, οξέα και βάσεις. Όμως τα 

βιολογικά προϊόντα στις περισσότερες περιπτώσεις είναι επιρρεπή σε τέτοια χημικά, 

περιορίζοντας λοιπόν τις δυνατές επιλογές διαχωρισμού. Τέλος ο ζωμός που προκύπτει 

από τη ζύμωση είναι ευάλωτος σε μόλυνση. Αυτό σημαίνει ότι οι διεργασίες διαχωρισμού 

πρέπει να είναι ταχύτατες και με ελάχιστες καθυστερήσεις έτσι ώστε η ποιότητα των 

προϊόντων να είναι βέλτιστη. Είναι εμφανές ότι πρέπει να ληφθούν πολλά ζητήματα υπ’ 

όψη όταν σχεδιάζεται το downstream μίας βιοδιεργασίας (Doran, 2013). 

Σε αυτό το σημείο πρέπει να συζητηθούν τα βήματα τα οποία λαμβάνουν μέρος στο 

διαχωρισμό βιολογικών προϊόντων. Ανάλογα με το αν το προϊόν είναι η ίδια η βιομάζα, 

συστατικό που εκκρίνεται από τα κύτταρα ή βρίσκεται μέσα στο κύτταρο τα απαραίτητα 

βήματα για το διαχωρισμό διαφέρουν. Μία σχηματική αναπαράσταση αυτών των 

διαφορών φαίνεται στο επόμενο διάγραμμα. 

 

Διάγραμμα 1: Ένα γενικευμένο παράδειγμα διεργασίας διαχωρισμού κυτταρικών προϊόντων  

 

 

Τέλος η απόδοση της συνολικής διεργασίας μπορεί να εκφραστεί με φάση τον παράγοντα 

συγκέντρωσης δ. 

 

𝛿 =
𝛴𝜐𝛾𝜅έ𝜈𝜏𝜌𝜔𝜎𝜂 𝜋𝜌𝜊ϊό𝜈𝜏𝜊𝜍 𝜇휀𝜏ά 𝜏𝜂𝜈 휀𝜋휀𝜉휀𝜌𝛾𝛼𝜎ί𝛼

𝛴𝜐𝛾𝜅έ𝜈𝜏𝜌𝜔𝜎𝜂 𝜋𝜌𝜊ϊό𝜈𝜏𝜊𝜍 𝜋𝜌𝜄𝜈 𝜏𝜂𝜈 휀𝜋휀𝜉휀𝜌𝛾𝛼𝜎ί𝛼
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2.2.1 Κατηγοριοποίηση χημικών με βάση Φυσικοχημικές Ιδιότητες  
 

Όπως έχει αναφερθεί, σκοπός αυτής της διπλωματικής είναι να γεφυρωθεί το χάσμα 

μεταξύ της μεταβολικής μηχανικής και του διαχωρισμού προϊόντων κατά στο σχεδιασμό 

μίας βιοπαραγωγής σε ένα υπολογιστικό πλαίσιο. Για να διευκολυνθεί η επίτευξη αυτό του 

στόχου είναι σημαντικό να υπάρχει μία κατηγοριοποίηση των παραγόμενων 

εξωκυτταρικών προϊόντων. Δίνεται μεγαλύτερη έμφαση στα εξωκυτταρικά προϊόντα 

καθώς ο διαχωρισμός τους είναι συνήθως πιο εύκολος και οικονομικός. Η 

κατηγοριοποίηση βοηθάει καθώς οι ιδιότητες των προϊόντων καθορίζουν τις απαιτήσεις 

διαχωρισμού. Για παράδειγμα ο διαχωρισμός εξωκυτταρικών αδιάλυτων και ελαφριών 

προϊόντων είναι συνήθως αρκετά πιο εύκολος μέσω απόχυσης ή φιλτραρίσματος σε σχέση 

με διαλυτών όπου απαιτούνται μέθοδοι όπως η απόσταξη. Παρακάτω λοιπόν 

παρουσιάζεται η κατηγοριοποίηση που μπορεί να καθορίσει την επιλογή των σταδίων 

διαχωρισμού. (Lutze, 2014; Wu & Maravelias, 2019) 

 

Πίνακας 2: Ταξινόμηση Εξωκυτταρικών Προϊόντων 

Ιδιότητα Διαχωρισμός 

Διαλυτότητα Αδιάλυτο (NSL) Διαλυτό (SOL) 

Φυσική κατάσταση Στερεό (SLD) Υγρό (LQD) 

Σχετική πτητικότητα (σε σχέση με 
το νερό) 

Πτητικό (VOL) Μη-πτητικό (NVL) 

Επιθυμητή χρήση Κοινό αγαθό (CMD) 
Εξειδικευμένο αγαθό 

(SPC) 

 

Συνδυάζοντας τις ιδιότητες αυτές μπορούμε να κατηγοριοποιήσουμε τα προϊόντα σε 

κλάσεις. Για παράδειγμα η 2,3 – βουτανοδιόλη ανήκει στην κλάση EX SOL NVL LQD CMD. 

 

2.2.2 Διεργασίες Διαχωρισμών εξωκυττάριων χημικών  

 

Σε αυτό το σημείο θα κατηγοριοποιηθούν διάφορες διεργασίες σε τρία μεγάλα στάδια και 

θα περιγραφούν μερικές τυπικές διεργασίες κάθε σταδίου. Η ανάκτηση των 

εξωκυτταρικών προϊόντων δεν απαιτεί τη διάσπαση των κυττάρων αλλά μόνο τον 

διαχωρισμό τους από την κύρια μάζα του υγρού, κάτι το οποίο διευκολύνει σημαντικά τα 

επόμενα βήματα διαχωρισμού. Στη συνέχεια όπως αναφέρθηκε πρέπει να αφαιρεθεί ο 

μεγαλύτερος όγκος του υγρού και να συγκεντρωθεί το προϊόν. Και τελικά πρέπει να γίνουν 

οι διεργασίες για τον εξευγενισμό του προϊόντος-στόχου και την απομάκρυνση 

ακαθαρσιών με βάση τις προκαθορισμένες απαιτήσεις. Συνοπτικά τα τρία αυτά στάδια 

είναι τα εξής(Wu & Maravelias, 2019). 
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Στάδιο I: Απομόνωση προϊόντος 

Στάδιο II: Συγκέντρωση προϊόντος 

Στάδιο III: Καθαρισμός και εξευγενισμός του προϊόντος 

 

Εικόνα 3: Σχηματική απεικόνιση των τριών σταδίων διαχωρισμού 

Στις επόμενες ενότητες θα αναλυθούν οι διαδικασίες διαχωρισμών αυτών των σταδίων 

που θα χρησιμοποιηθούν και στο πειραματικό μέρος της εργασίας. Να σημειωθεί πως 

μερικά στάδια έχουν και υποκατηγορίες, στις οποίες όμως δεν θα δοθεί έμφαση σε αυτή 

τη φάση καθώς η κάθε παραλλαγή δεν θα αλλάξει τη γενικότερη εικόνα του οικονομικού 

εύρους. 

 

2.3 Ολοκλήρωση της Μεταβολικής Μηχανικής και της Μηχανικής Διεργασιών 
 

Ο κλάδος της μεταβολικής μηχανικής που εστιάζει στην δημιουργία στελεχών για 

βιοπαραγωγή σε βιομηχανίες ακολουθεί μία κυκλική διαδικασία: Σχεδιασμός – Κατασκευή 

– Δοκιμή – Εκμάθηση (DBTL). Ο σχεδιασμός δηλαδή στελεχών βασίζεται σε γνώσεις 

προηγούμενα πειράματα όπου στη συνέχεια κατασκευάζονται τα νέα στελέχη, 

ξαναδοκιμάζονται σε εργαστηριακή κλίμακα μέχρι να επιτευχθούν οι επιθυμητοί στόχοι. 

Όμως σε αυτή σε αυτή τη μεθοδολογία δεν συμπεριλαμβάνονται και δεδομένα από τον 

τελικό διαχωρισμό των προϊόντων, ο οποίος συνεισφέρει σε μεγάλο ποσοστό στο συνολικό 

κόστος της βιοπαραγωγής (Wu et al., 2019). Συνεπώς είναι εμφανής η ανάγκη να γίνει μία 

ένωση του σχεδιασμού των στελεχών, για παράδειγμα εργαλεία όπως το OptKnock, με το 

σχεδιασμό του downstream μίας διεργασίας. Το σύστημα περιλαμβάνει όλους τους 

παράγοντες που αναφέρθηκαν ως τώρα στη παρούσα εργασία, δηλαδή τις πρώτες ύλες, 

τα στελέχη, την επεξεργασία των στελεχών, τις διεργασίες επεξεργασίας των στελεχών, τα 

προϊόντα, τις διάφορες επιλογές για τον διαχωρισμό των προϊόντων της βιοπαραγωγής. 

Όλα αυτά μπορούν να ενωθούν για να σχηματίσουν μία υπερδομή εναλλακτικών 

επιλογών. Η σύνθεση αυτό του προβλήματος αποτελεί ένα πρόβλημα βελτιστοποίησης με 
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στόχο το μέγιστο δυνατό κέρδος. Με άλλα λόγια η επιλογή των knockouts του 

μικροοργανισμού θα ελέγχεται όχι μόνο από τη μεγιστοποίηση της παραγωγής βιομάζας 

και του επιθυμητού προϊόντος αλλά από το μέγιστο δυνατό κέρδος που καθορίζεται από 

την επιλογή εναλλακτικών διεργασιών διαχωρισμού. (Bertran et al., 2016) 

Υπάρχουν και άλλες μεθοδολογίες για την επίλυση τέτοιων προβλημάτων όμως η κλίμακα 

των υπολογιστικών αναγκών δεν επιτρέπει την εφαρμογή τους. Για παράδειγμα η 

Απαρίθμηση Εναλλακτικών (Enumeration of Alternatives) και η Εξελικτική Τροποποίηση 

(Evolutionary Modification) είναι δύο κλασικές μέθοδοι. Από τη μία η πρώτη προϋποθέτει 

πως κάθε διαφορετική επιλογή σχεδιασμού δημιουργείται και αξιολογείται ενώ στη 

δεύτερη εξετάζονται ήδη υπάρχοντα διαγράμματα και γίνονται τροποποιήσεις έτσι ώστε 

να ικανοποιηθούν καινούργιοι στόχοι. Προφανώς στη συγκεκριμένη περίπτωση που το 

πρόβλημα περιλαμβάνει σύνθετα μεταβολικά μονοπάτια και ένα μεγάλο αριθμό 

διαφορετικών τεχνολογιών αυτές οι μεθοδολογίες δεν είναι εφικτές. Από την άλλη η 

βελτιστοποίηση υπερδομών είναι μία προσέγγιση που συγκρίνει όλες τις εναλλακτικές 

ταυτόχρονα και ταχύτατα.  

Συνολικά, η υπερδομή θα πρέπει να συμπεριλαμβάνει το μοντέλο του μικροοργανισμού, 

το εργαλείο της μεταβολικής μηχανικής και τις εναλλακτικές επιλογές για το downstream 

μαζί με τα ισοζύγια μάζας και τα οικονομικά δεδομένα που αφορούν τα πάγια και τα 

λειτουργικά κόστη (Brunet et al., 2012). Στη συνέχεια θα αναλυθεί πως αντιμετωπίζονται 

τέτοιου είδους υπερδομές. 

 

2.3.1 Βελτιστοποίηση Υπερδομών για Σύνθεση Διεργασιών   

 

Η σύνθεση υπερδομών προσπαθεί να επιλύσει ένα σχεδιαστικό πρόβλημα ελέγχοντας 

ταυτόχρονα όλες τις πιθανές λύσεις, συμπεριλαμβανομένου και της βέλτιστης, 

χρησιμοποιώντας μαθηματικό προγραμματισμό. Για να δομηθεί ένα τέτοιο πρόβλημα 

πρέπει να γίνουν τρία βήματα (Lee et al., 2003; Mencarelli et al., 2020). 

1. Η δόμηση της υπερδομής, που συμπεριλαμβάνει όλες τις εφικτές εναλλακτικές 

διεργασίες 

2. Η μετάφραση της υπερδομής σε ένα μαθηματικό μοντέλο 

3. Ο υπολογισμός της βέλτιστης λύσης που προκύπτει από τους περιορισμούς που 

έχουν τεθεί  

 

Επειδή όμως το πρόβλημα περιλαμβάνει μεταβλητές που είναι συνεχείς, όπως για 

παράδειγμα οι μεταβολικές ροές, και διακριτές, όπως η επιλογή ή όχι μίας διεργασίας 

διαχωρισμού, η σύνθεση αποτελεί ένα πρόβλημα Μεικτού Ακέραιου Γραμμικού 

Προγραμματισμού (MILP) (Bertran et al., 2016; Brunet et al., 2012; Madenoor Ramapriya 

et al., 2018; Sinner et al., 2019). Ο συνδυασμός των περιορισμών που θέτονται από 

ανισώσεις και εξισώσεις περιορίζει το πρόβλημα και η αντικειμενική συνάρτηση καθορίζει 

τη λύση για τη μεγιστοποίηση ή την ελαχιστοποίηση του στόχου που έχει τεθεί.  
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Τέλος για την επίλυση προβλημάτων MILP χρησιμοποιούνται συσήματα μοντελοποίησης 

υψηλού επιπέδου όπως για παράδειγμα το General Algebraic Modeling System (GAMS).  

 

2.3.2 Οικονομικά Στοιχεία 

 

Τέλος πρέπει να εισαχθούν και οικονομικά δεδομένα στο μοντέλο που θα συνοδεύσουν 

τις διάφορες επιλογές διεργασιών διαχωρισμού. Σε κάθε περίπτωση, το κόστος μπορεί να 

διαχωριστεί σε πάγιο, που αφορά την αρχική αγορά του εξοπλισμού και έχει να κάνει με 

το μέγεθος και τη διαχωριστική του ικανότητα, και σε λειτουργικό, που αφορά το κόστος 

λειτουργίας του εξοπλισμού σε σχέση με την κατανάλωση ενέργειας και πρώτων υλών. 

Όσο μεγαλύτερη ακρίβεια δοθεί σε αυτό το βήμα τόσο μεγαλύτερη αξιοπιστία θα έχει η 

τελική λύση.  

Όσον αφορά τα έσοδα από τα προϊόντα, αυτό μπορεί να γίνει προσθέτοντας ενδεικτικές 

τιμές πώλησης για επιθυμητή καθαρότητα. Είναι πιθανό διαφορετικές τελικές 

συγκεντρώσεις του προϊόντος να έχουν επίδραση στις επιλογές των διεργασιών. Άρα το 

μοντέλο μπορεί να δώσει και πληροφορίες και τη βέλτιστη καθαρότητα του προϊόντος-

στόχου για να μεγιστοποιηθούν τα έσοδα. Ο συνδυασμός αυτών των οικονομικών 

στοιχείων με τα ισοζύγια μάζας και τους διάφορους περιορισμούς, οριοθετεί ένα σύστημα 

το οποίο πλησιάζει την πραγματικότητα και μπορεί να δώσει μία καλή εικόνα για το τι 

επιλογές πρέπει να γίνουν στο στάδιο της μεταβολικής μηχανικής.  

 

 

 

Έτσι τελικά βλέπουμε ότι υπάρχει μία ανάγκη σύνδεσης της μεταβολικής μηχανικής με τον 

σχεδιασμό διεργασιών. Το πρόβλημα που αντιμετωπίζεται με την υπάρχουσα 

μεθοδολογία είναι ότι ο κύκλος DBTL αδυνατεί να συνυπολογίσει στο κομμάτι του 

σχεδιασμού (Design) την πραγματικότητα των διεργασιών διαχωρισμού σε επίπεδο 

βιομηχανίας. Και αυτό γιατί η εκμάθηση (Learn) από προηγούμενα στάδια που τροφοδοτεί 

τους νέους κύκλους επικοινωνεί μόνο με δοκιμές (Test) μικρή κλίμακα. Έτσι αλγόριθμοι 

σχεδιασμού στελεχών εστιάζουν στην μεγιστοποίηση στόχων παραγωγής μέσω 

μεταβολικών τροποποιήσεων χωρίς να συμπεριλαμβάνουν τις δυσκολίες που προκύπτουν 

στον διαχωρισμό των προϊόντων. Λύση σε αυτό το πρόβλημα μπορεί να φέρει μία 

ταυτόχρονη σύζευξη της μεταβολικής μηχανικής με το διαχωρισμό προϊόντων 

βιοδιεργασιών με χρήση υπερδομών. 
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3. Πρόβλημα Σύνθεσης, Μεθοδολογία και Αναπαράσταση του 

Προβλήματος 
 

Για το σκοπό της αντιμετώπισης της αδυναμίας της ήδη υπάρχουσας προσέγγισης της 

μεταβολικής μηχανικής, που περιγράφηκε στο προηγούμενο κεφάλαιο, προτείνεται η εξής 

μεθοδολογία. Αρχικά καθορίζουμε το πρόβλημα που θέλουμε να επιλύσουμε και τον 

τρόπο με τον οποίο το προσεγγίζουμε. Σε αυτό το σημείο θα περιγραφούν τα δεδομένα 

και τα ζητούμενα του συνολικού προβλήματος.  Στη συνέχεια περιγράφουμε το μοντέλο 

μεταβολικής μηχανικής όπου θα επεκτείνουμε. Καθορίζουμε τη διαστρωμάτωση των 

διεργασιών διαχωρισμού με τα διάφορα βήματα που επιτελούν ένα συγκεκριμένο σκοπό 

στο διαχωρισμό του προϊόντος. Σε αυτό το σημείο επιλέγουμε γραμμικοποιημένες 

εξισώσεις που περιγράφουν τα μοντέλα έτσι ώστε το πρόβλημα να παραμείνει γραμμικό 

και στη συνέχεια εισάγουμε και οικονομικά δεδομένα. Τελικά καταστρώνουμε μία 

μεθοδολογία για να μπορούν συνδεθούν όλες οι παράμετροι και τα δεδομένα. Για να 

αναδειχθεί η λειτουργικότητα και η αξία της συγκεκριμένης προσέγγισης αναλύονται 

κάποιες εφαρμογές. Για να είναι ρεαλιστικά τα παραδείγματα πρέπει να επιλεχθούν 

μικροοργανισμοί και προϊόντα-στόχοι τα οποία αντιπροσωπεύουν πραγματικά 

παραδείγματα στις τελευταίες εξελίξεις της έρευνα. Σε πολλές περιπτώσεις το επιθυμητό 

προϊόν δεν μπορεί να παραχθεί από τον μικροοργανισμό και για αυτό γίνεται μία αρχική 

τροποποίηση στο μεταβολικό μονοπάτι του μικροοργανισμού, μέσω του GEM,  έτσι ώστε 

να μπορέσει τελικά να φτάσει στον μεταβολίτη.  

Σύγχρονα μοντέλα μεταβολικής μηχανικής αδυνατούν να συνυπολογίσουν το κόστος 

διαχωρισμού στις βιοδιεργασίες. Προς αυτό το σκοπό προτείνεται η επέκταση τέτοιων 

προβλημάτων με υπερδομές οι οποίες συμπεριλαμβάνουν τις εξισώσεις των μοντέλων 

καθώς και οικονομικά δεδομένα που τις περιγράφουν. Καθώς χτίζεται το εξωτερικό 

πρόβλημα είναι σημαντικό να μην επιβαρυνθεί ο αλγόριθμός επιπλέον πέρα από την 

προσθήκη μεταβλητών, παραμέτρων και εξισώσεων. Για παράδειγμα προβλήματα που 

είναι γραμμικά είναι καλό να παραμείνουν γραμμικά και να μην εισαχθούν μη 

γραμμικότητες. Στην περίπτωση που εξετάζεται το πρόβλημα είναι μεικτού ακέραιου 

γραμμικού προγραμματισμού (Mixed Integer Linear Programming ή MILP). Συνεπώς η 

επέκταση που θα γίνει πρέπει να περιορίζεται σε δυαδικές μεταβλητές, που αποτελούν 

την επιλογή ή τον αποκλεισμό μίας διεργασίας, σε κανονικές μεταβλητές, παραμέτρους, 

σύνολα αλλά και γραμμικές εξισώσεις. Όμως στις περισσότερες περιπτώσεις τα μοντέλα 

των εξισώσεων που περιγράφουν τις διεργασίες περιλαμβάνουν μη γραμμικότητες και 

απαιτούν φυσικοχημικά δεδομένα του προϊόντος που δεν μπορεί να δώσει ο αλγόριθμος. 

Συνεπώς προτείνεται η χρήση απλουστευμένων γραμμικών μοντέλων που περιγράφουν τη 

δράση των διεργασιών. 
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3.1 Καθορισμός Προβλήματος 

 

Συνολικά το πρόβλημα περιλαμβάνει τους εξής παράγοντες: 

Δεδομένα 

Για τη βιοπαραγωγή απαιτείται η επιλογή δυνητικών μικροοργανισμών, οι συνθήκες  

ανάπτυξης, για παράδειγμα η παροχή οξυγόνου και η πηγή άνθρακα καθώς και το προϊόν -

στόχος. 

Για το διαχωρισμό του προϊόντος από τους υπόλοιπους μεταβολίτες απαιτείται ο 

σχεδιασμός της υπερδομής όπου εμπεριέχει όλες τις δυνατές διεργασίες σε κάθε στάδιο 

διαχωρισμού. Συνεπώς, πρέπει να γνωρίζουμε εξ’ αρχής την υπερδομή των διεργασιών 

διαχωρισμού μαζί με τις εξισώσεις των μοντέλων που τις περιγράφουν. Επίσης είναι 

απαραίτητο να εισαχθούν εξ’ αρχής οικονομικά δεδομένα για τις διεργασίες όπως τα πά για 

κόστη, η κατανάλωση ρεύματος και η κατανάλωση σε διαλύτη (CAPEX και OPEX). 

Οι βαθμοί ελευθερίας του προβλήματος περιλαμβάνουν την επιλογή των 

μικροοργανισμών, τις συνθήκες ανάπτυξης, δηλαδή την κατανάλωση οξυγόνου και 

θρεπτικού, την ελάχιστη κατανάλωση βιομάζας και τις απαιτήσεις διαχωρισμού. 

Επηρεάζοντας αυτές τις παραμέτρους είναι εφικτό να περιοριστεί το σύστημα στις 

επιθυμητές συνθήκες. 

Ζητούμενα 

Εισάγοντας όλα αυτά τα δεδομένα, μέσω του αλγορίθμου επίλυσης μπορούμε να 

καταλήξουμε στο στόχο της βιοπαραγωγής. Αυτός αποτελεί τη μεγιστοποίηση του 

κέρδους, το οποίο ορίζεται ως τα έσοδα, δηλαδή το παραγόμενο προϊόν επί την τιμή 

πώλησής του, μείον τα έξοδα, που περιλαμβάνουν την αγορά του εξοπλισμού, την 

κατανάλωση σε πρώτες ύλες και ρεύμα.  

Ο στόχος βελτιστοποίησης θα καθορίζει τις τροποποιήσεις στο μεταβολικό δίκτυο, δηλαδή 

ποια ή ποιες αντιδράσεις θα διαγραφούν, έτσι ώστε να προκύψει η πιο οικονομική 

συστοιχία διεργασιών.  

Στην ουσία, το εργαλείο μεταβολικής μηχανικής υπολογίζει ένα ρεύμα εξόδου με όλους 

τους μεταβολίτες που παράγονται και αυτό το αναδιαμορφώνουμε σε μία μορφή που να 

είναι εύκολα διαχειρίσιμη. Στη συνέχεια αυτό το νέο ρεύμα τροφοδοτεί την υπερδομή η 

οποία καθορίζει τελικά τη σύσταση εξόδου. Προφανώς ανάλογα με τις απαιτήσεις της 

τροφοδοσίας εξόδου το πρόβλημα μπορεί να περιοριστεί κατάλληλα.  

 

Υποθέσεις Εργασίας 

• Οι μεταβολίτες των GEM αναδιαμορφώνονται έτσι ώστε να μπορούν να χειριστούν 

πιο εύκολα. Τελικά το ρεύμα υποθέτουμε ότι αποτελείτε από το προϊόν, τα υγρά 

παραπροϊόντα, τα στερεά παραπροϊόντα, τα κύτταρα και το νερό. 

Κατηγοριοποιούμε λοιπόν τους διάφορους μεταβολίτες με αυτόν τον  τρόπο κάτι το 
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οποίο όμως μπορεί να μην ανταποκρίνεται στην πραγματικότητα αλλά δίνει μία 

υπολογιστική ευχέρεια. 

• Ανάλογα με την εκάστοτε βιοπαραγωγή, η τα συγκεκριμένα χαρακτηριστικά και οι 

απαιτήσεις τις κάθε διεργασίας διαχωρισμού μπορεί να διαφέρουν σημαντικά 

μεταβάλλοντας το κόστος. Θεωρούμε ένα μέσο κόστος για κάθε διεργασία, για 

απλοποίηση των υπολογισμών. 

• Με την ίδια λογική η κατανάλωση διαλυτών και ρεύματος για κάθε διεργασία και 

πάλι μπορεί να διαφέρει σε κάθε περίπτωση αλλά θεωρούμε μία μέση τιμή για τον 

ίδιο λόγο 

• Το πρόβλημα βελτιστοποίησης που θέλουμε να επεκτείνουμε, το οποίο θα 

αναλυθεί στη συνέχεια, είναι μεικτού ακαίρου γραμμικού προγραμματισμού 

(MILP) και θέλουμε να παραμείνει έτσι και μετά τις τροποποιήσεις. Όμως στις 

περισσότερες περιπτώσεις τα μοντέλα που περιγράφουν τις διεργασίες 

εμπεριέχουν μη γραμμικότητες. Για αυτό το λόγο επιλέγονται απλά και 

γραμμικοποιημένα μοντέλα που να περιγράφουν τη δράση της κάθε διεργασίας.  

• Τέλος εστιάζουμε στην παραγωγή εξωκυττάριων προϊόντων συνεπώς η υπερδομή 

δεν περιλαμβάνει διεργασίες διάσπασης κυττάρων. 

Προσέγγιση 

Για την επίλυση του προβλήματος προτείνεται ένα συγκεντρωτικό πρότυπο μεταβολικής 

μηχανικής με υπερδομές. Συγκεκριμένα η προσέγγιση περιλαμβάνει την επέκταση του 

εργαλείου μεταβολικής OptKnock, εισάγοντας στο εξωτερικό του πρόβλημα μία υπερδομή 

η οποία εμπεριέχει διαστρωματοποιημένες διεργασίες διαχωρισμού. Συγχρόνως ο στόχος 

βελτιστοποίησης μετατρέπεται στη μεγιστοποίηση του κέρδους, σε αντίθεση με τον 

προηγούμενο στόχο που ήταν η μεγιστοποίηση ενός συγκεκριμένου μεταβολίτη. Η βάση 

των υπολογισμών είναι το μοντέλο των μικροοργανισμών (GEM). Αυτό όπως έχει 

αναφερθεί εμπεριέχει όλες τις δυνατές αντιδράσεις και τους μεταβολίτες που 

περιγράφουν το μεταβολικό δίκτυο. Αφού καταστρωθεί η υπερδομή και δομηθεί η 

επέκταση του εξωτερικού προβλήματος γίνεται εφαρμογή του νέου μοντέλου με σκοπό 

την ανάδειξη της αξίας του. Είναι σημαντικό να αναφερθεί πως το εργαλείο μεταβολικής 

μηχανικής είναι ένα bilevel πρόβλημα που έχει μετασχηματιστεί σε πρόβλημα μικτού 

ακέραιου γραμμικού προγραμματισμού και καλό είναι να παραμείνει έτσι. Συνεπώς 

επιλέγεται μία γραμμική μοντελοποίηση των διεργασιών διαχωρισμού.  

3.2 Περιγραφή Μοντέλου Μεταβολικής Μηχανικής 

OptKnock: Διαδικασία Επίλυσης 

Το OptKnock είναι ένα εργαλείο μεταβολικής μηχανικής που αναγνωρίζει πιθανές 

αντιδράσεις προς διαγραφή έτσι ώστε να μεγιστοποιείται η παραγωγή του μεταβολίτη 

στόχου (P), που αποτελεί το εξωτερικό πρόβλημα, ενώ παράλληλα στο εσωτερικό 

πρόβλημα μεγιστοποιείται η παραγωγή της βιομάζας με βάση τις διαγραφές από το 

εξωτερικό πρόβλημα. Συνεπώς υπάρχει σύζευξη της ανάπτυξης του οργανισμού με τη 

μέγιστη δυνατή παραγωγή του προϊόντος. Η διαγραφή ή όχι μιας αντίδρασης εκφράζεται 

μέσω της μεταβλητής 𝑦𝑖 , όπου παίρνει μηδενική τιμή για διαγραφή και μονάδα σε 
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διαφορετική περίπτωση. Να σημειωθεί η 𝑦𝑖  είναι μεταβλητή για το εξωτερικό πρόβλημα 

αλλά παράμετρος για το εσωτερικό. Στην περίπτωση που κριθεί υπάρχει καλύτερος στόχος 

για την περιγραφή της ανάπτυξης του κυττάρου, όπως για παράδειγμα η μεγιστοποίηση 

της ανταλλαγής ATP, τότε μπορεί να αντικατασταθεί στο εσωτερικό πρόβλημα με την 

μεγιστοποίηση της βιομάζας. Επίσης να αναφερθεί πως η πρόσληψη θρεπτικών και 

οξυγόνου υπεισέρχονται στο εσωτερικό πρόβλημα. Για να περιοριστεί περεταίρω ο 

αλγόριθμος εισάγονται άνω και κάτω όρια για τις αντιδράσεις ενώ για να εξασφαλιστεί 

πως η παραγωγή της βιομάζας θα είναι μεγαλύτερη από ένα προκαθορισμένο ποσό, 

μπορεί να εισαχθεί η ανίσωση 𝑉𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 ≥ 𝑓𝑣𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠
𝑚𝑎𝑥,𝑊𝑇 όπου f είναι ένα ποσοστό και 𝑣𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠

𝑚𝑎𝑥,𝑊𝑇 

είναι η μέγιστη δυνατή παραγωγή βιομάζας. Ο αριθμός των διαγραφών ορίζεται ως K. 

Παρακάτω παρατίθεται η μαθηματική απεικόνιση του αλγορίθμου του OptKnock. 

𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑖𝑧𝑒  𝑧 = 𝑣𝐸𝑥_𝑃(𝑒) Μεγιστοποίηση του στόχου 
Εξωτερικό 

Πρόβλημα 

 

𝑠𝑢𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 𝑡𝑜  

𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑖𝑧𝑒  𝑣𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 Μεγιστοποίηση της Βιομάζας 

Εσωτερικό 

Πρόβλημα 

𝑠𝑢𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 𝑡𝑜 

∑ 𝑆𝑖𝑗𝑣𝑗 = 0, ∀𝑖 ∈ 𝐼
𝑗∈𝐽

 Ισοζύγια Μάζας 

𝑉𝐸𝑋_𝑔𝑙𝑐(𝑒) ≥ −𝑣𝐸𝑋 _𝑔𝑙𝑥(𝑒)
𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  

Απαίτηση πρόσληψης 

θρεπτικού 

𝑉𝐸𝑋_02(𝑒) ≥ −𝑣𝐸𝑋 _02(𝑒)
𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒

 
Απαίτηση πρόσληψης 

οξυγόνου 

𝑉𝐴𝑇𝑃𝑀 = 𝑣𝐴𝑇𝑃
𝑚𝑎𝑖𝑛𝑡.  Απαίτηση ATP 

𝑉𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 ≥ 𝑓𝑣𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠
𝑚𝑎𝑥,𝑊𝑇 

Απαίτηση παραγωγής 

βιομάζας 

𝐿𝐵𝑗𝑦𝑗 ≤ 𝑣𝑗 ≤ 𝑈𝐵𝑗 𝑦𝑗 , ∀𝑗 ∈ 𝐽 Όρια ροών αντιδράσεων 

∑(1 − 𝑦𝑗) ≤ 𝐾
𝑗∈𝐽

 Επιτρεπτά Knockouts 

 

𝑦𝑗 ∈ {0,1} ,    𝑣𝑗 ∈ 𝑅,    ∀𝑗 ∈ 𝐽 

Το γεγονός ότι ένας από τους περιορισμούς εκφράζεται ως ένα πρόβλημα 

βελτιστοποίησης σημαίνει πως αν και όλοι οι περιορισμοί είναι γραμμικοί, το συνολικό 

πρόβλημα δύο επιπέδων (bilevel) είναι μη γραμμικό κάτι το οποίο δεν είναι επιθυμητό. Γι’ 

αυτό πρέπει να μετατραπεί σε γραμμικό πρόβλημα ενός επιπέδου. Αυτό μπορεί να γίνει 

ενώνοντας τους περιορισμούς του εσωτερικού προβλήματος με αυτούς του διττού ενώ 

παράλληλα εφαρμόζοντας το θεώρημα strong duality. Εφαρμόζοντας το θεώρημα 

καταλήγουμε στο εξής πρόβλημα γραμμικό πρόβλημα βελτιστοποίησης. Να σημειωθεί 

πως το γεγονός ότι υπάρχουν δυαδικές μεταβλητές (𝑦𝑗 ) σημαίνει πως το πρόβλημα γίνεται 

Mixed-Integer Linear Programming (MILP). 
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𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑖𝑧𝑒  𝑧 = 𝑣𝐸𝑥_𝑃(𝑒) 

𝑠𝑢𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 𝑡𝑜  

Primal Constrains 

∑ 𝑆𝑖𝑗𝑣𝑗 = 0, ∀𝑖 ∈ 𝐼
𝑗∈𝐽

 

𝐿𝐵𝑗𝑦𝑗 ≤ 𝑣𝑗 ≤ 𝑈𝐵𝑗 𝑦𝑗, ∀𝑗 ∈ 𝐽 

Dual Constrains 

∑ 𝑆𝑖𝑗𝜆𝑖 + 𝜇𝑗
𝑈𝐵 − 𝜇𝑗

𝐿𝐵 = 0, ∀𝑖 ∈ 𝐼 − {𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠}
𝑖∈𝐼

 

∑ 𝑆𝑖,𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝜆𝑖 + 𝜇𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠
𝑈𝐵 − 𝜇𝑗

𝐿𝐵 = 1 
𝑖∈𝐼

 

0 ≤ 𝜇𝑗
𝐿𝐵 ≤ 𝜇𝑗

𝐿𝐵 , ∀𝑗 ∈ 𝐽 

0 ≤ 𝜇𝑗
𝑈𝐵 ≤ 𝜇𝑗

𝑈𝐵 , ∀𝑗 ∈ 𝐽 

Strong Duality 

𝑣𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 = ∑ 𝑈𝐵𝑗 𝑦𝑗𝜇𝑗
𝑈𝐵 − ∑ 𝐿𝐵𝑗𝑦𝑗𝜇𝑗

𝐿𝐵

𝑗∈𝐽𝑗∈𝐽

 

Allowable number of knockouts 

∑(1 − 𝑦𝑗) ≤ 𝐾
𝑗∈𝐽

 

𝑦𝑗 ∈ {0,1} ,    𝑣𝑗 ∈ 𝑅,    ∀𝑗 ∈ 𝐽 

𝜆𝑖 ∈ 𝑅, ∀𝑖 ∈ 𝐼  
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Βελτίωση της Υπολογιστικής Απόδοσης του OptKnock  

Για να μειωθούν οι υπολογιστικές απαιτήσεις και να περιοριστεί το πρόβλημα 

βελτιστοποίησης πρέπει να γίνουν οι εξής κινήσεις. Αρχικά οι παράμετροι που αφορούν 

τις συνθήκες ανάπτυξης μπορούν να οριοθετηθούν σε επιθυμητά πλαίσια ορίζοντας τα 

άνω και κάτω όρια των αντιδράσεών τους στις κατάλληλες τιμές. Στην περίπτωση που το 

άνω και κάτω όριο ταυτίζονται τότε η ροή της αντίδρασης παίρνει μόνο μία τιμή ενώ ένα 

εύρος τιμών μπορεί να χαλαρώσει τα όρια του προβλήματος.  

Οι αντιδράσεις μπορούν να χωριστούν σε δύο κατηγορίες. Αυτές που είναι απαραίτητες 

για τη λειτουργία του μικροοργανισμού ή επιτελούν κάποιο ουσιαστικό ρόλο και συνεπώς 

δεν πρέπει να διαγραφούν και σε αυτές που είναι δυνητικά επιλογές διαγραφής. Οι 

αντιδράσεις οι οποίες είναι βασικές για τη λειτουργία  του μεταβολισμού και είναι βέβαιο 

πως δεν πρέπει να διαγραφτούν πρέπει να εξαιρεθούν από την αναζήτηση διαγραφών. 

Κατά τη διαδικασία της επίλυσης αυτές οι αντιδράσεις κατηγοριοποιούνται και θέτονται 

ως ενεργές. Αυτές περιλαμβάνουν τις εξής αντιδράσεις: 

a. Βιομάζα, ATPM 

b. Αναγκαίες αντιδράσεις  

c. Μπλοκαρισμένες αντιδράσεις 

d. Αντιδράσεις exchange 

e. Αντιδράσεις transport 

 

Αντίκτυπο των Διαγραφών Αντιδράσεων (Παραγωγή Βιομάζας vs. Προϊόντος) 

Κατά τη διαγραφή αντιδράσεων είναι σημαντικό να εξασφαλιστεί πως η ανάπτυξη του 

μικροοργανισμού είναι ισχυρά συνδεδεμένη με την παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος. 

Με άλλα λόγια πρέπει το προϊόν-στόχος να είναι άμεσο παραπροϊόν της δημιουργίας 

βιομάζας. Αυτό βοηθάει στο γεγονός ότι μεθοδολογίες που στοχεύουν στην παραγωγή 

βιομάζας στο σχεδιασμό στελεχών μπορούν να χρησιμοποιηθούν και να αυξήσουν την 

παραγωγικότητα. Για να ελεγχθεί αυτή η σύζευξη πρέπει να κατασκευαστούν 

διαγράμματα από τα στελέχη που προκύπτουν που αναπαριστούν τη μέγιστη και την 

ελάχιστη παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος για διάφορες τιμές παραγωγής βιομάζας. 

Ο ιδανικός στόχος είναι να δημιουργηθεί ένα στέλεχος στο οποίο για μέγιστη παραγωγή 

βιομάζας αντιστοιχεί ένα πολύ μικρό εύρος παραγωγής προϊόντος. Στο παρακάτω σχήμα 

παρουσιάζονται οι διαφορετικές περιπτώσεις για τον συμβιβασμό μεταξύ της παραγωγής 

των ανταγωνιστικών στόχων σε στελέχη. 
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Εικόνα 4: Στην πρώτη περίπτωση φαίνεται πως για τη μέγιστη παραγωγή βιομάζας υπάρχει ένα μεγάλο εύρος για τη ροή 
του προϊόντος-στόχου που μεταβάλλεται από το μηδέν μέχρι και μία μέγιστη τιμή. Αυτό σημαίνει πως τα δύο μεγέθη 

είναι από-συζευγμένα (decoupled), ένα μη ιδανικό σενάριο για το σχεδιασμό στελεχών. Στην δεύτερη περίπτωση 

φαίνεται πως η παραγωγή του προϊόντος είναι συζευγμένη με την παραγωγή της βιομάζας αλλά υπάρχει ένα εύρος τιμών 

που μπορεί να πάρει. Αν και αυτό είναι καλύτερο από την πρώτη περίπτωση, δεν είναι το ιδανικό. Τέλος η παραγωγή του 

προϊόντος είναι εντελώς συζευγμένη με την παραγωγή της βιομάζας στο τρίτο στέλεχος.  

 

3.3 Επέκταση Μοντέλου 
 

Η κατάστρωση της συνολικής υπερδομής περιλαμβάνει τη σύνδεση του εργαλείου της 

μεταβολικής μηχανικής με την υπερδομή του διαχωρισμού των προϊόντων. Σε αυτό το 

σημείο γίνεται η κατάστρωση μίας δομής η οποία περιλαμβάνει τις διαφορετικές επιλογές 

για τις διεργασίες διαχωρισμού καθώς και τις εξισώσεις ισοζυγίων μάζας, τα οικονομικά 

δεδομένα και τους διάφορους περιορισμούς και τις απαιτήσεις. Η υπερδομή σχεδιάζεται 

με βάση τη βιβλιογραφία για τις πιθανές μεθόδους διαχωρισμού βιο-διεργασιών. Το ποια 

επιλογή διαχωρισμού θα πάρει ο αλγόριθμος σε κάθε στάδιο εξαρτάται από δύο 

παράγοντες: 1) User Input, 2) Optimization. Το πρώτο έχει να κάνει με την συγκεκριμένη 

εφαρμογή που εξετάζεται. Για παράδειγμα για κάποια δικαρβοξυλικά οξέα που 

παράγονται εξωκυτταρικά και δεν συσσωρεύονται μεγάλα ποσά αμμωνίας γνωρίζουμε 

από πριν ότι δεν χρειάζεται να γίνει διάσπαση κυττάρων και πως η απόσταξη δεν 

προτιμάται. Συνεπώς ο χρήστης μπορεί να εισάγει δεδομένα για το προϊόν, την πρώτη ύλη, 

τον μικροοργανισμό και την προβλεπόμενη χρήση του προϊόντος όπου θα περιορίσουν το 

πρόβλημα σε πραγματικά συνθήκες. Και δεύτερον οι περιορισμοί και οι εξισώσεις του 

αλγορίθμου καθώς και ο στόχος βελτιστοποίησης θα δομήσουν τελικά τη διεργασία 

διαχωρισμού και ταυτόχρονα θα προβλέψουν τις διαγραφές των αντιδράσεων για τον 

μικροοργανισμό.  

 

3.4 Διαστρωμάτωση Διεργασιών Διαχωρισμού 

 

Οι διεργασίες διαχωρισμού μπορούν να διαχωριστούν σε στάδια που επιτελούν κάποιο 

συγκεκριμένο ρόλο. Σε κάθε στάδιο υπάρχουν διάφορες διεργασίες που μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν. Συνεπώς για το σκοπό της κατασκευής της συνολικής υπερδομής, 

σχεδιάστηκε η διαστρωμάτωση των διεργασιών διαχωρισμού και επιλέχθηκαν κάποιες 

συνηθισμένες διεργασίες που χρησιμοποιούνται. Συγκεκριμένα  
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Πίνακας 3: Βήματα διαχωρισμού προϊόντων βιοπαραγωγής  

Βήμα Επεξήγηση  Παραδείγματα 

I. Προκατεργασία Σε ορισμένες περιπτώσεις είναι χρήσιμο να γίνει κάποια 
διεργασία προκατεργασίας για να διευκολυνθεί η επακόλουθη 
επεξεργασία. 

• Κροκίδωση 

II. Αφαίρεση 
κυττάρων 

Ανεξάρτητα από το σημείο που βρίσκεται το προϊόν-στόχος στο 
μίγμα, είναι απαραίτητο να διαχωριστούν τα κύτταρα από το 
υπόλοιπο διάλυμα. Στην περίπτωση που το προϊόν βρίσκεται 
μέσα στα κύτταρα τότε ο όγκος που πρέπει να διαχωριστεί στη 
συνέχεια μειώνεται σημαντικά ενώ όταν το προϊόν βρίσκεται 
στην υγρή φάση, η ανάκτηση διευκολύνεται σημαντικά.  

• Ιζηματοποίηση 
• Φυγοκέντριση 

• Μικροδιήθηση 

Καταστροφή 
κυττάρων και 
απομάκρυνση 
κυτταρικών 
υπολειμμάτων 

Το συγκεκριμένο βήμα είναι απαραίτητο μόνο στη περίπτωση 
που το προϊόν βρίσκεται μέσα στα κύτταρα. Αφού γίνει η 
διάσπαση των κυτταρικών μεμβρανών με κάποια φυσική 
διεργασία πρέπει να ακολουθήσει ένα βήμα που θα 
απομακρύνει τα υπολείμματα. Στη περίπτωση αυτής της 
έρευνας ελέγχονται μόνο εξωκυττάρια προϊόντα συνεπώς δεν 
είναι απαραίτητο αυτό το στάδιο.  

• Ομογενοποίηση 
υψηλής πίεσης 

III. Αρχική 

Απομόνωση  

Αφού έχουν αφαιρεθεί τα κύτταρα πρέπει να γίνει ένας πρώτος 
διαχωρισμός ο οποίος θα διαχωρίσει τα επιθυμητά συστατικά 
από τη κύρια μάζα. Ο διαχωρισμός δεν θα είναι πλήρης αλλά θα 
επιτρέψει σε επόμενα βήματα να επιτευχθεί η επιθυμητή 
καθαρότητα. Αυτό το στάδιο γίνεται είτε ενδοκυτταρικά είτε σε 
εξωκυτταρικά προϊόντα. Στην περίπτωση των εξωκυτταρικών οι 
όγκοι των υγρών που πρέπει να επεξεργαστούν είναι μεγάλοι. 
Συνεπώς αυτό το στάδιο πρέπει να μειώσει σημαντικά τον όγκο 
του υγρού, ώστε να μειωθούν τα πάγια και τα λειτουργικά 
κόστη. Επίσης είναι σημαντικό η διεργασία που θα επιλεχθεί να 
μπορεί να διαχωρίσει το διάλυμα με μεγαλύτερο ρυθμό απ’ ότι 
παράγεται. 

• Εκχύλιση με 
διαλύτη 

• Εκχύλιση με 
αντίδραση 

• Κατακρήμνιση 
(precipitation) 

• Υπερδιήθηση 

• Νανοδιήθηση 

IV. Συγκέντρωση 
Προϊόντος 

Οι διεργασίες εμπλουτισμού έχουν σκοπό να διαχωρίσουν τις 
ακαθαρσίες από το προϊόν και να αυξήσουν σημαντικά την 
καθαρότητα. Συνήθως είναι πολύ επιλεκτικές και το 
πετυχαίνουν με την υψηλή επιλεκτικότητά τους.  

• Εξάτμιση 

• Εξάτμιση υπό 
πίεση 

• Νανοδιήθηση 

V. Τελικός 
Καθαρισμός 

Ο τελικό διαχωρισμός εξαρτάται από το εκάστοτε προϊόν και την 
επιθυμητή καθαρότητα. Στα υγρά συνήθως γίνεται απόσταξη ή 
χρωματογραφία ενώ στα στερεά γίνεται κρυστάλλωση 
ακολουθούμενη από φυγοκέντριση ή διήθηση και στη συνέχεια 
ξήρανση. 

 

• Κρυστάλλωση 

• Φυγοκέντριση  
• Απόσταξη 

• Χρωματογραφία 
• Προσρόφηση 

• Ηλεκτροδιάλυση 

•  

VI. Εξευγενισμός Ο εξευγενισμός έχει να κάνει με τις τελική επεξεργασία του 
προϊόντος πριν πάει για πώληση. Απαιτήσεις τελικής υγρασίας 
ή αποστείρωσης είναι συνήθης για φαρμακευτικά προϊόντα για 
παράδειγμα. 

• Ξήρανση 
• Συσσωμάτωση 

• Αποστείρωση 
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3.5 Αναπαράσταση  
 

Συνδέοντας τις πληροφορίες από τα προηγούμενα κεφάλαια μπορούμε να 

καταστρώσουμε την συνολική υπερδομή για τον διαχωρισμό εξωκυτταρικών προϊόντων. 

Να σημειωθεί πως κάποια μονοπάτια είναι προκαθορισμένα με βάση τη βιβλιογραφία και 

άλλα μπορούν να περιοριστούν με βάση την εκάστοτε βιοπαραγωγή. 

 

 

Εικόνα 5: Υπερδομή διαχωρισμού εξωκυτταρικών προϊόντων από ζύμη που χρησιμοποιήθηκε  
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Η υπερδομή περιλαμβάνει συνολικά 28 διαφορετικές επιλογές διεργασιών, 

συμπεριλαμβανομένου και των bypass, όπου δεν γίνεται κάποια αλλαγή στο μίγμα και είναι 

χωρισμένες σε 11 στάδια διαχωρισμού.  

 

3.6 Μοντελοποίηση Διεργασιών Διαχωρισμού  
 

Σε αυτό το κομμάτι θα αναλυθούν οι διεργασίες που επιλέχθηκαν για να εισαχθούν στην υπερδομή 

του διαχωρισμού διεργασιών. Η κάθε διεργασία επηρεάζει τη σύσταση του προϊόντος με 

διαφορετικό τρόπο με βάση τις εξισώσεις των μοντέλων. Σε πολλές περιπτώσεις τα μοντέλα που 

περιγράφουν τις διεργασίες είναι είτε μη γραμμικά είτε απαιτούν πολύ συγκεκριμένα 

φυσικοχημικά δεδομένα που δεν μπορούν να προκύψουν από την επίλυση του αλγόριθμου. 

Συνεπώς επιλέχθηκε να χρησιμοποιηθούν απλουστευμένες γραμμικές εξισώσεις με βάση  την μέση 

απόδοση διαχωρισμού της κάθε διεργασίας.  

Για παράδειγμα η μικροδιήθηση μπορεί να αφαιρέσει τα κύτταρα και μάλλον τα στερεά 

παραπροϊόντα. Αυτό εξαρτάται από το μέγεθος τους (KDa). Αν είναι αρκετά μεγάλα η 

μικροδιήθηση επαρκεί. Αν είναι πολύ μικρά τότε θα πρέπει να χρησιμοποιηθεί είτε μία διεργασία 

κροκίδωσης είτε να προστεθεί επιπλέον στάδιο υπερδιήθησης ή νανοδιήθησης. Το κατά πόσο θα 

καταφέρει να αφαιρέσει το κάθε μέγεθος η κάθε διεργασία εξαρτάται από την απόδοσή της. Αυτό 

διαφέρει σημαντικά από διεργασία σε διεργασία και από προϊόν σε προϊόν όμως θα θεωρήσουμε 

μία μέση απόδοση κάθε διεργασίας με βάση βιβλιογραφικά δεδομένα. Έτσι για παράδειγμα 

έχουμε εισάγει δύο διαφορετικές διεργασίες για μικροδιήθηση όπου η μία μπορεί να διαχωρίσει 

τα στερεά προϊόντα κατά 85% και η άλλη κατά 90% όμως η δεύτερη έχει μεγαλύτερο κόστος. Άρα 

ανάλογα με τις απαιτήσεις του τελικού προϊόντος ο αλγόριθμος θα επιλέξει ποια διεργασία είναι 

απαραίτητη. Με αυτό το τρόπο κατασκευάστηκαν οι εξισώσεις για όλα τα στάδια διαχωρισμού. 

1. Προκατεργασία 

Η προκατεργασία έχει ως σκοπό να προετοιμάσει το προϊόν της ζύμωσης έτσι ώστε να 

διευκολυνθούν οι περαιτέρω διαχωρισμοί. 

Κροκίδωση-Συσσωμάτωση 

Η κροκίδωση αποτελεί η μέθοδο προκατεργασίας η οποία αυξάνει την απόδοση των 

επόμενων διαχωρισμών δημιουργώντας κολλοειδή κύτταρα τα οποία μπορούν να 

απομακρυνθούν ευκολότερα από την υδατική φάση. Η προσθήκη συνθετικών 

κροκιδωτικών στον βιοαντιδραστήρα μπορεί να αυξήσει το μέσο μέγεθος των σωματιδίων, 

διευκολύνοντας έτσι την επόμενη διεργασία  που συνήθως είναι η μικροδιήθηση. Επειδή 

συνήθως τα κύτταρα είναι αρνητικά φορτισμένα, προτιμώνται θετικά φορτισμένα 

κροκιδωτικά.  

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥 ί𝛿𝜔𝜎 𝜍) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥 ί𝛿𝜔𝜎 𝜍) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛  
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2. Αφαίρεση Κυττάρων  

 

Σε αυτό το σημείο το προϊόν βρίσκεται μέσα σε ένα μίγμα κυττάρων και διάφορων άλλων 

προϊόντων. Για να μπορέσει να απομονωθεί πρέπει πρώτα να αφαιρεθούν τα κύτταρα. 

Αυτό γίνεται αξιοποιώντας διαφορές στη πυκνότητα, τη βαρύτητα και το μέγεθος των 

σωματιδίων με τις εξής μεθόδους. Να σημειωθεί πως τα κύτταρα αφού διαχωριστούν 

μπορεί είτε να επανεισαχθούν στη ζύμωση είτε να απορριφθούν.  

 

Ιζηματοποίηση - Sedimentation 

Η ιζηματοποίηση αποτελεί την πρώτη μέθοδο διαχωρισμού υγρού-στερεού και βασίζεται 

στην ικανότητα των κυττάρων να δημιουργούν συσσωματώματα τα οποία καταβυθίζονται 

με τη βοήθεια της βαρύτητας. Για να υποβοηθηθεί αυτό το φαινόμενο συνήθως 

προστίθενται φυσικά ή χημικά πηκτικά όπως οι πολυηλεκτρολύτες. Υπάρχουν πολλά 

στελέχη ζύμης τα οποία έχουν αυτή τη τάση και αξιοποιείται στην παραγωγή μπύρας και 

απομόνωσης πρωτεϊνών. 

 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛪 𝛼𝜏 ί 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛪 𝛼𝜏 ί 𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 
 

 

Εικόνα 6: Αναπαράσταση διαδικασίας ιζηματοποίησης  
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Φυγοκέντριση 

Η φυγοκέντριση χρησιμοποιείται για να  διαχωρίσει μόρια διαφορετικών πυκνοτήτων 

εφαρμόζοντας εξωτερική φυγοκεντρική δύναμη η οποία υπερβαίνει την βαρύτητα. Στην 

περίπτωση αραιών διαλυμάτων, κάθε κύτταρο μπορεί να θεωρηθεί μεμονωμένο 

σωματίδιο σε ένα άπειρο υγρό, ενώ στα πυκνά διαλύματα η κίνηση των σωματιδίων 

επηρεάζεται από τα γειτονικά σωματίδια. Συνήθως, στην περίπτωση του διαχωρισμού 

σωματιδίων από το υγρό της ζύμωσης χρησιμοποιείται συνεχούς έργου διεργασία.  

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛷𝜐𝛾 έ 𝜏 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛷𝜐𝛾 έ 𝜏 𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 

 

 

Μικροδιήθηση  

Η διήθηση αποτελεί και αυτή μία μέθοδο διαχωρισμού στερεών-υγρών και μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για αφαίρεση προϊόντων, απομόνωση αλλά και συγκέντρωση ανάλογα με 

τον τύπο της μεμβράνης. Στην ουσία το μίγμα περνάει από ένα φίλτρο το οποίο συγκρα τεί 

τα στερεά σωματίδια ενώ επιτρέπει το υγρό να διέλθει, συνεπώς βασίζεται στο μέγεθος 

των σωματιδίων. Το σωματίδια που επικάθονται στο φίλτρο δημιουργούν μία στρώση 

(γνωστή ως filter cake) η οποία προκαλεί πτώση πίεσης και συνεπώς αντίσταση στη ροή. 

Το υγρό της ζύμωσης είναι ιδιαίτερα δύσκολο στον χειρισμό καθώς παρουσιάζει μη 

Νευτωνική συμπεριφορά, γι’ αυτό χρησιμοποιούνται βοηθητικά διήθησης για να αυξηθεί 

η απόδοση τα οποία όμως αυξάνουν σημαντικά το κόστος. Η βέλτιστη ποσότητα που 

πρέπει να προστεθεί υπολογίζεται πειραματικά. Η διήθηση εξαρτάται από το ιξώδες του 

υγρού καθώς και τη σύστασή του. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛭 𝛿 ή 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 

 

 

3. Απομόνωση Προϊόντος 

 

Μετά τον διαχωρισμό των κυττάρων πρέπει να αφαιρεθούν διάφορα συστατικά όπως οι 

πρωτεΐνες και τα σάκχαρα. Αυτό γίνεται αξιοποιώντας φυσικοχημικές διαφορές μεταξύ 

του μορίου στόχου και των υπόλοιπων συστατικών. 
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Υπερδιήθηση/Νανοδιήθηση 

Οι διαχωριστική ικανότητα σε αυτό το επίπεδο αφορά μοριακό επίπεδο συνεπώς 

απαιτείται είτε υπερδιήθηση είτε νανοδιήθηση ανάλογα με την προκατεργασία και τις 

απαιτήσεις. Συγκεκριμένα μπορούν να διαχωριστούν σωματίδια από 2000 μέχρι και 

500.000 Dalton. Η χρησιμότητα της συγκεκριμένης τεχνικής έγκειται στο γεγονός ότι 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για ευαίσθητες ουσίες όπως τα ένζυμα και τα εμβόλια, όπου οι 

διεργασίες διαχωρισμού πρέπει να είναι ήπιες. Μία από τις πιο συνηθισμένες εφαρμογές 

της είναι η αφαίρεση των αλάτων που προστίθενται κατά την διεργασία κατακρήμνισης 

πρωτεϊνών. Οι μαθηματικές εξισώσεις που περιγράφουν τις διεργασίες αυτές είναι ίδιες 

με τη διήθηση που αναφέρθηκε στο προηγούμενο κομμάτι.  

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛥 ή 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛥 ή 𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 

 

Κατακρήμνιση - Precipitation 

Η κατακρήμνιση χρησιμοποιείται είτε για την συγκέντρωση και το διαχωρισμό προϊόντων 

από άλλα προϊόντα είτε για διαχωρισμό διαφορετικών πρωτεϊνών, η οποία καλείτε 

κλασματική κατακρήμνιση. Βασίζεται στη διαφορά διαλυτότητας μεταξύ διαφορετικών 

μορίων. Στην περίπτωση των πρωτεϊνών, η διαλυτότητά τους εξαρτάται από τους 

εξωτερικούς παράγοντες όπως για παράδειγμα η θερμοκρασία και το pH, συνεπώς 

μεταβάλλοντας τους μπορεί να γίνει διαχωρισμός ξεχωριστών πρωτεϊνών. Στην περίπτωση 

που η λειτουργικότητα των πρωτεϊνών δεν είναι σημαντική, όπως για παράδειγμα όταν 

θέλουμε να τις αφαιρέσουμε, μπορούμε να μεταβάλλουμε το pH στο ισοηλεκτρικό τους 

σημείο όπου η πρωτεΐνες έχουν το χαμηλότερο φορτίο, κάτι το οποίο οδηγεί σε 

υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις, συσσωμάτωση και τελικά  κατακρήμνιση. Στην περίπτωση 

που απαιτείται διατήρηση της λειτουργικότητας των πρωτεϊνών η κατακρήμνιση μπορεί 

να λάβει μέρος με προσθήκη χημικών όπως κάποια άλατα.  

Για την ανάκτηση δικαρβοξυλικών οξέων η κατακρήμνιση έχει χρησιμοποιηθεί στην 

περίπτωση του λακτικού και του ηλεκτρικού οξέος (Kurzrock and Weuster-Botz, 2010; Yang 

et al., 2007). Συγκεκριμένα στην περίπτωση του ηλεκτρικού οξέος, αφού αφαιρεθεί η 

βιομάζα, το pH ελέγχεται με την προσθήκη Ca(OH)2 όπου βοηθά την κατακρήμνιση. Τα 

ηλεκτρικά μπορούν στη συνέχεια να διαχωριστούν με διήθηση ή φυγοκέντριση και τελικά 

να γίνει η μετατροπή σε ηλεκτρικό οξύ με προσθήκη H2SO4. Επιπλέον βήματα καθαρισμού 

περιλαμβάνουν απορρόφηση με ενεργό άνθρακα και συγκέντρωση με κρυσταλλοποίηση  

μέσω εξάτμισης. Αν και αυτή η μέθοδος μπορεί να υψηλές αποδόσεις, απαιτείται μεγάλη 

προσθήκη Ca(OH)2 και H2SO4 και το παραπροϊόν (CaSO4) είναι μικρής οικονομικής αξίας. 
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𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫𝛼𝜏𝛼 ή 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫𝛼𝜏𝛼 ή 𝜎  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ 𝑥𝛫𝛼𝜏𝛼 ή 𝜎   

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫𝛼𝜏𝛼 ή 𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫𝛼𝜏𝛼 ή 𝜎  ) 

 

Εκχύλιση με Διαλύτη - Solvent Extraction 

Η εκχύλιση αφορά την επιλεκτική διαλυτοποίηση ενός προϊόντος σε μία υγρή φάση η 

οποία είναι αδιάλυτη στο υγρό της καλλιέργειας. Το κάθε μόριο έχει έναν ειδικό 

συντελεστή κατανομής που εξαρτάται από τις παραμέτρους της εκχύλισης όπως το pH, η 

θερμοκρασία, η ιοντική δύναμη και ο τύπος του διαλύτη. Ο συντελεστής ορίζεται ως η 

συγκέντρωση του μορίου στόχου μεταξύ των δύο μη αναμείξιμων φάσεων στην 

ισορροπία. Ο συντελεστής αυτός θα πρέπει να είναι υψηλός για το προϊόν στόχο και 

χαμηλός για το υπόλοιπα συστατικά στο υγρό της καλλιέργειας. Η κλασσική εκχύλιση με 

διαλύτη, που χρησιμοποιεί για παράδειγμα κετόνες, εστέρες και αλιφατικούς 

υδρογονάνθρακες, δεν είναι χρήσιμη για διαχωρισμό δικαρβοξυλικών οξέων καθώς έχουν 

χαμηλό συντελεστή κατανομής, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα χαμηλές αποδόσεις. Ένας 

τρόπος για να λυθεί αυτό το πρόβλημα είναι να χρησιμοποιηθεί εκχύλιση με αντίδραση.  

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ 𝑥𝛦 𝜒  

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛦𝜒  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛦 𝜒 ) 

 

Εκχύλιση με Αντίδραση - Reactive Extraction 

Η εκχύλιση με αντίδραση μπορεί να αυξήσει σημαντικά τον συντελεστή κατανομής 

προσθέτοντας ένα συστατικό που αντιδρά με το προϊόν-στόχο. Συνήθως η εκχύλιση με 

αντίδραση ακολουθείται από back extraction για να ανακτηθούν τα προϊόντα, σε αυτή τη 

περίπτωση τα δικαρβοξυλικά οξέα και τα ακριβά αντιδρώντα. Το αντιδρών για αυτές τις 

περιπτώσεις μπορεί να είναι αλιφατικές αμίνες με μεγάλες αλυσίδες οι οποίες 

δημιουργούν σύμπλεγμα με τα οξέα στην υδατική και οργανική επιφάνια. Η διεργασία 

πρέπει να προηγείται από προηγούμενο διαχωρισμό των κυττάρων και στη συνέχεια να 

γίνεται περαιτέρω συγκέντρωση, κρυστάλλωση και ξήρανση. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛦𝜒  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ 𝑥𝛦 𝜒  

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛦𝜒  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 
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Εικόνα 7: Διαδικασία εκχύλισης με αντίδραση όπου ακολουθείται από αντίστροφη εκχύλιση  

4. Συγκέντρωση Προϊόντος 

Σε αυτό το σημείο είναι σημαντικό να μειωθεί ο όγκος του υγρού, ο οποίος μπορεί να 

περιλαμβάνει και το 90% του υγρού της καλλιέργειας, για να διευκολυνθούν τα επόμενα 

στάδια διαχωρισμού. Μέθοδοι για αυτό το στόχο απαιτούν μεγάλα ποσά ενέργειας και 

διαφέρουν ανάλογα με τις απαιτήσεις του προϊόντος.  

Εξάτμιση - Evaporation 

Η εξάτμιση είναι η πιο συνηθισμένη μέθοδος για την αφαίρεση όγκου υγρών όπως το νερό 

και οι διαλύτες. Προσδίδοντας ενέργεια στο υγρό της καλλιέργειας, αυξάνεται η κινητική 

ενέργεια των μορίων και αυτά που βρίσκονται κοντά στην επιφάνεια μπορούν να 

ξεπεράσουν την τάση ατμού και συνεπώς ατμοποιούνται. Υπάρχουν πολλοί διαφορετικοί 

τύποι στηλών εξάτμισης, αλλά συνήθως περιλαμβάνουν συστοιχία δίσκων. Στην 

περίπτωση που το προϊόν στόχος είναι ευαίσθητο στη θερμοκρασία, όπως για παράδειγμα 

οι πρωτεΐνες επιλέγεται στήλη υπό πίεση όπου η εξάτμιση γίνεται σε χαμηλότερη 

θερμοκρασία. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛦 ά𝜏 𝜎  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛦 ά𝜏 𝜎  ) 

Νανοδιήθηση  

Και πάλι σε αυτό το σημείο μπορεί να επιλεχθεί κάποια μέθοδος με μεμβράνη η οποία να 

μπορεί να συγκρατήσει τα προϊόντα – στόχους και να αφήσει την ανεπιθύμητη υγρή μάζα 

να περάσει. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛮𝛼 𝛿 ή 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛮𝛼 𝛿 ή 𝜎  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛮𝛼 𝛿 ή 𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛮𝛼 𝛿 ή 𝜎  ) 
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5. Τελικός Καθαρισμός - Purification 

 

Αφού έχει συμπυκνωθεί το υγρό της καλλιέργειας και έχουν αφαιρεθεί χοντρικά τα 

περισσότερα ανεπιθύμητα συστατικά, πρέπει να γίνει ο τελικός καθαρισμός όπου θα 

απομείνει σε μεγάλο ποσοστό μόνο το επιθυμητό προϊόν. Η δυσκολία σε αυτό το στάδιο 

έγκειται στο γεγονός ότι τα υπολειπόμενα συστατικά έχουν πολύ παρόμοιες 

φυσικοχημικές ιδιότητες, συνεπώς οι μέθοδοι διαχωρισμού έχουν ακριβό πάγιο και 

λειτουργικό κόστος. 

Απόσταξη 

Η απόσταξη διαχωρίζει συστατικά από το επεξεργασμένο υγρό της καλλιέργειας με βάση 

τη πτητικότητα. Αυξάνοντας τη θερμοκρασία, ή και σε ορισμένες περιπτώσεις και τη πίεση, 

τα πιο πτητικά συστατικά έχουν τη τάση να διαφεύγουν στην αέρια φάση σε αντίθεση με 

τα λιγότερο πτητικά συστατικά. Έτσι στην περίπτωση της κλασματικής απόσταξης είναι 

δυνατό να διαχωριστούν πολλά διαφορετικά συστατικά. Στην περίπτωση των 

δικαρβοξυλικών οξέων, αυτή η μέθοδος προτιμάται όταν πρέπει να αφαιρεθούν μεγάλα 

ποσά αμμωνίας και ρυπογόνων ουσιών. Το τελικό προϊόν συνήθως διαχωρίζεται με 

κρυστάλλωση μέσω ψύξης. Η απόσταξη δεν προτιμάται συνήθως λόγο του υψηλού 

ενεργειακού κόστους και χαμηλών αποδόσεων. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛢 ό𝜎𝜏𝛼  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛢 ό𝜎𝜏𝛼  ) 

 

Κρυστάλλωση 

Η κρυστάλλωση είναι η διαδικασία δημιουργίας στερεών μορφών από κάποια άλλη 

φυσική κατάσταση μέσω κατακρήμνισης, ψύξης ή και απευθείας από την αέρια φάση. Ο 

ρυθμός δημιουργίας κρυστάλλου επηρεάζεται από παράγοντες όπως η θερμοκρασία και 

η πίεση. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫 𝜐𝜎𝜏ά 𝜔𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫 𝜐𝜎𝜏ά 𝜔𝜎   ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛∙𝑥𝛫 𝜐𝜎𝜏ά 𝜔𝜎   

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫 𝜐𝜎𝜏ά 𝜔𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛫 𝜐𝜎𝜏ά 𝜔𝜎  ) 

 

Χρωματογραφία 

Η χρωματογραφία είναι μία μέθοδος διαχωρισμού μιγμάτων που βασίζεται στον 

διαφορετικό χρόνο που κάνουν τα διαλυτά μόρια να περάσουν από μία χρωματογραφική 

στήλη. Το υγρό που περνάει μέσα από τη στήλη είναι η κινητή φάση ενώ η στήλη είναι η 
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στατική φάση. Όσο μεγαλύτερη συγγένεια έχει ένα μόριο με τη στατική φάση τόσο πιο 

αργά θα διέλθει. Αποτελεί μία μέθοδο υψηλής διαχωριστικής ικανότητας και συνεπώς 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για διαχωρισμό προϊόντων που προορίζονται για φαρμακευτική 

χρήση. Υπάρχουν διαφορετικές χρωματογραφικές μέθοδοι για τον διαχωρισμό βιολογικών 

μορίων όπως πρωτεΐνες, αμινοξέα και βιταμίνες όπου διαφέρουν στην αρχή λειτουργίας 

τους 

 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛸 𝜔 𝛼𝜏 𝛾 𝛼𝜑ί𝛼 ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛸 𝜔 𝛼𝜏 𝛾 𝛼𝜑ί𝛼  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛∙𝑥𝛸 𝜔 𝛼𝜏 𝛾 𝛼𝜑ί𝛼  

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛸 𝜔 𝛼𝜏 𝛾 𝛼𝜑ί𝛼 ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛸 𝜔 𝛼𝜏 𝛾 𝛼𝜑ί𝛼 ) 

 

Προσρόφηση - Adsorption 

Η προσρόφηση όπως και η χρωματογραφία βασίζεται στην διαφορετική συγγένεια των 

συστατικών σε μία στερεή φάση. Στην περίπτωση των δικαρβοξυλικών οξέων ως στερεή 

φάση χρησιμοποιούνται ενεργός άνθρακας, αλούμινα και σίλικα. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛱 𝜎 ό𝜑 𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛱 𝜎 ό𝜑 𝜎   ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛∙𝑥𝛱 𝜎 ό𝜑 𝜎   

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛱 𝜎 ό𝜑 𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛱 𝜎 ό𝜑 𝜎  ) 

 

Ηλεκτροδιάλυση 

Η ηλεκτροδιάλυση βασίζεται στη διαφορά ηλεκτρικού φορτίου μεταξύ των μορίων. Στην 

ουσία η υδατική φάση περνάει από μεμβράνες ιοντικής εναλλαγής υπό την επίδραση 

ηλεκτρικού πεδίου και έτσι τα ιοντισμένα συστατικά διαχωρίζονται από τα μη ιοντισμένα. 

Το κόστος των μεμβρανών και η υψηλή απαίτηση ενέργειας αποτελούν βασικά 

προβλήματα της μεθόδου. Επίσης η ύπαρξη ουσιών όπως το acetate και το formate δεν 

επιτρέπουν τον διαχωρισμό του ηλεκτρικού οξέος. Επίσης η παρουσία ασβεστίου και 

μαγνησίου, που συνήθως προστίθενται στην καλλιέργεια, προκαλούν προβλήματα στις 

μεμβράνες. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛨 𝜏 𝛿 ά 𝜐𝜎  ) 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛∙𝑥𝛨 𝜏 𝛿 ά 𝜐𝜎   

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛨 𝜏 𝛿 ά 𝜐𝜎  ) 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛨 𝜏 𝛿 ά 𝜐𝜎  ) 
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6. Εξευγενισμός - Refinement 

 

Ύστερα από επαρκή διαχωρισμό με βάση τις απαιτήσεις, πρέπει να γίνει σταθεροποίηση 

του προϊόντος για να μπορεί να μεταφερθεί και να αποθηκευτεί.  

Ξήρανση 

Η πιο κλασσική μέθοδος είναι η ξήρανση όπου αφαιρείται η υπολειπόμενη υγρασία και οι 

διαλύτες από το προϊόν. Μερικές κλασικές τεχνικές είναι το freeze-drying, το spray drying 

και το fluidized bed drying. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛯ή 𝛼 𝜎  ) 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛 ∙ (1 − 𝑥𝛯ή 𝛼 𝜎  ) 

 

Συσσωμάτωση - Agglomeration 

Η συσσωμάτωση όπως έχει αναφερθεί είναι η διαδικασία όπου στερεά σωματίδια 

μετατρέπονται σε μεγαλύτερου διαμέτρου σωματίδια. Αν και η συσσωμάτωση μπορεί να 

γίνει σταδιακά από μόνη της, συνήθως χρησιμοποιούνται συνδετικές ουσίες (binders), οι 

οποίες επιταχύνουν τη διαδικασία. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛  

 

Αποστείρωση 

Η αποστείρωση αναφέρεται σε οποιαδήποτε διεργασία απομακρύνει ή απενεργοποιεί 

όλους τους οργανισμούς και βιολογικά μόρια από το προϊόν. Μπορεί να γίνει με διάφορες 

μεθόδους όπως θερμικά, χημικά, με πίεση ή ακόμα και με ακτινοβολία. Συνήθως αφορά 

ουσίες που προορίζονται για φαρμακευτική χρήση όπου απαιτείται πλήρης απουσία 

ύπαρξης μικροοργανισμών. 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 = 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 
𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡 = 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 

𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑜𝑢𝑡 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛  
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4. Συνολικό Μαθηματικό Μοντέλο και Υλοποίηση 
 

4.1 Μαθηματική Προτυποποίηση 
 

Σε αυτό το σημείο θα γίνει η μαθηματική προτυποποίηση της υπερδομής. Δηλαδή θα 

αναλυθούν όλα τα στοιχεία που θα εισαχθούν στην προέκταση του εξωτερικού 

προβλήματος βελτιστοποίησης. 

Όπως έχει αναφερθεί η προέκταση του μοντέλου αναφέρεται μόνο στην επιβάρυνση του 

μοντέλου με την εισαγωγή παραμέτρων, μεταβλητών και εξισώσεων. Το πρόβλημα 

βελτιστοποίησης του OptKnock ήταν MILP και έτσι θα πρέπει να παραμείνει και μετά την 

εισαγωγή της υπερδομής.  

 

4.1.1 Σύνολα 

Για να μπορέσουν να εισαχθούν τα δεδομένα για την κάθε στήλη και να διευκολυνθούν οι 

υπολογισμοί εισάγονται τα σύνολα των 28 διεργασιών (𝑖) και των  11 σταδίων 

διαχωρισμού(𝑗).  

𝑖 = {𝑡1,𝑡2 ,𝑡3 ,… , 𝑡28} 

𝑗 = {𝑢1,𝑢2,𝑢3 ,… , 𝑢11} 

 

 

4.1.2 Παράμετροι 

Για να μπορέσουν να γίνουν οι υπολογισμοί για την επίλυση της υπερδομής πρέπει να 

εισαχθούν διάφορα δεδομένα πάγιου και λειτουργικού κόστους (CAPEX/OPEX). Αυτά 

έχουν συλλεχθεί από διάφορες πηγές, όμως στην πραγματικότητα η κάθε βιοπαραγωγή 

διαφέρει όπως και οι απαιτήσεις της και συνεπώς τα νούμερα αυτά μπορεί να μην είναι 

αντιπροσωπευτικά. Μπορούν όμως να δώσουν μία γενικότερη εικόνα για την επιλογή 

μεταξύ διεργασιών σε κάθε βήμα του διαχωρισμού. 

Στους παρακάτω πίνακες περιλαμβάνονται παράμετροι για την επίλυση του 

προβλήματος βελτιστοποίησης. 
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Πίνακας 4: Δεδομένα των διεργασιών διαχωρισμού 

Πίνακας 5: Κόστη ρευμάτων 

Κόστος ($/Unit) 

Electricity (kW)  𝑬𝑐𝑜𝑠𝑡  0,1 

Feed (kg) 𝑭𝑐𝑜𝑠𝑡  0,25 

 

Όσον αφορά τις απαιτήσεις των προϊόντων μπορούν και αυτές να εισαχθούν ως 

παράμετροι από το excel και να τεθούν οι περιορισμοί ως εξισώσεις στο αρχείο GAMS. 

Δηλαδή η καθαρότητα του τελικού προϊόντος, η ανοχή σε στερεά και σε υγρά 

παραπροϊόντα είναι όλα δεδομένα τα οποία αν τα γνωρίζουμε από πριν μπορούμε να τα 

εισάγουμε στο πρόβλημα βελτιστοποίησης.  Για παράδειγμα ο χρήστης μπορεί να εισάγει 

τα εξής δεδομένα και στη συνέχεια να περαστούν αυτόματα στο αρχείο GAMS όπου θα 

επιβληθούν οι εξής περιορισμοί: 

 

 

 Πάγιο Κόστος εξοπλισμού 
(millon $) 

Κατανάλωση Ενέργειας 
(kW/h) 

Απόδοση  

 𝑪𝐶(𝑖) 𝐸𝐶(𝑖) 𝑥(𝑖) 

Κροκίδωση 0,54 0,0002 85% 

Ιζηματοποίηση 1,13 0 70% 

Φυγοκέντριση 0,275 12,79 80% 

Μικροδιήθηση 1 0,04 0,1 85% 

Μικροδιήθηση 2 0,75 0,1 90% 

Υπερδιήθηση 3 0,1 95% 

Νανοδιήθηση 5 0,1 97% 

Κατακρήμνιση 0,47 0,1 94% 

Εκχύλιση με 
διάλύτη 

0,362 0,5 90% 

Εκχύλιση με 
αντίδραση 

0,5 0,5 98% 

Εξάτμιση 0,2 0,3 95% 

Απόσταξη 0,082 0,8 80% 

Κρυστάλλωση 1,2 0,3 98% 

Χρωματογαφία 0,775 0,33 95% 

Προσφόφηση 1,1 0,2 92% 

Ηλεκτροδιάλυση 1,5 0,4 95% 

Ξήρανση (freeze 
drying) 

0,11 0,3 97% 

Συσσωμάτωση 0,3 0,1 85% 

Αποστείρωση 0,2 0,2 99% 
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Πίνακας 6: Περιορισμοί για το τελικό προϊόν 

Προϊόν 
Επιθυμητή καθαρότητα 𝑋𝑓 98% 

Ανοχή σε υγρασία 𝑊𝑓 0,10% 
Ανοχή σε στερεά 𝑆𝑏𝑝𝑓 1% 
Ανοχή σε υγρό παραπροϊόν Lbpf 0,05% 

 

 

Εικόνα 8: Εξισώσεις για τον περιορισμό τον τελικών ιδιοτήτων του προϊόντος  

Η τιμή του προϊόντος σε πραγματικές συνθήκες δεν είναι σταθερή αλλά εξαρτάται από την 

καθαρότητα του. Αν έχουμε τέτοια δεδομένα εξάρτησης μπορούμε να τα εισάγουμε τη 

σχέση που συνδέει τα δύο μεγέθη και να θέσουμε ως μεταβλητή τη τελική καθαρότητα 

έτσι ώστε ο αλγόριθμος να μας βρει και ποια είναι η βέλτιστη καθαρότητα για να 

μεγιστοποιηθεί το κέρδος. Για παράδειγμα για τα εξής δεδομένα για τη τιμή πώλησης 

προϊόντος έχουμε: 

 

Καθαρότητα Τιμή Πώλησης $/kg 

99% 150 

98% 100 

90% 50 

80% 40 

Εικόνα 9: Παράδειγμα της συσχέτιση της καθαρότητας ενός προϊόντος με την τιμή πώλησης 

Κατασκευάζοντας το διάγραμμα συσχέτισης των μεγεθών αυτών και προσαρμόζοντας τα 

δεδομένα σε μία εκθετική εξίσωση έχουμε τελικά: 
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Διάγραμμα 2: Διαγραμματική απεικόνηση της συσχέτιση της καθαρότητας ενός προϊόντος με την τιμή πώλησης  

Άρα μπορούμε να πούμε ότι η τιμή πώλησης είναι  

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑉𝑎𝑙𝑢𝑒 = 𝑃𝑣 = 0.2066 ∙ 𝑒6.4099∙𝑥 

όπου  𝑥: η τελική καθαρότητα του προϊόντος. 

 

 

4.1.3 Μεταβλητές 
Αρχικά πρέπει να οριστούν κάποιες μεταβλητές σύνδεσης του μοντέλου μεταβολικής 

μηχανικής με την υπερδομή. Αυτές περιλαμβάνουν μεταβλητές οι οποίες διαβάζουν τα 

δεδομένα από τις επαναλήψεις του OptKnock και τις μεταφράζουν σε πληροφορίες που 

τροφοδοτούν την υπερδομή. Για παράδειγμα η ροή του μεταβολίτη-στόχου παραμένει η 

ίδια ενώ η μεταβλητή των υγρών παραπροϊόντων περιλαμβάνει το άθροισμα πολλών 

μεταβλητών. Σε αυτή τη περίπτωση τα υγρά παραπροϊόντα μπορούν να βρεθούν είτε 

βιβλιογραφικά ή να επιλεχθούν εξωκυττάρια προϊόντα με μεγάλες συγκεντρώσεις από 

προηγούμενες αναλύσεις. Αντίστοιχα θέτονται και οι υπόλοιπες μεταβλητές, δηλαδή τα 

στερεά παραπροϊόντα, τα κύτταρα και το νερό.  

Η τροφοδοσία που προέρχεται από τη ζύμωση, δηλαδή το αποτέλεσμα που δίνει η λύση 

του OptKnock σε κάθε iteration, μπορούμε να θεωρήσουμε ότι περιλαμβάνει τα εξής 

μεγέθη: 

 

 

y = 0,2066e6,4099x

R² = 0,8523
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Συνολική Παροχή 𝐹𝑙𝑜𝑤𝑟𝑎𝑡𝑒 𝐹(𝑖) = 𝑃(𝑖) + 𝐿𝑏𝑝(𝑖) + 𝑊(𝑖) 

Παροχή προϊόντος 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡 𝑃𝑖𝑛 = 𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡𝑀𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑡𝑒 
Παροχή υγρών 

παραπροϊόντων 
𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝑏𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡  𝐿𝑏𝑝𝑖𝑛 = ∑ 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑠 

Παροχή νερού 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟 𝑊𝑖𝑛 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡  

Περιεκτικότητα σε 
κύτταρα 

𝐶𝑒𝑙𝑙𝑠 𝐶𝑖𝑛 = 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 

Περιεκτικότητα σε 
στερεά 

παραπροϊόντα 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝑏𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡 𝑆𝑏𝑝𝑖𝑛 = ∑ 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑠 

 

Από τα δεδομένα που δίνει το OptKnock μπορούμε να εξάγουμε τις συγκεκριμένες 

πληροφορίες και να κατασκευάσουμε την τροφοδοσία. Από εκεί και πέρα ο αλγόριθμος 

με τις εξισώσεις και τους περιορισμούς που έχουμε θέσει μπορεί να επιλύσει την 

υπερδομή και να δώσει ως αποτέλεσμα τις βέλτιστες διαγραφές αντιδράσεων που έχουν 

ως αποτέλεσμα την πιο κερδοφόρα συστοιχία διαχωρισμού.  

Στη συνέχεια η τροφοδοσία αναδιαμορφώνεται με βάση τη κάθε διεργασία που 

επιλέγεται. Συνεπώς πρέπει η κάθε διεργασία να περιγράφεται από τις μεταβλητές αυτές. 

Συνεπώς ορίζουμε, 

 𝐹𝑖 , 𝑃𝑖 , 𝐿𝑏𝑝𝑖 , 𝑊𝑖 , 𝐶𝑖 , 𝑆𝑏𝑝𝑖  

Προφανώς στην περίπτωση που η διεργασία δεν επιλεχθεί, κάτι το οποίο ορίζεται μέσω 

της μεταβλητής 𝑦𝑖 , τότε οι μεταβλητές αυτές μηδενίζονται μέσω των λογικών περιορισμών 

που θα περιγραφούν στη συνέχεια. 

 

4.1.4 Δυαδικές Μεταβλητές 
Όπως έχει αναφερθεί πρέπει να εισαχθούν δυαδικές μεταβλητές που να περιγράφουν την 

ύπαρξη ή όχι των διεργασιών. Για αυτό το σκοπό γίνεται η προσθήκη των μεταβλητών 𝑦𝑖. 

Δηλαδή, 

𝑦𝑖 = {
0    𝛼𝜈 𝜂 𝛿𝜄휀𝜌𝛾𝛼𝜎ί𝛼 𝛿휀𝜈 휀𝜋𝜄𝜆휀𝜒𝜃휀ί
1    𝛼𝜈 𝜂 𝛿𝜄휀𝜌𝛾𝛼𝜎ί𝛼 휀𝜋𝜄𝜆휀𝜒𝜃휀ί       

 

 

4.1.5 Λογικοί Περιορισμοί 
Οι δυαδικές μεταβλητές που περιγράφουν την ύπαρξη ή όχι της κάθε διεργασίας πρέπει 

να συνοδεύεται και από λογικούς περιορισμούς. Αυτοί διαχωρίζονται σε δύο κατηγορίες.  

Η πρώτη έχει να κάνει με την ενεργοποίηση μεταβλητών του κάθε ρεύματος. Δηλαδή αν 

κάποια στήλη απενεργοποιηθεί θα πρέπει όλες οι μεταβλητές που την περιγράφουν να 

μηδενιστούν.  

Η δεύτερη κατηγορία έχει να κάνει με την απαίτηση της ύπαρξης μόνο μίας διεργασίας σε 

κάθε στάδιο διαχωρισμού.  
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Όπως αναφέρθηκε και πριν υπάρχουν συνολικά 28 διεργασίες διαχωρισμού. Αυτές είναι 

χωρισμένες σε 10 ξεχωριστά στάδια διαχωρισμού. Σε κάθε στάδιο πρέπει να επιλεχθεί 

ακριβώς μία διεργασία. Αυτό μπορεί να οριστεί μαθηματικά ως εξής: 

∀𝑗, ∑𝑦𝑖

𝑖∈𝑗

≤ 1 

 

Στην περίπτωση που μία διεργασία (𝑢1) πρέπει ακολουθάτε από κάποια (𝑢2)  άλλη πρέπει να 

εισαχθεί ο εξής περιορισμός: 

 

𝑦𝑢2
− 𝑦𝑢1

≤ 0 

Mε αυτή τη λογική κατασκευάζονται όλοι οι λογικοί περιορισμοί 

Επίσης στην περίπτωση των προϊόντων που θα εξεταστούν γνωρίζουμε από πριν ότι στην 

περίπτωση που θα επιλεχθεί η απόσταξη πρέπει να ακολουθηθεί από κρυστάλλωση. Αυτό 

ορίζεται ως: 

𝑦(′𝛢𝜋ό𝜎𝜏𝛼𝜉𝜂𝜍′) = 𝑦(′𝛫𝜌𝜐𝜎𝜏ά𝜆𝜆𝜔𝜎𝜂𝜍′)   

 

Τέλος αν ξέρουμε από πριν ότι κάποιες διεργασίες διαχωρισμού πρέπει να εισαχθούν στο 

downstream πρέπει να θέσουμε τη δυαδική μεταβλητή τους ίση με 1. Συνολικά οι 

εξισώσεις είναι οι εξής: 

 

 

Εικόνα 10:  Περιορισμοί για την ύπαρξη των διεργασιών διαχωρισμού σε κάθε στάδιο  

 

 

Επίσης η ύπαρξη ή όχι μίας διεργασίας πρέπει να συνοδεύεται και από λογικούς 

περιορισμούς που θα απενεργοποιούν τις διεργασίες και θα μηδενίζουν τα στοιχεία τους. 

Αυτό γίνεται με τις εξής ανισώσεις: 
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∑ 𝐶𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝐿𝑏𝑝𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝑃𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝑆𝑏𝑝𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝑊𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

 

Όπου U: ένας αρκετά μεγάλος αριθμός 

 

4.1.6 Περιορισμοί Διεργασίας 
Είναι σύνηθες τέτοιου είδους διεργασίες να έχουν απαιτήσεις ως προς το τελικά προϊόν και τη 

σύστασή του. Αυτοί οι περιορισμοί είναι οι εξής: 

𝑃𝑡28 ≥ 𝑋𝑓  

𝑊𝑡28 ≤ 𝑊𝑓  

𝑆𝑏𝑝𝑡28 ≤ 𝑆𝑏𝑝𝑓 

𝐿𝑏𝑝𝑡28 ≤ 𝐿𝑏𝑝𝑓 

 

Όπου, 𝑡28 : έξοδος του τελικού προϊόντος 

 𝑋𝑓, 𝑊𝑓, 𝑆𝑏𝑝𝑓, 𝐿𝑏𝑜𝑓  οι απαιτήσεις για το κάθε στοιχείο 

 

4.1.7 Εξισώσεις Διαχωρισμών 
Η επίδραση που έχει η κάθε διεργασία στο ρεύμα καθορίζεται από τις εξισώσεις που τις 

περιγράφουν. Στις περισσότερες περιπτώσεις όμως αυτές οι εξισώσεις περιλαμβάνουν μη 

γραμμικότητες, που δεν είναι επιθυμητές, ή απαιτούν δεδομένα που δεν μπορεί να δώσει 

το πρόβλημα βελτιστοποίησης. Για αυτό το λόγο επιλέχθηκε η χρήση απλουστευμένων 

γραμμικών εξισώσεων. Για παράδειγμα η διήθηση, αν έχει την κατάλληλη διαχωριστική 

ικανότητα, μπορεί να αφαιρέσει το στερεά παραπροϊόντα και τα κύτταρα [𝐶𝑒𝑙𝑙𝑜𝑢𝑡 =

𝑥𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑖𝑛].  με κάποια απόδοση. Όμως δεν μπορεί να διαχωρίσει τα υγρά προϊόντα 

[𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑛 = 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑢𝑡].  
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Για να επιλυθεί η υπερδομή πρέπει να εισαχθούν και οι εξισώσεις που θα περιγράφουν 

την επίδραση του κάθε σταδίου (𝑗) στη τροφοδοσία. Η κάθε διεργασία διαχωρισμού(𝑖)  

με βάση την αρχή λειτουργίας της θεωρούμε πως επηρεάζει τα 5 μεγέθη που 

περιγράφηκαν πριν με διαφορετικό τρόπο.   

Έστω τα 𝑍 είναι το σύνολο που εμπεριέχει τις 5 αυτές διεργασίες. Τότε σε κάθε κόμβο 

έχουμε τα ισοζύγια μάζας: 

∀𝑍,   ∑ 𝑋𝑖 ∙ 𝑍

𝑖∈𝑗

= ∑ 𝑍

𝑖∈ 𝑗+1

 

Η επίδραση που έχει η κάθε διεργασία διαχωρισμού εκφράζεται με το 𝑋𝑖 . Αφού λοιπόν σε 

κάθε στάδιο διαχωρισμού επιλέγεται μόνο μία διεργασία τότε μένει ακριβώς μόνο μία 

διεργασία στο δεξί και μία στο αριστερό σκέλος της εξίσωσης. Για παράδειγμα για το 

μεταξύ του σταδίου της αφαίρεσης κυττάρων και της απομόνωσης του προϊόντος έχουμε 

τις εξής εξισώσεις: 

 

Εικόνα 11: Εξισώσεις που περιγράφουν τα ισοζύγια μάζας στον κόμβο μεταξύ της αφαίρεσης των κυττάρων και της 

απομόνωσης του προϊόντος 

 

Με τον ίδιο τρόπο κατασκευάστηκαν οι εξισώσεις για τις υπόλοιπες  διεργασίες. Στην 

περίπτωση του bypass δεν συμβαίνει κάποια αλλαγή άρα η κάθε εξίσωση απλά παίρνει το 

ρεύμα και το περνάει στο επόμενο στάδιο χωρίς να το επηρεάσει 

 

4.1.8 Αντικειμενική Συνάρτηση 

Η αντικειμενική συνάρτηση έχει να κάνει με τη μεγιστοποίηση του κέρδους και όχι του 

επιθυμητού μεταβολίτη όπως οριζόταν από το OptKnock. Συνεπώς πρέπει να 

περιλαμβάνει τα  έσοδα, δηλαδή τη ροή εξόδου του προϊόντος επί την τιμή πώλησης του, 

και τα έξοδα, δηλαδή τα πάγια κόστη και τα κόστη της διεργασίας όπως το ρεύμα και η 

κατανάλωση διαλυτών.  

Μπορούμε να ορίσουμε το κέρδος ως τα έσοδα πλην τα έξοδα για ένα χρονικό διάστημα 

κάποιων ετών. 

𝑃𝑟𝑜𝑓𝑖𝑡 = 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝐹𝑙𝑜𝑤𝑟𝑎𝑡𝑒 ∙ 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑉𝑎𝑙𝑢𝑒 − 𝐷𝑜𝑤𝑛𝑠𝑡𝑟𝑒𝑎𝑚𝐶𝑜𝑠𝑡 

 

όπου 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝐹𝑙𝑜𝑤𝑟𝑎𝑡𝑒: η παροχή του προϊόντος στο τέλος του διαχωρισμού  

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑉𝑎𝑙𝑢𝑒: η αξία του προϊόντος ανά μονάδα παροχής 

 𝐷𝑜𝑤𝑛𝑠𝑡𝑟𝑒𝑎𝑚𝐶𝑜𝑠𝑡 : Το κόστος του διαχωρισμού 
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Ως Downstream Cost ορίζουμε ότι κόστος υπεισέρχεται στις διεργασίες διαχωρισμού των 

προϊόντων. Αυτό περιλαμβάνει το πάγιο κόστος εξοπλισμού, την κατανάλωση του 

ηλεκτρικού ρεύματος και την κατανάλωση πρώτων υλών, δηλαδή των χημικών που 

χρησιμοποιούνται από τις διεργασίες καθώς και την τροφοδοσία. Συνολικά έχουμε, 

𝐷𝐶 = ∑(𝐶𝑎𝑝𝑖𝑡𝑎𝑙𝐶𝑜𝑠𝑡 + 𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑦𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑦𝐶𝑜𝑠𝑡 + 𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑛

𝑖

∙ 𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝐶𝑜𝑠𝑡 + 𝐹𝑒𝑒𝑑𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝐹𝑒𝑒𝑑𝐶𝑜𝑠𝑡) ∙ 𝑦𝑖  

 

όπου 𝐶𝑎𝑝𝑖𝑡𝑎𝑙𝐶𝑜𝑠𝑡 : το κόστος αγοράς του εξοπλισμού 

𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑦𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛: η κατανάλωση ενέργειας του εξοπλισμού 

𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑦𝐶𝑜𝑠𝑡 : το κόστος ενέργειας ανά μονάδα κατανάλωσης  (KWh) 

𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛: η κατανάλωση του διαλύτη/χημικού που απαιτείται  

𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝐶𝑜𝑠𝑡: το κόστος του διαλύτη/χημικού που απαιτείται 

𝐹𝑒𝑒𝑑𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛: η κατανάλωση της τροφοδοσίας 

𝐹𝑒𝑒𝑑𝐶𝑜𝑠𝑡: το κόστος της τροφοδοσίας 

𝑛: το σύνολο των διεργασιών διαχωρισμού 

𝑦𝑖: δυαδική μεταβλητή για την επιλογή ή όχι μίας διεργασίας 
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4.2 Γενικό Μοντέλο 
 

Παρακάτω παρουσιάζεται το γενικό μοντέλο που προστίθεται ως εξωτερικό πρόβλημα που 

αναλύθηκε σε προηγούμενο κεφάλαιο.  

𝑚𝑎𝑥𝑃𝑟𝑜𝑓𝑖𝑡 = 𝑃 ∙ 𝑃𝑉

− ∑(𝐶𝑎𝑝𝑖𝑡𝑎𝑙𝐶𝑜𝑠𝑡 + 𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑦𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑦𝐶𝑜𝑠𝑡

𝑛

𝑖

+ 𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝐶𝑜𝑠𝑡 + 𝐹𝑒𝑒𝑑𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝐹𝑒𝑒𝑑𝐶𝑜𝑠𝑡) ∙ 𝑦𝑖  

Δεδομένα εισόδου 𝐹(𝑖) = 𝑃(𝑖) + 𝐿𝑏𝑝(𝑖) + 𝑊(𝑖) 

𝑃𝑖𝑛 = 𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡𝑀𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑡𝑒 

𝐿𝑏𝑝𝑖𝑛 = ∑ 𝐿𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑠 

𝑊𝑖𝑛 = 𝑊𝑎𝑡𝑒𝑟𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡  
𝐶𝑖𝑛 = 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 

𝑆𝑏𝑝𝑖𝑛 = ∑ 𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑 𝐵𝑦𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑠 

Λογικοί Περιορισμοί ∀𝑗, ∑ 𝑦𝑖

𝑖∈𝑗

≤ 1,   𝑦𝑖 ∈ {0,1} 

𝑦𝑢2
− 𝑦𝑢1

≤ 0 

Ενεργοποίηση Μεταβλητών ∑ 𝐶𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝐿𝑏𝑝𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝑃𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝑆𝑏𝑝𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

∑ 𝑊𝑖 − 𝑈 ∙ 𝑦𝑖 ≤ 0 

Περιορισμοί Διεργασίας 𝑃𝑡28 ≥ 𝑋𝑓  

𝑊𝑡28 ≤ 𝑊𝑓  

𝑆𝑏𝑝𝑡28 ≤ 𝑆𝑏𝑝𝑓 

𝐿𝑏𝑝𝑡28 ≤ 𝐿𝑏𝑝𝑓 

Ισοζύγια Μάζας στους Κόμβους ∀𝑍,   ∑ 𝑋𝑖 ∙ 𝑍

𝑖∈𝑗

= ∑ 𝑍

𝑖∈ 𝑗+1
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4.3. Υλοποίηση  
 

Σε αυτό το σημείο θα αναλυθούν παραδείγματα χρήσης του νέου εργαλείου. Για να γίνει 

η υλοποίηση απαιτείται η επιλογή μικροοργανισμού και προϊόντος στόχου. Σε ορισμένες 

περιπτώσεις όμως ο μικροοργανισμός δεν μπορεί από μόνος του να παράξει το επιθυμητό 

προϊόν συνεπώς απαιτείται κάποια τροποποίηση του μοντέλου GEM, συνήθως με 

προσθήκη αντιδράσεων,  έτσι ώστε να μπορεί να φτάσει στον στόχο.  

 

4.3.1 Επιλογή Μικροοργανισμού 
 

Η επιλογή των μικροοργανισμών για την επιθυμητή βιο-παραγωγή συνήθως συνοδεύει την 

επιλογή του επιθυμητού προϊόντος. Μία  κλασική προσέγγιση είναι να επιλεχθεί πρώτα το 

προϊόν-στόχος με βάση τις ανάγκες και μετά να ελεγχθεί ποιοι μικροοργανισμοί είναι 

αυτοί που μπορούν να το παράξουν. Στη συνέχεια η μεταβολική μηχανική τροποποιεί τον 

μικροοργανισμό, δημιουργώντας ένα στέλεχος το οποίο είναι προσαρμοσμένο στις 

ανάγκες της παραγωγής. Αυτό όμως δεν είναι πάντα οικονομικά εφικτό για βιομηχανική 

παραγωγή καθώς τα περισσότερα στελέχη δεν έχουν τις απαιτήσεις που περιγράφηκαν σε 

προηγούμενο κεφάλαιο. Από την άλλη, τα τελευταία χρόνια προτιμάτε να βρίσκονται 

μικροοργανισμοί οι οποίοι με λίγες τροποποιήσεις στα μεταβολικά τους μονοπάτια να 

μπορούν να παράξουν το επιθυμητό προϊόν. Στη συγκεκριμένη περίπτωση επιλέχθηκαν τα 

στελέχη Saccharomyces cerevisiae και Pseudomonas Putida. 

 

Saccharomyces cerevisiae 

Ο Saccharomyces cerevisiae είναι μία ζύμη, αποτελεί έναν μονοκυττάριο ευκαρυώτη και 

έχει χρησιμοποιηθεί από τους ανθρώπους από την αρχαιότητα για την παραγωγή κρασιού, 

μπύρας και άρτου. Τις τελευταίες δεκαετίες έχει δοθεί ιδιαίτερη έμφαση σε αυτόν τον 

μικροοργανισμό καθώς η αξιοποίησή του μπορεί να δώσει τη λύση σε θέματα 

βιωσιμότητας όπως η παραγωγή χημικών και καυσίμων από ανανεώσιμες πρώτες ύλες. 

Επίσης του έχει δοθεί και ο χαρακτηρισμός GRAS, δηλαδή είναι γενικά θεωρούμενος ως 

ασφαλής, για την παραγωγή προϊόντων που προορίζονται στην βιομηχανία τροφίμων. Το 

φάσμα των προϊόντων που μπορεί να παράξουν στελέχη του S. cerevisiae εκτείνεται από 

οξέα και οργανικές ενώσεις μέχρι ένζυμα και φαρμακευτικές ουσίες. Είναι λοιπόν εμφανές 

πως είναι ένα από τα πιο δημοφιλή κυτταρικά εργοστάσια (cell factories) και γιατί έχει 

χρησιμοποιηθεί από την σύγχρονη βιοτεχνολογία για να παράξει πολλά διαφορετικά 

προϊόντα. (Cripwell et al., 2019; Kildegaard et al., 2019; Nandy & Srivastava, 2018) 

 

Σε σχέση με άλλους παρόμοιους μικροοργανισμούς ο S. cerevisiae πλεονεκτεί σε αρκετά 

σημεία ως προς την βιοπαραγωγή σε βιομηχανικό επίπεδο. Αρχικά, η γενετική του 

σύνθεση σε συνδυασμό με τα χαρακτηριστικά της φυσιολογίας του, τον κάνουν πολύ 
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ευέλικτο όσον αφορά τη μεταβολική μηχανική. Η εκτενής έρευνα και η μεγάλη συλλογή 

γενετικών εργαλείων, όπως η τεχνολογία του ομόλογου ανασυνδυασμού, κάνουν τη ζύμη 

εξαιρετικό στέλεχος για παραγωγή επιθυμητών μεταβολιτών με μεγάλες αποδόσεις. Να 

σημειωθεί πως ο ομόλογος ανασυνδυασμός, δηλαδή η εισαγωγή γενετικών πληροφοριών 

στο γονιδίωμα, συμβαίνει σε μεγάλη έκταση στη ζύμη έχοντας ως αποτέλεσμα πιο 

σταθερά στελέχη (Jullesson et al., 2015). Επίσης είναι συμβατός με ζυμώσεις μεγάλης 

κλίμακας κάτι το οποίο είναι απαραίτητο για βιομηχανική παραγωγή. Και αν 

συμπεριληφθεί το γεγονός πως υπάρχουν βιβλιοθήκες οι οποίες περιέχουν πολλά 

διαφορετικά στελέχη του S. cerevisiae καθώς και ευρύ φάσμα γνώσεων γύρο από το 

μεταβολισμό του, είναι εμφανές πως η επιλογή αυτού του μικροοργανισμού δίνει μεγάλη 

ευελιξία σε μια βιοπαραγωγή. Συγκεκριμένα όμως, σε μία βιοπαραγωγή όπως αυτή του 

μυκονικού οξέος (cis,cis-muconic acid) που θα εξεταστεί στην παρούσα εργασία, η ζύμη 

προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα όπως η ικανότητας να ζυμώνει σε χαμηλά pH, σε 

σχετικά χαμηλές θερμοκρασίες και υψηλές ωσμωτικές πιέσεις(Clark et al., 2016; Liu et al., 

2020; Nandy & Srivastava, 2018; Wang et al., 2020).  

 

Pseudomonas Putida  

Η Pseudomonas Putida αποτελεί ένα Gram-negative βακτήριο το οποίο έχει κεντρίσει το 

ενδιαφέρον για βιοτεχνολογική παραγωγή λόγο των πολλών επιθυμητών χαρακτηριστικών 

του. Έχει μεγάλη ανεκτικότητα στη γενετική τροποποίηση,  διάφορους εξωτερικούς 

παράγοντες αλλά περιλαμβάνει και ένα ευρύ φάσμα μεταβολικών μονοπατιών, κάτι που 

το κάνει ιδανικό στέλεχος για κυτταρικά εργοστάσια βασισμένα στη συνθετική βιολογία. 

Μπορεί να χρησιμοποιήσει πολλά διαφορετικές πρώτες ύλες για την παραγωγή προϊόντων 

βιομηχανικού ενδιαφέροντος όπως για παράδειγμα τη γλυκόζη. Συγκεκριμένα το στέλεχος 

KT2440 αξιοποιεί τον κύκλο EDEMP ο οποίος αποτελείτε από έναν συνδυασμό των 

μονοπατιών Entner-Doudoroff, gluconeogenic Embden-Meyerhoff-Pernass, και pentose 

phosphate pathways. Αυτός ο κύκλος μπορεί να εξηγήσει την εξαιρετική του αντοχή σε 

διάφορα τοξικά μόρια αφού παρέχει πλεόνασμα αναγωγικής ισχύς NADPH. Επίσης 

διάφορα στελέχη της P. Putida μπορούν να αποδομήσουν ένα ευρύ φάσμα χημικών , 

συμπεριλαμβανομένου ξενοβιοτικών ενώσεων ενώ παράλληλα παρουσιάζουν αντίσταση 

σε οργανικούς διαλύτες. Όλα αυτά τα χαρακτηριστικά του συγκεκριμένου 

μικροοργανισμού τον έχουν κάνει ένα model-βακτήριο για βιοπαραγωγή κάτι το οποίο έχει 

οδηγήσει στην κατασκευή μοντέλων γενομικού επιπέδου (GEMs) πολλών στελεχών, το πιο 

σημαντικό εκ των οποίων και το καλύτερα χαρακτηρισμένο το KT2440 (Nogales et al., 

2020). Ένα συγκεκριμένο προϊόν-στόχος που μπορεί να παράξει το συγκεκριμένο στέλεχος 

και το οποίο έχει αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια είναι το cis,cis-

muconic acid (ή muconic acid ή muconate), που είναι πρόδρομη ένωση για πολλά χρήσιμα 

προϊόντα (Bentley et al., 2020).  
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4.3.2 Επιλογή Προϊόντος-Στόχου 
 

Cis-cis Muconic Acid 

 

Το μυκονικό οξύ, γνωστό και ως 2,4-hexadienedioic acid, είναι ένα πολυακόρεστο 

δικαρβοξυλικό οξύ με έξι άνθρακες και με δύο συζευγμένους διπλούς δεσμούς. Ανάλογα 

με τη γεωμετρία των δεσμών αυτών η ένωση αυτή μπορεί να πάρει τρεις διαφορετικές 

μορφές, cis,cis-muconic acid (CCM), trans,trans-muconic acid, και cis,trans-muconic acid 

(Vardon et al., 2015, 2016; Wang et al., 2020). Από εδώ και στο εξής όταν γίνεται αναφορά 

στο μυκονικό οξύ θα εννοείται το cis,cis-muconic acid. Το μυκονικό οξύ έχει ιδιαίτερη 

σημασία καθώς θεωρείται ένα “βιο-προνομιούχο” μόριο το οποίο μπορεί να μετατραπεί 

σε πολλές χρήσιμες ενώσεις. Αυτή τη στιγμή δεν υπάρχει εμπορική παραγωγή του 

μυκονικού οξέος καθώς δεν υπάρχει κάποια οικονομική πετροχημική ή μικροβιακή 

διεργασία. Όμως υπάρχουν μικροοργανισμοί οι οποίοι μπορούν να το παράξουν από 

ανανεώσιμες πηγές όπως οι λιγνοκυτταρινούχες πρώτες ύλες. Συνεπώς είναι σημαντικό να 

κατασκευαστούν στελέχη, εισάγοντας ετερόλογα ένζυμα και γονίδια , τα οποία να μπορούν 

να παράξουν το μυκονικό οξύ οικονομικά (Bentley et al., 2020; Liu et al., 2020). Ποια όμως 

είναι τα προϊόντα που μπορούν να παραχθούν από αυτή την ένωση;  

 

Αρχικά, μπορεί να μετατραπεί με καταλυτική υδρογόνωση σε αδιπικό οξύ, το πιο εμπορικά 

σημαντικό δικαρβοξυλικό οξύ που αυτή τη στιγμή παράγεται πετροχημικά από βενζένιο. 

Το αδιπικό αποτελεί χημική πρόδρομη ένωση για την παραγωγή nylon6-6, πολυθάνη, 

λιπαντικά, πλαστικά και πολλών άλλων. Η τωρινή του παραγωγή απαιτεί πολύ ενέργεια 

και παράγει μεγάλα ποσά αερίων του θερμοκηπίου και τοξικών ενδιαμέσων  (Bentley et 

al., 2020; Vardon et al., 2016). Το Nylon 6,6 αποτελεί μία από τις μεγαλύτερες εφαρμογές 

του αδιπικού οξέως, καταναλώνοντας το 85% της παγκόσμιας παραγωγής, όμως 

απαιτείται υψηλή καθαρότητα (99.8%) καθαρότητα για πολυμερική σύνθεση. Επίσης το 

μυκονικό οξύ μπορεί να μετατραπεί άμεσα σε βιο-προϊόντα όπως πλαστικά υψηλής 

αντοχής ενισχυμένα με ίνες ή αν συνδυαστεί με άλλα πλαστικά να αναβαθμιστούν 

ανακτώμενοι πολυεστέρες (Curran et al., 2013).Τέλος έχει δειχθεί πως μπορεί να 

μετατραπεί καταλυτικά σε diethyl terephthalate το οποίο είναι και αυτό μία σημαντική 

πρόδρομη ένωση για πολυμερή (Vardon et al., 2015; Weber et al., 2012). 
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Το μυκονικό οξύ αποτελεί μία ένωση-πλατφόρμα πλούσια σε οξυγόνο η οποία μπορεί να 

παραχθεί από λιγνοκυτταρινούχα βιομάζα. Η αξιοποίηση της βιομάζας για την παραγωγή 

χημικών και καυσίμων έχει τεράστια οικονομική και περιβαλλοντική σημασία όπως έχει 

αναφερθεί. Όμως το επιπρόσθετο πλεονέκτημα του μυκονικού οξέως είναι ότι μπορεί να 

παραχθεί και από τα δύο μέρη της λιγνοκυτταρινούχας βιομάζας, δηλαδή και από τους 

υδρογονάνθρακες και από τα αρωματικά πολυμερή (λιγνίνη). Από τα σάκχαρα , όπως για 

παράδειγμα η γλυκόζη, μπορεί να παραχθεί οδηγώντας τα μονοπάτια της σύνθεσης 

αρωματικών αμινοξέων προς την κατεχόλη, η οποία στη συνέχεια μετατρέπεται 

οξειδωτικά σε cis,cis-muconate (Vardon et al., 2016). Εναλλακτικά, μονομερή λιγνίνης 

όπως τα p-coumarate, 4-hydroxybenzoat και vanillate μπορούν να καταβολιστούν σε 

ορισμένουν μικροοργανισμούς από ορισμένα “άνω μονοπάτια” για να μετατραπούν 

τελικά σε ενδιάμεσα όπως η κατεχόλη που είναι πρόδρομος ένωση του μυκονικό οξύ. 

Συγκεκριμένη στη ζύμη η γλυκόζη μπορεί να μετατραπεί σε μυκονικό οξύ  μέσω του 

shikimate pathway χρησιμοποιώντας την πρωτεΐνη 3-dehydroshikimate (3- DHS) 

dehydratase.  Η ζύμη πλεονεκτεί σημαντικά στην παραγωγή αυτής της ένωσης αφού είναι 

ανεκτική σε χαμηλότερα pH και έχει υψηλή αντοχή σε μικροβιακές μολύνσεις (Averesch & 

Krömer, 2014; Brückner et al., 2018).  

 

 

4.3.3 Τροποποίηση Μικροοργανισμού 
 

Σε πολλές περιπτώσεις ο μικροοργανισμός που έχει επιλεχθεί δεν μπορεί να παράξει από μόνος 

του το προϊόν-στόχο και συνεπώς πρέπει να τροποποιηθεί το μεταβολικό του μονοπάτι για να 

μπορεί τελικά να φτάσει στον επιθυμητό μεταβολίτη. Αυτό γίνεται πειραματικά εισάγοντας, 

διαγράφοντας ή και επηρεάζοντας την έκφραση γονιδίων και κατά συνέπεια πρωτεϊνών. Στο 

πλαίσιο της υπολογιστικής μεταβολικής μηχανικής αυτό σημαίνει πως πρέπει να εισαχθούν ή να 

διαγραφτούν νέες αντιδράσεις στο GEM. Καθοδηγούμενοι λοιπόν από τη βιβλιογραφία μπορούμε 

να φτιάξουμε διάφορα στελέχη τα οποία φτάνουν στον ίδιο μεταβολίτη  και να συγκρίνουμε την 

αποτελεσματικότητά τους. 
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Εικόνα 12: Μία σχηματική αναπαράσταση παραγωγής μυκονικού οξέος σε στέλεχος S. cerevisiae. Αξιοποιώντας το 
μονοπάτι shikimate που καταλήγει στην παραγωγή αρωματικών αμινοξέων μπορούμε να εισάγουμε ένζυμα τα οποία 

καταλύουν τρεις αντιδράσεις οι οποίες καταλήγουν στην παραγωγή του επιθυμητού μεταβολίτη.  

 

4.3.4 Επικοινωνία Δεδομένων με το Μοντέλο 
 

Το μοντέλο των μικροοργανισμών βρίσκεται σε μορφή SBML που διαβάζεται και 

επεξεργάζεται από το Cobra Toolbox της Matlab. Αφού γίνει η επεξεργασία του GEM, αν 

απαιτείται, πρέπει να μεταφερθεί στο πρόγραμμα που θα επιλύσει το πρόβλημα 

βελτιστοποίησης, δηλαδή το GAMS. Αυτό μπορεί να γίνει είτε μέσω ενός κώδικα ο οποίος 

μεταφέρει δεδομένα από τη μία πλατφόρμα στην άλλη. Σχεδιάστηκαν δύο functions τα 

οποία μπορούν να κάνουν ακριβώς μεταφέρουν τις χρήσιμες πληροφορίες των GEM, 

δηλαδή τον πίνακα S όπου εμπεριέχονται οι αντιδράσεις και οι μεταβολίτες του 

μικροοργανισμού καθώς και τα όρια των αντιδράσεων σε ένα άλλο αρχείο, είτε txt είτε xls. 

 

 

 

Εικόνα 13: Script1  για τη μεταφορά GEM από Matlab σε GAMS 
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Εικόνα 14: : Script2 για τη μεταφορά GEM από Matlab σε GAMS 

 

Επίσης ορισμένες παράμετροι του μοντέλου καλό είναι να βρίσκονται σε ένα αρχείο εξωτερικό από 

τον κώδικα έτσι ώστε να μπορεί να γίνει εύκολα η ανάγνωσή τους και η επεξεργασία τους. Για αυτό 

το λόγο τα δεδομένα αυτά είναι περασμένα σε μορφή excel και πρέπει να διαβαστούν από το 

GAMS, συνεπώς απαιτείται η χρήση αρχείων gdx. Για παράδειγμα για την μεταφορά της 

παραμέτρου πάγιου κόστους για κάθε διεργασία χρησιμοποιούνται οι εξής εντολές:  

 

Εικόνα 15: Μεταφορά πάγιου κόστους από excel σε GAMS 

 

 

Στην υπερδομή υπάρχουν και bypass γιατί μπορεί μια διεργασία να μην είναι απαραίτητη λόγο των 

απαιτήσεων και των ιδιοτήτων του προϊόντος. Δηλαδή στην περίπτωση που τα κύτταρα και τα 

στερεά παραπροϊόντα είναι αρκετά μεγάλα σε μέγεθος μπορεί να μην απαιτείται κροκίδωση, ή αν 

δεν πρόκειται για προϊόν που προορίζεται για φαρμακευτική χρήση, η αποστείρωση ενδεχομένως 
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να είναι περιττή. Από την άλλη δεν είναι απαραίτητο όλες οι διεργασίες σε κάθε στάδιο να 

καταλήγουν σε όλες τις διεργασίες στο επόμενο στάδιο. Για παράδειγμα σε μερικές περιπτώσεις 

γνωρίζουμε εξ’ αρχής πως αν απαιτείται απόσταξη, για να αφαιρεθεί η υγρασία και το υγρό 

παραπροϊόν, σε ένα προϊόν που προορίζεται να γίνει σκόνη τότε μετά απαιτείται να γίνει 

κρυστάλλωση υπό ψύξη και στη συνέχεια ξήρανση. Αυτού του τύπου οι περιορισμοί έχουν 

εισαχθεί ήδη στο μοντέλο για κάποιες περιπτώσεις αλλά είναι σημαντικό να υπάρχει και ευελιξία 

από την πλευρά του χρήστη για να μπορεί να κάνει τέτοιου είδους τροποποιήσεις. Για αυτό το 

σκοπό κατασκευάστηκε αρχείο excel στο οποίο ο χρήστης μπορεί να επιλέξει διάφορες ιδιότητες 

και χαρακτηριστικά για το προϊόν της καλλιέργειας αλλά και το προϊόν-στόχο έτσι ώστε το αρχείο 

GAMS να μπορεί να το διαβάσει και να εισάγει τους κατάλληλους περιορισμούς. Για τη 

διευκόλυνση της χρήσης του αρχείου έχουν εισαχθεί μακροεντολές. Επίσης υπάρχει και η 

δυνατότητα να απαιτηθεί η ύπαρξη ορισμένων διεργασιών αν αυτό είναι γνωστό από πριν.  

 

 

Εικόνα 16: Μέρος του αρχείου excel όπου εισάγονται οι μακροεντολές. Για παράδειγμα όταν ο χρήστης γνωρίζει από 
πριν ότι το προϊόν θα πωληθεί ως στερεό μπορεί να το επιλέξει και αυτόματα θα προστεθούν οι κατάλληλοι 

περιορισμοί στην υπερδομή. Στη συγκεκριμένη περίπτωση αυτού αποτελούν την κρυστάλλωση και τη ξήρανση του 

προϊόντος.  

 

Η δημιουργία αυτής της μεθοδολογίας έγινε για να μπορέσει το πρόγραμμα βελτιστοποίησης να 

προσομοιάσει τα πραγματικά δεδομένα. Οι διεργασίες που έχουν εισαχθεί στο μοντέλο 

περιλαμβάνουν ένα μεγάλο εύρος από διεργασίες διαχωρισμού για πολλά διαφορετικά προϊόντα. 

Είναι προφανές πως οι βιοπαραγωγές διαφέρουν μεταξύ τους και δεν μπορούν να εφαρμοστούν 

όλες οι διεργασίες διαχωρισμού σε όλες τις βιοπαραγωγές. Συνεπώς ο περιορισμός του 

προβλήματος πέρα από το γεγονός ότι εξοικονομεί υπολογιστικό χρόνο, στην πραγματικότητα 

δίνει και πιο πραγματικά αποτελέσματα.  
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4.3.5 Παραδείγματα 
 

Σε αυτό το σημείο θα αναλυθούν τα παραδείγματα παραγωγής βιολογικών προϊόντων από στελέχη 

καθώς και οι διεργασίες διαχωρισμού που αντιστοιχούν σε αυτά. Συγκεκριμένα το κάθε 

παράδειγμα, πέρα από τις μεταβολές που μπορεί να χρειαστεί να γίνουν στο κάθε στέλεχος, πρέπει 

να περιλαμβάνει και βιβλιογραφικά δεδομένα τα οποία θα περιορίσουν την τελική υπερδομή. Για 

παράδειγμα, έχει επιλεχθεί να παραχθούν μόνο εξωκυττάρια προϊόντα κάτι το οποίο σημαίνει πως 

σε καμία περίπτωση δεν θα χρειαστεί να διασπαστεί το κύτταρο για να ληφθούν να ενδοκυττάρια 

προϊόντα. Έτσι αντίστοιχα διάφορες διεργασίες διαχωρισμού προτιμώνται ή αποφεύγονται 

ανάλογα με την εκάστοτε παραγωγή. Όλα αυτά πρέπει να συμπεριληφθούν στο δεδομένα που 

εισάγονται πριν λυθεί το πρόβλημα βελτιστοποίησης ως User Input. Από την άλλη αφού έχει 

περιοριστεί το πρόβλημα με βάση τα πραγματικά δεδομένα, ο αλγόριθμος βελτιστοποιεί το 

πρόβλημα και καταλήγει στην, ή στις, καλύτερες λύσεις με βάσει τις εξισώσεις και τις ανισώσεις 

που έχουν εισαχθεί. Το δεύτερο κομμάτι περιλαμβάνει όχι μόνο το εργαλείο της μεταβολικής 

μηχανικής, δηλαδή το OptKnock αλλά και την υπερδομή των διεργασιών διαχωρισμού μαζί με τα 

οικονομικά δεδομένα. Άρα σε αυτό το σημείο θα γίνει και η αναζήτηση των πιθανών διεργασιών 

διαχωρισμού σε κάθε στάδιο που θα πρέπει να επιλεχθεί για να καταλήξει το προϊόν στην 

επιθυμητή συγκέντρωση. 

 

 

Παραγωγή Μυκονικού οξέος από Saccharomyces cerevisiae 

Για την συγκεκριμένη παραγωγή είναι απαραίτητο να τροποποιηθεί το μοντέλο του 

μικροοργανισμού για να μπορέσει τελικά να φτάσει στο μυκονικό οξύ. Με βάση τη βιβλιογραφία 

ένα σύνηθες μονοπάτι είναι η αξιοποίηση του skikimate pathway όπου με την εισαγωγή 

κατάλληλων γονιδίων μπορούν να γίνουν  οι αντιδράσεις που θα φτάσουν τελικά στον επιθυμητό 

μεταβολίτη. (Leavitt et al., 2017)(Pyne et al., 2018)(Suástegui et al., 2017)(Liu et al., 2020) 

 

Εικόνα 17: Μεταβολικό μονοπάτι που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή μυκονικού οξέος από στέλεχος S. cerevisiae 
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Πίνακας 7: Ένζυμα για την τροποποίηση του στελέχους S. cerevisiae 

Ένζυμα που 
προστέθηκαν 

Οργανισμός από 
όπου προήλθαν 

Συντομογραφία 

3-DHS de- hydratase  
 

Podospora anserina AroZ 

PCA decarboxylase 
 

K. pneumoniae aroY 

catechol-1,2- 
dioxygenase  

 

Acinetobacter 
radioresistens 

CatA 

 

Πίνακας 8: Αντιδράσεις που προστέθηκαν και διαγράφτηκαν για την παραγωγή μυκονικού από στέλεχος S. cerevisiae 

Ένζυμο Αντίδραση 

AroZ 
3-dehydroshikimate[c] => 3,4-dihydrobenzoate[c] + H20[c] 

s_0211 -> s_5000 + s_0803 

aroY 
3,4-dihydrobenzoate[c] <=> catechol[c] + carbon dioxide[c] 

s_5000 -> s_5001 + s_0456 

CatA 
catechol[c] + oxygen[c] => Cis,cis-muconic acid[c] 

s_5001 + s_1275 -> s_5002 

aroE [deletion] 
r_0996 

3-dehydroshikimate[c] + H+[c] + NADPH[c] => NADP(+)[c] + 
shikimate[c] 

 Παραγωγή Μυκονικού οξέος από Pseudomonas Putida 

Η Putida μπορεί να παράξει από μόνη της το μυκονικό οξύ όμως το παράγει ενδοκυτταρικά. 

Συνεπώς πρέπει να προστεθούν δύο αντιδράσεις για να μεταφέρουν το μυκονικό στο εξωκυτταρικό 

περιβάλλον. Παρακάτω παρουσιάζεται το μεταβολικό μονοπάτι για την παραγωγή αυτού του 

μεταβολίτη. Στη βιβλιογραφία προτείνονται ορισμένες διαγραφές αντιδράσεων για τη 

διευκόλυνση της παραγωγής του προϊόντος-στόχου. (Johnson et al., 2016), (Bentley et al., 2020) 
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Εικόνα 18: Μεταβολικό μονοπάτι που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή μυκονικού οξέος από στέλεχος P. Putida 

 

Πίνακας 9: Αντιδράσεις που χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή μυκονικού οξέος από στέλεχος P. Putida 

Όνομα της 
αντίδρασης 

Αντίδραση 

MucTran Cis,cis-muconic acid[c] => Cis,cis-muconic acid[e] 

Muc_ex Cis,cis-muconic acid[e] => … 
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5. Αποτελέσματα  
 

Για την ανάδειξη της λειτουργικότητας του επεκταμένου μοντέλου έγιναν διάφορες αναλύσεις που 

περιλαμβάνουν την παραγωγή του μυκονικού οξέος από δύο διαφορετικά στελέχη. Τα 

αποτελέσματα του OptKnock δίνονται σε μονάδες 
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
 συνεπώς είναι απαραίτητη η μετατροπή 

τους σε μονάδες που χρησιμοποιούνται στη παραγωγή, για παράδειγμα 𝑘𝑔/ℎ. Επίσης επιλέχθηκε 

μία παραγωγή για 5 χρόνια έτσι ώστε να μπορέσει να βρεθεί ένα κέρδος σε βάθος χρόνου.  

Στην πρώτη ανάλυση (5.1.1) έγινε μία παραμετρική ανάλυση  με το συμβατικό τρόπο λύσης με 

σκοπό να εξεταστεί η επίδραση δύο παραμέτρων (πρόσληψη γλυκόζης και ελάχιστη επιτρεπτή 

βιομάζα) στα ζητούμενα, δηλαδή στις στρατηγικές μεταβολικής τροποποίησης και στη σύσταση 

του ρεύματος που προκύπτει. Αφού επιλεχθούν οι επιθυμητές συνθήκες, στην τρίτη (c) ανάλυση, 

τα αποτελέσματα της παραμετρικής ανάλυσης εισάγονται στην μη συζευγμένη υπερδομή για να 

βρεθεί η υπερδομή που προκύπτει καθώς και το κέρδος της βιοπαραγωγής. Αυτή η μέθοδος 

αποτελεί και το συμβατικό τρόπο λύσης τέτοιου  είδους προβλημάτων.  

Στην δεύτερη ανάλυση (5.1.2) γίνεται μία σύγκριση της συμβατικής προσέγγισης στο πρόβλημα 

σύνθεσης που αναλύθηκε στο προηγούμενο βήμα με τον προτεινόμενο τρόπο επίλυσης δηλαδή 

με την συζευγμένη ανάλυση. Εφόσον το μοντέλο τώρα περιλαμβάνει την μεγιστοποίηση του 

συνολικού κέρδους παραγωγής αναμένουμε την εύρεση μεταβολικών στρατηγικών που 

αναλογίζονται και το κόστος διαχωρισμού και έτσι έχουν ως αποτέλεσμα πιο βιώσιμες παραγωγές. 

Στη τρίτη ανάλυση (5.1.3) εξετάστηκε η επίδραση που έχει ο περιορισμός του μοντέλου ως προς 

τις απαιτήσεις εξόδου, στο συνολικό κόστος παραγωγής και στην υπερδομή διαχωρισμού που 

προκύπτει. Αναμένεται πως οι αυξημένες απαιτήσεις εξόδου, δηλαδή η ελάχιστη παραγωγή 

προϊόντος ή η μέγιστη επιτρεπτή περιεκτικότητα υγρών παραπροϊόντων, θα έχουν ως αποτέλεσμα 

μείωση του συνολικού κέρδους βιοπαραγωγής και ενδεχομένως μεταβολή στις μεταβολικές 

στρατηγικές. 

Με την ίδια λογική έγιναν και αναλύσεις για την παραγωγή του μυκονικού οξέος από το στέλεχος 

Pseudomonas Putida (5.2) έτσι ώστε να μπορέσουν να συγκριθούν τα αποτελέσματα και με την 

πρώτη παραγωγή. 

Μέσα από τις αναλύσεις παρατηρήθηκε πως η εφαρμογή του συζευγμένου μοντέλου κατάφερε να 

επιφέρει πιο οικονομικές λύσεις σε σχέση με το μη συζευγμένο μοντέλο. Συγκεκριμένα στη 

περίπτωση του στελέχους Saccharomyces cerevisiae και για πρόσληψη γλυκόζης  0,5
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
 (5.1.1 

c) )το συνολικό κέρδος σε βάθος 5 ετών είναι 11,7 εκατ. $ για τη μη συζευγμένη ανάλυση ενώ για 

τη συζευγμένη ανάλυση (5.1.2) 16,1 εκατ. $ δηλαδή μία αύξηση 37%. Στη περίπτωση του στελέχους 

Pseudomonas Putida και για πρόσληψη γλυκόζης  1
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
 (5.2.1 c) ) το συνολικό κέρδος σε βάθος 

5 ετών είναι 7,8 εκατ. $ για τη μη συζευγμένη ανάλυση ενώ για τη συζευγμένη ανάλυση  (5.2.2) 15,8 

εκατ. $ δηλαδή περίπου διπλασιασμός των κερδών. Επίσης παρατηρήθηκε πως μεταβολές στη 

πρόσληψη θρεπτικών και απαιτήσεων έχουν άμεση επίδραση στη διαγραφή των αντιδράσεων και 

στις δύο παραγωγές. Τέλος απαιτήσεις στο τελικό προϊόν αναδιαμορφώνουν την υπερδομή έτσι 

ώστε να πληρούνται οι περιορισμοί κάτι το οποίο μειώνει και το συνολικό κέρδος κάτι το οποίο 

ήταν αναμενόμενο. Χρησιμοποιώντας το συζευγμένο μοντέλο και για ίδια πρόσληψη θρεπτικού 

(1
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
) ο S. Cerecisiae (5.1.3 Δ)) έχει κέδος παραγωγής 37,7 εκατ. $ σε σύγκριση με την P. Putida 

(5.2.2) που είχε 16,8 εκατ. $. 
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5.1 Παραγωγή Μυκονικού οξέος από στέλεχος Saccharomyces cerevisiae 
 

Σε κάθε περίπτωση θεωρούμε ένα σταθερό κόστος παροχής γλυκόζης και τιμής τελικού 

προϊόντος. 

Κόστος παροχής [$ per kg]  30 

Τιμή προϊόντος [$ per kg]  2000 

Πρόσληψη Οξυγόνου [
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 1 

 

5.1.1 Αρχικό Μοντέλο 
a) Αρχικά εξετάζουμε την επίδραση των δεδομένων εισόδου στη διαγραφή των αντιδράσεων και 

τη διαμόρφωση του προϊόντος. 

Πίνακας 10: Δεδομένα εισόδου για την πρώτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 1 

Ελάχιστη βιομάζα [𝒉−𝟏] 0,005 
 

Πίνακας 11: Αποτελέσματα για την πρώτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου 

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_3529 
r_3530 

0.156539 3.022 4.348 

 

b) Αυξάνουμε την ελάχιστη επιτρεπτή βιομάζα.  

Πίνακας 12: Δεδομένα εισόδου για την δεύτερη ανάλυση του αρχικού μοντέλου 

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 1 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,01 

 

Πίνακας 13: Αποτελέσματα για την δεύτερη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_0892 
r_1836 

0.467673 2.786 4.361 
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c) Μειώνουμε την πρόσληψη της γλυκόζης 

Πίνακας 14: Δεδομένα εισόδου για την τρίτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου 

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 0,5 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,01 

 

Πίνακας 15: Αποτελέσματα για την τρίτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Output 

𝜟𝜾𝜶𝜸𝝆𝜶𝝁𝝁έ𝝂𝜺𝝇 𝜶𝝂𝝉𝜾𝜹𝝆ά𝝈𝜺𝜾𝝇 Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_0253 
r_1994 

0.313219 0.713 1.824 

 

Και στις τρεις περιπτώσεις παρατηρούμε πως υπάρχει μεταβολή στη κατανομή του προϊόντος και 

στη διαγραφή των αντιδράσεων. Για τη συγκεκριμένη ανάλυση συνεχίζουμε με την εισαγωγή των 

δεδομένων εξόδου του OptKnock στην υπερδομή για να τη συγκρίνουμε με το νέο μοντέλο. 

 

Εικόνα 19: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για το αρχικό μοντέλο 

 

Εικόνα 20:Υπερδομή που προκύπτει για το αρχικό μοντέλο  
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5.1.2 Συζευγμένο Μοντέλο 
 

Διατηρούμε τα δεδομένα εισόδου σταθερά και λύνουμε το πρόβλημα χρησιμοποιώντας το 

συζευγμένο μοντέλο. 

Πίνακας 16: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση του συζευγμένου μοντέλου  

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 0,5 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,01 

 

Πίνακας 17: Αποτελέσματα για την ανάλυση του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_0073 
r_0806 
r_3028 

0.410 0.542 1.771 

 

Εικόνα 21: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για το συζευγμένο μοντέλο 

 

Εικόνα 22:Υπερδομή που προκύπτει για το συζευγμένο μοντέλο  

 

Παρατηρούμε μία σημαντική αύξηση στο κέρδος αλλά και στην υπερδομή.  
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5.1.3 Συζευγμένο Μοντέλο με Περιορισμούς 
Στο συγκεκριμένο σημείο ελέγχουμε την επίδραση των περιορισμών του τελικού προϊόντος στη 

διαγραφή των αντιδράσεων, το κέρδος και στην υπερδομή που προκύπτει . 

Α) Τελική Σύσταση Προϊόντος 

Πίνακας 18: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση Α) του συζευγμένου μοντέλου  

Input 
Xf [kg/h] 0 40 

P(Εξόδου) [kg/h] 36.576 40.141 
 

Πίνακας 19: Αποτελέσματα για την ανάλυση Α) του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_4025 
r_4608 

0.410 0.542 1.771 

 

 

Εικόνα 23: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Α) 

 

Εικόνα 24:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Α) 

Το συνολικό κέρδος μειώνεται κάτι το οποίο ήταν αναμενόμενο αφού οι απαιτήσεις του τελικού 

προϊόντος έχουν αυξηθεί. 
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Β) Μέγιστη Περιεκτικότητα σε Νερό 

Πίνακας 20: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση Β) του συζευγμένου μοντέλου  

Input 
Wf [kg/h] - 0.020 

W(Εξόδου) [kg/h] 0.027 0.005 
 

Πίνακας 21: Αποτελέσματα για την ανάλυση Β) του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_2220 0.410 0.542 1.771 
 

 

Εικόνα 25: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Β) 

 

Εικόνα 26:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Β) 
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Γ) Μέγιστη Περιεκτικότητα σε Υγρό Παραπροϊόν 

Πίνακας 22: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση Γ) του συζευγμένου μοντέλου  

Input 
Lbpf [kg/h] 0 0.1 

Lbp(Εξόδου) [kg/h] 0.542 0.008 
 

Πίνακας 23: Αποτελέσματα για την ανάλυση Γ) του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_0073 
r_0806    
r_3028  

0.410 0.542 1.771 

 

 

Εικόνα 27: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Γ) 

 

Εικόνα 28:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Γ) 
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Δ) Πρόσληψη Γλυκόζης 

Πίνακας 24: Δεδομένα και αποτελέσματα για την ανάλυση Δ) του συζευγμένου μοντέλου 

Input 

Glc 
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
 0.5 1 

Output 

Product 
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
 0.313 0.849 

Πίνακας 25: Αποτελέσματα για την ανάλυση Δ) του συζευγμένου μοντέλου 

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

r_3028 
r_3908 

0.849 0.905 3.453 

 

 

Εικόνα 29: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Δ) 

 

Εικόνα 30:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Δ) 

Στη συγκεκριμένη περίπτωση αυξήσαμε την παροχή συνεπώς είχαμε και αύξηση του τελικού 

προϊόντος άρα συνολικά αύξηση στο κέρδος. 
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5.2 Παραγωγή Μυκονικού οξέος από στέλεχος Pseudomonas Putida 
 

Τα παρακάτω δεδομένα παραμένουν σταθερά σε κάθε ανάλυση που θα ακολουθήσει.  

Κόστος παροχής [$ per kg]  30 
Τιμή προϊόντος [$ per kg]  2000 

Πρόσληψη Οξυγόνου 1 
 

5.2.1 Αρχικό Μοντέλο 
 

a) Και πάλι αρχικά εξετάζουμε την επίδραση των δεδομένων εισόδου στη διαγραφή των 

αντιδράσεων και τη διαμόρφωση του προϊόντος.  

Πίνακας 26: Δεδομένα εισόδου για την πρώτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 1 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,1 
 

Πίνακας 27: Αποτελέσματα για την πρώτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

EX_pnto__R 
PNTOtex 

0.308441 2.541 3.007 

 

b) Αυξάνουμε την ελάχιστη επιτρεπτή βιομάζα.  

Πίνακας 28: Δεδομένα εισόδου για την δεύτερη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 2 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,01 
 

Πίνακας 29: Αποτελέσματα για την δεύτερη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

EX_pnto__R 
PNTOtex 

0.317498 4.521 5.012 
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c) Αυξάνουμε και την πρόσληψη της γλυκόζης 

Πίνακας 30: Δεδομένα εισόδου για την τρίτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 1 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,02 
 

Πίνακας 31: Αποτελέσματα για την τρίτη ανάλυση του αρχικού μοντέλου  

Output 

Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

EX_pnto__R 
MECDPS_cop 

PNTOtex 
MECDPS_cop 

0.210366 2.548 2.083 

Παρόμοια με την περίπτωση της ζύμης παρατηρούμε πως υπάρχει μεταβολή στη κατανομή του 

προϊόντος και στη διαγραφή των αντιδράσεων. Συνεχίζουμε με την εισαγωγή των δεδομένων 

εξόδου του OptKnock στην υπερδομή για να τη συγκρίνουμε με το νέο μοντέλο.  

 

Εικόνα 31: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για το αρχικό μοντέλο 

 

Εικόνα 32:Υπερδομή που προκύπτει για το αρχικό μοντέλο  
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5.2.2 Συζευγμένο Μοντέλο 
 

Διατηρούμε τα δεδομένα εισόδου σταθερά και λύνουμε το πρόβλημα χρησιμοποιώντας το 

συζευγμένο μοντέλο. 

Πίνακας 32: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση του συζευγμένου μοντέλου  

Input 

Πρόσληψη Γλυκόζης  [
𝒎𝒎𝒐𝒍

𝒈𝑫𝑾∙𝒉
] 1 

Ελάχιστη βιομάζα[𝒉−𝟏] 0,02 
 

Πίνακας 33: Αποτελέσματα για την ανάλυση του συζευγμένου μοντέλου  

Output 

Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

CYTDH 
NDPK3 

TPI 
0.407 2.531 2.016 

 

Εικόνα 33: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για το συζευγμένο μοντέλο 

 

 

Εικόνα 34:Υπερδομή που προκύπτει για το συζευγμένο μοντέλο  

Παρατηρούμε μία σημαντική αύξηση στο κέρδος αλλά και στην υπερδομή.  
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5.2.3 Συζευγμένο Μοντέλο με Περιορισμούς 
Ελέγχουμε την επίδραση των περιορισμών του τελικού προϊόντος στη διαγραφή των αντιδράσεων, 

το κέρδος και στην υπερδομή που προκύπτει. 

Α) Τελική Σύσταση Προϊόντος 

Πίνακας 34: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση Α) του συζευγμένου μοντέλου 

Input 
Xf [kg/h] 0 37.000 

P(Εξόδου) [kg/h] 36.651 37.448 
 

Πίνακας 35: Αποτελέσματα για την ανάλυση Α) του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

CYTK1   0.407 2.531 2.016 
 

 

Εικόνα 35: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Α) 

 

Εικόνα 36:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Α) 
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Β) Μέγιστη Περιεκτικότητα σε Νερό 

Πίνακας 36: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση Β) του συζευγμένου μοντέλου  

Input 
Wf [kg/h] 0 0.500 

W(Εξόδου) [kg/h] 0.807 0.012 
 

Πίνακας 37: Αποτελέσματα για την ανάλυση Β) του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

CYTDH 
NDPK3 

TPI 
0.407 2.531 2.016 

 

Εικόνα 37: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Β) 

 

Εικόνα 38:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Β) 

Στις αναλύσεις Α) και Β) προκύπτει η ίδια υπερδομή κάτι το οποίο έχει ως αποτέλεσμα το ίδιο 

συνολικό κόστος. 
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Γ) Μέγιστη Περιεκτικότητα σε Υγρό Παραπροϊόν 

Πίνακας 38: Δεδομένα εισόδου για την ανάλυση Γ) του συζευγμένου μοντέλου  

Input 
Lbpf [kg/h] 0 0.01 

Lbp(Εξόδου) [kg/h] 0.020 1.5187E-4 
 

Πίνακας 39: Αποτελέσματα για την ανάλυση Γ) του συζευγμένου μοντέλου  

Output 
Διαγραμμένες 
αντιδράσεις 

Προϊόν[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Υγρό παραπροϊόν [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] Νερό [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊∙ℎ
] 

PDHcr 
PGL 

ASPTA 
0.407 2.531 2.016 

 

 

Εικόνα 39: Συνολικό κέρδος [$/5 years]  για την ανάλυση Γ) 

 

Εικόνα 40:Υπερδομή που προκύπτει για την ανάλυση Γ) 

Και πάλι παρατηρούμε μία μείωση στο κέρδος όταν εφαρμόζουμε περιορισμούς στη τελική 

σύσταση κάτι το οποίο είναι λογικό. 
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6. Συμπεράσματα και Μελλοντική Έρευνα 
6.1 Σύνδεση της Μεταβολικής Μηχανικής και Σχεδιασμού Διεργασιών 

 

Στην παρούσα εργασία, καταστρώσαμε ένα υπολογιστικό πλαίσιο με τη μορφή μίας 

υπερδομής το οποίο συνδέει την αναζήτηση υποσχόμενων στρατηγικών τροποποίησης 

μεταβολικών μονοπατιών μικροοργανισμών με τον διαχωρισμό των προϊόντων της 

καλλιέργειας με στόχο την μεγιστοποίηση του κέρδους της βιοπαραγωγής. Ως εργαλείο 

μεταβολικής μηχανικής επιλέχθηκε το OptKnock και τροποποιήθηκε για να εξυπηρετεί τις 

ανάγκες της συγκεκριμένης μελέτης και παράλληλα καταστρώθηκε η υπερδομή των 

σταδίων του διαχωρισμού και των πιθανών τους διεργασιών. Για  να αναδειχθεί η 

χρησιμότητα του συνολικού υπολογιστικού πλαισίου έγιναν δοκιμές βιοπαραγωγής από 

στελέχη Saccharomyces cerevisiae και Pseudomonas Putida για την παραγωγή του 

μυκονικού οξέος. Βρέθηκαν στρατηγικές διαγραφών ενός έως και τριών αντιδράσεων σε 

συνδυασμό με των βέλτιστων διεργασιών διαχωρισμού σε κάθε περίπτωση και 

συγκρίθηκαν μεταξύ τους καθώς και με τα αποτελέσματα των στελεχών χωρίς 

τροποποίηση του μεταβολικού τους μοντέλου. Στη συνέχεια θα αναλύσουμε τα ευρήματά 

μας σε κάθε στάδιο της μελέτης και θα κάνουμε προτάσεις για μελλοντική έρευνα  

 

6.2 Υποσχόμενες Στρατηγικές από τις Μελέτες  
 

Μέσα από τις διάφορες αναλύσεις που έγιναν ήταν εμφανές πως η σύζευξη της 

μεταβολικής μηχανικής με το σχεδιασμό των διεργασιών μπορεί να επιφέρει στρατηγικές 

που είναι πιο επικερδής. Το αρχικό μοντέλο αδυνατούσε να συμπεριλάβει στους 

υπολογισμούς τις δυσκολίες που μπορεί να προκύψουν στο διαχωρισμό των προϊόντων 

της καλλιέργειας. Αυτό το σύνθετο πολυσυστατικό μίγμα είναι αρκετά δύσκολο να 

διαχωριστεί και συνήθως μη οικονομικό σε επίπεδο βιομηχανίας. Συνεπώς μία 

μεθοδολογία που συμπεριλαμβάνει τις διεργασίες του διαχωρισμού μαζί με οικονομικά 

δεδομένα σε συνδυασμό με ένα εργαλείο μεταβολικής μηχανικής μπορεί να αναδείξει 

στρατηγικές τροποποίησης των μικροοργανισμών που αν και μπορεί να μην μεγιστοποιούν 

τον επιθυμητό μεταβολίτη, στην πραγματικότητα οδηγούν σε προϊόντα καλλιέργειας που 

είναι πιο εύκολο να διαχωριστούν. 

 

6.3 Σχεδιασμός ενός Βιοδιυλιστηρίου   
 

Η συγκεκριμένη δουλειά έγινε στο πλαίσιο της ανεξαρτητοποίησης της παραγωγής χημικών και 

ενέργειας από μη ανανεώσιμες πηγές και την στροφή σε βιοδιυλιστήριο. Αυτό απαιτεί την 

αξιοποίηση της λιγνοκυτταρινούχας βιομάζας από μικροοργανισμούς όμως στην πραγματικότητα 

οι περισσότερες προσπάθειες της μεταβολικής μηχανικής δεν οδηγούν σε βιομηχανική παραγωγή 

λόγο των οικονομικών περιορισμών που επιβάλλει ο διαχωρισμός των προϊόντων.  Η κατασκευή 

του εργαλείου που συνδέει αυτά τα δύο ξεχωριστά κομμάτια μίας βιοπαραγωγής μας 
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έδειξε πως μπορούν να προκύψουν υποσχόμενες στρατηγικές οι οποίες δεν θα μπορούσαν 

να βρεθούν χωρίς αυτή τη σύζευξη.  

 

6.4 Κατάστρωση Υπερδομής για Διαχωρισμό Προϊόντων 
 

Σε αυτή τη διπλωματική καταστρώθηκε μία υπερδομή με τα στάδια που περιλαμβάνονται σε 

διαχωρισμό προϊόντων βιοπαραγωγής. Αυτό περιλάμβανε την αναζήτηση των διάφορων 

διεργασιών διαχωρισμού που αντιστοιχούν σε κάθε στάδιο καθώς και τα οικονομικά δεδομένα 

που τις περιγράφουν.  

Η ποιότητα των αποτελεσμάτων που θα δώσει το μοντέλο εξαρτάται από τις παραμέτρους που θα 

εισαχθούν και τους περιορισμούς που θα τεθούν. Άρα είναι βασικό πέρα από τη βελτιστοποίηση 

του αλγορίθμου και των εξισώσεων που εισάγονται στο μοντέλο να υπάρχει και το κατάλληλο 

βιβλιογραφικό πλαίσιο που θα το υποστηρίζει. Με άλλα λόγια, μία εξονυχιστική και ευρεία έρευνα 

και καταγραφή βιοπαραγωγών που ήδη υπάρχουν με ταυτόχρονη κατηγοριοποίηση των 

μικροοργανισμών, των προϊόντων και των διεργασιών είναι καθοριστική για τα αποτελέσματα που 

θα ληφθούν. Επίσης η καταγραφή των διεργασιών που αποφεύγονται σε κάθε περίπτωση καθώς 

και λόγος για τον οποίο αποφεύγονται είναι απαραίτητη έτσι ώστε να διευκολυνθεί η 

μοντελοποίηση και να περιοριστεί σε πραγματικά δεδομένα. Αυτή είναι και η ουσία του DBTL όπου 

στο τέλος συλλέγουμε πληροφορίες έτσι ώστε να βελτιωθούν οι επόμενοι κύκλοι. Σε αυτή τη 

περίπτωση η τροφοδοσία γνώσεων και δεδομένων στο μοντέλο μπορεί να το βελτιώσει σημαντικά 

και να το κάνει πιο χρήσιμο και αξιόπιστο. 

Τα οικονομικά δεδομένα των διεργασιών περιλαμβάνουν το είδος του εξοπλισμού, το μέγεθός του, 

το κόστος των διαλυτών, των ατμών, της απαιτούμενης ενέργειας, του προσωπικού και πολλά 

άλλα. Όμως όλα αυτά μεταβάλλονται σημαντικά από τη μία διεργασία στην άλλη καθώς και με την 

πάροδο του χρόνου. Συνεπώς και πάλι είναι απαραίτητο να δημιουργηθεί μία ολιστική βάση 

δεδομένων με ουσιαστική κατηγοριοποίηση των παραμέτρων καθώς και κατάστρωση ενός 

κατάλληλου πλαισίου το οποίο μπορεί να λάβει αυτά τα δεδομένα και να τα μεταφράσει σε 

χρήσιμες πληροφορίες για να τροφοδοτήσει τον αλγόριθμο. Το πολύπλοκο σύστημα που θα 

δημιουργηθεί τελικά θα είναι σε θέση να ανανεώνεται συνεχώς παρέχοντας επικαιροποιημένες 

λύσεις και θα μπορεί να αντικατοπτρίζει την πραγματικότητα.  

 

6.5 Εμπλουτισμός Μοντέλου και Ενίσχυση του Κύκλου DBTL 

 

Η χρήση ενός συζευγμένου μοντέλου, όπως η προσέγγιση που χρησιμοποιήθηκε στην 

παρούσα μελέτη, δίνει τη δυνατότητα να παρακάμψουμε την παραμετρική ανάλυση και 

να περάσουμε σε high throughput αναλύσεις, αναζητώντας τις βέλτιστες παραμέτρους για 

το συνολικό πρόβλημα. Με αυτόν τον τρόπο είναι εφικτό να συλλεχθούν πολλά δεδομένα 

ταυτόχρονα με σκοπό να βρεθούν οι πιο κρίσιμες αντιδράσεις αλλά και παράμετροι για 

την βιοπαραγωγή. Τέτοιες αναλύσεις απαιτούν πολύ χρόνο και υπολογιστική ισχύ με τον 

συμβατικό τρόπο λύσης, ο οποίος αδυνατεί να συμπεριλάβει το κόστος διαχωρισμού στην 

επιλογή των μεταβολικών τροποποιήσεων έχοντας ως στόχο μόνο την μεγιστοποίηση του 

επιθυμητού προϊόντος. 
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Η ανάπτυξη τροποποιημένων στελεχών για την παραγωγή προϊόντων είναι αρκετά 

δύσκολη λόγο της περιορισμένης μας γνώσης των βιοσυνθετικών μονοπατιών και 

ενζύμων. Συνεχής έρευνα σε συνδυασμό με τον περιορισμό του χώρου λύσεων σε 

υπολογιστικό επίπεδο μπορεί να επιτρέψει υψηλότερη ποιότητα προβλέψεων. Αυτό 

μπορεί να γίνει εμπλουτίζοντας τα μοντέλα με δεδομένα omics όπως μεταγραφικά και 

μεταφραστικά έτσι ώστε να μπορεί να αυξηθεί η αξιοπιστία του χώρου λύσεων. 

Προσπάθειες στοχευμένες στην ενίσχυση του κύκλου DBTL, όπως έγινε στη συγκεκριμένη 

μελέτη, μπορούν να επιταχύνουν την δημιουργία παραγωγικών στελεχών τα οποία 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε επίπεδο βιομηχανίας. Ιδανικά ο κύκλος θα μπορούσε να 

υποστηριχθεί από μία βάση δεδομένων όπου τροφοδοτείται συνεχώς από τα στάδια της 

Κατασκευής των στελεχών και τη Δοκιμής τους έτσι ώστε να μπορεί να βελτιωθεί ο 

σχεδιασμός των στελεχών. 

 

6.6 Μελλοντική Έρευνα 
 

Η αξία της παρούσας δουλείας, που όπως έχει αναφερθεί εντάσσεται στον κλάδο της 

μεταβολικής μηχανικής συστημάτων, είναι ότι υπάρχει η δυνατότητα να εμπλουτιστεί με 

πολλούς τρόπους για να μπορέσουν να δοθούν ολιστικές λύσεις. Μερικές προτάσεις για 

μελλοντική έρευνα που μπορεί άμεσα να συνδεθεί με το μοντέλο που κατασκευάστηκε 

είναι οι εξής: 

Προφανώς το εργαλείο μεταβολικής μηχανικής που χρησιμοποιήθηκε δεν είναι το 

μοναδικό αλλά είναι ένα εκ των πολλών επιλογών που υπήρχαν. Συνεπώς θα ήταν 

σημαντικό να δοκιμαστούν και άλλα εργαλεία τροποποίησης μεταβολικών μονοπατιών 

μικροοργανισμών. Με αυτό το τρόπο θα είναι εφικτό όχι μόνο να συγκριθούν τα εργαλεία 

μεταξύ τους αλλά και να διευρυνθεί το εύρος των πιθανών υποσχόμενων στρατηγικών. 

Επακόλουθες προσπάθειες θα συνδυάζουν τις λύσεις διαφόρων εργαλείων για να δώσουν 

μία βέλτιστη λύση. 

Στη παρούσα διπλωματική επιλέχθηκε να χρησιμοποιηθεί μία γραμμική μοντελοποίηση 

των διεργασιών διαχωρισμού για να υπολογιστεί η επίδραση που θα έχουν στο ρεύμα 

τροφοδοσίας για να παραμείνει το πρόβλημα μικτός ακέραιος γραμμικός 

προγραμματισμός. Για να μπορέσει να αντικατοπτριστεί με μεγαλύτερη ακρίβεια η 

πραγματικότητα θα πρέπει να εισαχθούν και οι εξισώσεις λειτουργίας της κάθε 

διεργασίας. Η επέκταση του προβλήματος σε μη γραμμικούς όρους που μπορεί να 

περιλαμβάνουν και quadratic όρους είναι μία σημαντική πρόκληση αλλά κατάλληλοι 

global optimization επιλυτές γίνονται όλο και πιο διαθέσιμοι. Επίσης τέτοιου είδους 

μοντελοποίηση είναι επιπρόσθετα περίπλοκη καθώς τα δεδομένα που μπορούν να 

ληφθούν από το ρεύμα τροφοδοσίας ως προς τις φυσικοχημικές του ιδιότητες, οι οποίες 

θα καθορίσουν τελικά την απόδοση της κάθε διεργασίας διαχωρισμού, είναι 

περιορισμένες. Άρα μία τέτοια έρευνα περιλαμβάνει τη σύνδεση του μοντέλου με μία 

βάση δεδομένων και έναν αλγόριθμο που θα μπορεί να υπολογίζει τις απαραίτητες 
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ιδιότητες της τροφοδοσίας σε κάθε επανάληψη του αλγορίθμου καθώς και την 

κατάστρωση της υπερδομής που θα επιλύει το πρόβλημα.  

Ένα ακόμα βήμα που θα μπορούσε να γίνει είναι να τροποποιηθεί ο αλγόριθμος έτσι ώστε 

να μπορέσει να εξετάσει ταυτόχρονα πολλαπλά μοντέλα γενομικού επιπέδου. Αυτό θα 

μπορέσει να δώσει πληροφορίες όχι μόνο για την επιλογή του βέλτιστου στελέχους ενός 

συγκεκριμένου μικροοργανισμού για επεξεργασία αλλά και επιλογή μεταξύ 

μικροοργανισμών. Με άλλα λόγια αν δημιουργηθεί ένα τέτοιο πλαίσιο ο αλγόριθμος θα 

μπορέσει να αναζητήσει τον βέλτιστο μικροοργανισμό για τον οποίο η μεταβολική 

επεξεργασία θα επιφέρει το ελάχιστο κόστος διαχωρισμού και συνεπώς το μέγιστο κέρδος. 

Η επίλυση τέτοιου είδους προβλημάτων μπορεί να γίνει με Disjunctive Programming σε 

αντίθεση με την προσέγγιση του μικτού ακαίρου προγραμματισμού. Το πλεονέκτημα με 

αυτή τη μέθοδο είναι ότι μπορεί να διατηρήσει και να αξιοποιήσει τις δομές των 

προβλημάτων με αποτέλεσμα να μειώνει τους δυνατούς συνδυασμούς και να βελτιώνει 

τις χαλαρώσεις που γίνονται χρησιμοποιώντας μεταβλητές Boolean.  Όμως οι πιθανοί 

μικροοργανισμοί που μπορεί να χρησιμοποιηθούν για μία βιοπαραγωγή μπορεί να είναι 

πάρα πολλοί. Συνεπώς θα ήταν χρήσιμο να μπορεί να γίνει και ένα ένας προέλεγχος 

(prescreening) έτσι ώστε να μπορούν να επιλεχθούν εκπρόσωποι μικροοργανισμοί των 

cluster,  μειώνοντας σημαντικά τις υπολογιστικές απαιτήσεις. 

Οι τεχνολογίες διαχωρισμού που επιλέχθηκαν περιλαμβάνουν ένα ευρύ φάσμα των 

πιθανών διεργασιών που χρησιμοποιούνται σε πραγματικά βιο-διυλιστήρια αλλά σίγουρα 

δεν αποτελούν το σύνολο. Συνεπώς είναι σημαντικό να γίνει έρευνα έτσι ώστε να 

κατασκευαστεί μία ολοκληρωμένη υπερδομή η οποία θα περιλαμβάνει τις τελευταίες 

τεχνολογίες διαχωρισμού βιολογικών προϊόντων και θα ανανεώνεται και συνεχώς. 

Ένας περιορισμός της μεθόδου που χρησιμοποιήθηκε είναι ότι δεν μπορεί να δώσει 

κινητικά δεδομένα και συγκεντρώσεις των προϊόντων σε σχέση με τον χρόνο. Η 

αναδιαμόρφωση του αλγορίθμου και η τροφοδότησή του με πειραματικά δεδομένα θα 

μπορέσει να λύσει αυτό το πρόβλημα. Τέτοιοι σχεδιαστικοί στόχοι αποτελούν προβλήματα 

μικτού ακέραιου δυναμικού προγραμματισμού (mixed-integer dynamic optimization ή 

MIDO)  τα οποία επιλύονται με έναν συνδυασμό προσομοίωσης και βελτιστοιποίησης 

(Brunet et al., 2012). Με αυτόν τον τρόπο θα μπορέσει να καθιερωθεί και το πλαίσιο για 

να εξεταστεί και το κομμάτι του up-scale της βιοπαραγωγής. Η γνώση των φυσικοχημικών 

ιδιοτήτων θα μπορεί να καθορίσει τα φαινόμενα μεταφοράς θερμότητας και μάζας μέσα 

στους αντιδραστήρες και την επίδραση του μεγέθους των αντιδραστήρων στο προϊόν της 

καλλιέργειας. Έτσι θα μπορέσει να ξεπεραστεί και το χάσμα μεταξύ της εργαστηριακής 

κλίμακας και της εργοστασιακής. 
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