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ZvySovani produktivity mikrobidlnich vyrob a jejich
pfevod na velkokapacitni jednotky vyZaduje nejen mé-
feni a regulaci znatného poé¢tu veli€in v priitbéhu kulti-
vace mikroorganismii, ale soufasn& 1 jejich rychlé vy-
hodnocovédni. Vzhledem ke specifiénosti mikrobidlnich
procesii, zvlasté s prihlédnutim ke ,stafi“ a ,historii“ bu-
nééné populace, tedy faktorim ovliviiujicim fyziologicky
stav inokula, je nutné pro navrh technologie a bioreak-
toru zvladnout kinetiku t&chto d&ji a na zdkladé kine-
tickfch dat zvolit vhodny matematicky model, ktery je
piedpokladem optimalizace &i provadéni ,scale-up” vy-
robniho procesu. V soucasné dobé je stdle u mnoha dru-
hi mikrobidlnich vyrob kinetika procesu znama pouze
netiplné. Kromé toho mnoho nejasnosti zlistdva i ve zpii-
sobu vyhodnocovéani kinetickych dat.

Proto cilem této studie je porovndni nékolika mate-
matickjch modeld s ohledem na vyhodnoceni zkoumané-
ho procesu. T8Ziftém prace je analyza experimentdlné
ziskanych dat na ¢€islicovém po¢itadi s uplatnénim ob-
jektivnich kritérii p¥i urcCovani specifické ristové rych-
losti v exponencialni fazi riistové kiivky a rozbor jed-
notlivych zpfisobfi simulace. Pro vypofet specifické riis-
tové rychlosti byly poufZity tyto metody: model podle
Kona [1], metoda aproximaéni pfimky, metoda objektiv-
niho stanoveni exponencidlni fdze ristu a proloZeni lo-
gistickou funkei [2]. Vypofetni algoritmy uvaZovanych
modeld jsou koncipovény s ohledem na zmenSovani vlivu
subjektivnich chyb pFi vyhodnocovdni priibéhu jednora-
zovych kultivaci.

1. TEORETICKY ROZBOR JEDNOTLIVYCH MODELU
1.1 Model Kono

Kone [1] pouZil k popisu riistové kfivky obecné rov-
nice reakéni kinetiky ve tvaru rov. (1)

dax m .5
at et Sikidy (1]

Rozd&lil riistovou kfivku na jednotlivé faze pomoci mez-
nich bodi ptredstavujicich kritické koncentrace, ve kte-
rych se méni Fad reakce vztaZeny na koncentraci limitu-
jici Ziviny. Timto zplisobem odvodil autor z obecné rov-
nice (1) vztahy

dx _
Bt (2]

X

XC exp{{_r."f— %_}_.? L
popisujici exponencidlni fazi ristu (obr. 1). Je tedy ziej-
mé, Ze pfi aplikaci tohoto modelu je nutno experimen-
tdlng zjisténé hodnoty ristové kFivky rozdélit volbou
meznich bodi na jednotlivé fdze. Tento postup viak
s sebou piinasi subjektivni chyby do v§sledkii.

Postup urceni specifické ristové rychlosti v exponen-
cidlni fdzi riistu vychézi z rov. (3). Linearizaci obdrZi-
me

=éJ|'ff—.‘) {4}

Aplikace metody nejmenich &tverci odchylek na rov. (4)
vede k minimalizaci v§razu

i

X, 2
o £l . j
‘:’_Eff"'r:"fc;_mfj .
Z nutné podminky pro minimum této funkce

ES

= & (6]
Ju ; ’

urfime vziah pro vypocet hodnoty u ve tvaru

; 7
:E Eet Jotn =

Obé sumy jsou pro posloupnost experimentdlnich hod-
not (#;; Xi) v rozsahu meznich bodd L a C omezujicich
exponencialni fazi riistu (obr. 1].

Obr. 1. Vymezeni exponencidlni f[dze ristové kFivky.
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1.2 Primé stanoveni specifické riistové rychlosti v ex-
ponencidlni fazi riistu (aproximaéni p¥imka)

Exponencidlni faze ristu je definovdna rov. (2], ze

které plyne, Ze
_ @ dn X A
£ dt 662
JelikoZ jde o exponencialni fazi, je zavislost In X; = f (#;)
linedrni a hodnotu g je moZno uréit jako smérnici pFim-
ky aproximujici danou posloupnost bodfi (In X;; ti) v roz-
sahu meznich bodfi L a C. Metodou nejmensich &tverci
odchylek se tedy urcuji konstanty regresni pfimky
’r'--c’(-ié_"f (9]

aproximujici hodnoty [In X;; #;] v daném intervalu.

Stejné jako pFi aplikaci modelu podle Kona se i zde
zavadi subjektivni chyba p¥i urdovani meznich bodi ex-
ponencialni faze. Aproximace je vSak lep3i, nebot apro-
ximaéni funkce md dvé prom&nné oproti jedné urcované
konstantné modelu Kono. U modelu podle Kona je sni-
Zen stupeii volnosti podminkou proloZeni fixni [zvolenou]
hodnotou Xc.

1.3 Metoda objekiivniho stanoveni intervalu exponen-
cialni faze a lag faze

U pfedchozich obou metod pifi urcovdni specifické
riistové rychlosti se musi mezni body exponencidlni faze
subjektivngé odhadnout. JelikoZ tento odhad miize byt za-
tiZen subjektivni chybou, je zfejmé& vhodné zabyvat se
moZnosti strojového vymezeni bodd spadajicich do ex-
ponencialni faze. DalSim diivodem pro nezbytnost tohoto
postupu je rychlé vyhodnoceni vysledkii bez zdsahu lid-
skeého faktoru, respeklive wvyuziti takto ziskanych vyj-
sledki pro fizeni procesu pofitadem.

Z teoretického rozboru vyplyvd nutnost urgit linearni
oblast zavislosti In X; = f ;). Obecné se tedy hledaji
linedrni tseky funkce

yitlh = tn x(t) (10
Linedrni zavislost uréené posloupnosti m hodnot byla tes-
tovdna pomoci korelafniho koeficientu definovaného rov.

(11)
Sl

ISP f’}f}zuzyg_ (Sy)? i

R, =

e (11)

Hodnota | Ry | se pohybuje v rozsahu 0 az 1 a v pfipads
linearni zdvislosti hodnot y a ¢ je rovna 1.

UvaZovany pfipad je naznaten na obr. 2. Vypotetni algo-
ritmus miZe byt tvofen t&mito kroky:

a) Volime K =1 a pofet testovanych bodi m se po-
stupné zvetSuje na m = 2, 3,... V piipadé, Ze koeficient
korelace klesne pod danou hodnotu KR, bylo dosaZeno
konce prvého linedrntho tGseku [tzn. lag faze).

b} PoloZise K = K + m — 1 a m = 4. Postupné se zvét-
Suje K o 1. V pripadg, Ze koeficient korelace vzroste nad
KR, bylo dosaZeno konce pfechodové oblasti [fdze zrych-
leného riistu).

c) Ponechat dile K = konst. a zvétSovat m aZ do hod-
noty, pri které koeficient korelace klesne pod KR. Tim
je nalezena druhd linedrni &dst [exponencidlni faze).

UvaZovany algoritmus pfedpokladd vhodnou volbu mez-
niho koeficientu korelace. V nskterych pfipadech je tato
volba dosti Kritickd a proto je nutno vypofet opakovat.
Z toho diivodu je vhodné sestavit program pro konver-
zalni zpiisob fedeni.

Problematika tohoto zpfisobu FeSeni zaleZi ve volbé
vhodné hodnoty mezniho koeficientu korelace. Je-1i tento
koeficient zvolen piili§ vysok§, ukon& program oblast
exponencidlniho riistu pfedfasn& bodem, jeho# hodnota
je zatiZena v&tSi nahodilou chybou a vymezi se tedy pou-
ze oblast zafatku exponencidlni faze riistu. Naopak, je-li
mezni koeficient korelace piili§ nizky, nerozlidi program
dostatefné spolehlivé oblast exponencidlniho riistu a
miZe do ni zahrnout i jeden &i vice bodd z fdze zrychle-
ného a zpomaleného riistu, &imZ se zkresluje hodnota u
(men3i neZ skuteénd].

Na zakladé vysledkil se ukazalo, Ze pro dosaZeni dosta-
tetné presnych vysledkil specifické ristové rychlosti je
vhodné volit KR v rozsahu 0,984 aZ 0,996.
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Obr. 2. Urdent primkovgeh dsekd dané funkce.

1.4 Aplikace logistické funkce

Ristova kfivka a mnoho dalsich biologickfch d&ji vy-
kazuje sigmoidalni charakter. Zobecn&na logisticka funk-
ce rov. (12)

K,
X(t]= v

5 (12)
Tsexplby+byt bt

n
-rbnf]

je schopna popsat mnoho typti priib8hii sigmoidalniho
charakteru [3—5]. Problémem tohoto zpfisobu proloZeni
je v3ak otazka fyzikdlniho &i biologického vyznamu jed-
notlivgch konstant fiinkce [obr. 3). Nemaji-li konstanty
fyzikalni nebo biologicky vyznam, nelze hovofit o mode-
lu, ale pouze o empirickfch (aproxima&nich) funkcich.
Jejich vyuZiti spoiva v moZnosti uréeni aktualni deriva-

¢l priibéhii sledovanych zavislosti [nebo plocby pod kfiv-

kou], které jsou nutné pro stanoveni rychlosti ristu, spo-
tfeby substrédtu [6] a tvorby produktu.

domingnt

Obr. 3. Priibéh obecné logistické funkece s peolynomem
n-tého stupné.
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V predchozich piipadech uréovani specifické rilstove
rychlosti bylo nutno nejprve vymezit fazi exponencialni-
ho riistu, a to z diivodu, Ze se provddla pouze aproxima-
ce hodnot le¥icich v tomto intervalu. Edwards a Wilke
[2] vyuZivaji logistické funkce pongkud jinak. Nejprve
se provadi aproximace viech experimentalnich dat (celé
ristové kfivky) funkei daného tvaru. Tim se zajisti tas-
tetna eliminace nahodilych chyb experimentalniho sta-
noveni. Aproximaéni funkce se potom vyuZije pro urceni
hledanych kinetick§ch konstant.

Jsou-li (X;; ti), proi=1,2,..., m experimentalni hod-
noty, je moZno metodou nejmenSich Ctverch odchylek
urgit konstanty aproximatni funkce. Program postupné
voli hodnoty K, a v linearizované funkci urcuje hodnoty
b, by, ..., bn. Jako kritérium spravnosti aproximace se
uvaZuje soufet &tvercd odchylek. Hodnota K, se iterac-
nim zpiisobem postupné zpfesiiuje tak dlouho, aZ se dva
po sob# jdouci sougty Etvercd odchylek 1i8i o méné neZ
zvolené ¢islo.

Zhodnoceni aproximaéni funkce ve zjednoduSeném tva-
ru (rov. 13) pro vyhodnoceni ristové kfivky.

YT K‘f
B = e e [13)
? 4 exp!"DO +D? t)
a] Pocatetni koncentrace
X)) s =t o i
T+expg b 4
)
ProtoZe X[0) je v&t3i neZ 0, musi téZ K, = 0.
]
! -K b, explby+b;t)
Xt} -—2t il (15)

;'?+exp(bg+bff)}2

JelikoZ se jedna o rhOstovou kfivku, je X'(t) > 0 a potom
tedy je b1 < 0. Pro Zadnou hodnotu f neni X'(1] = 0.
Funkce tedy nemiiZze dobie aproximovat lag fdzi ani sta-
cionarni fazi riistu. Pro ¢t = 0 ma tetna k aproximacni
funkci smérnici

o K.,b: exp b
IO st — (16)
[ 1+ exp bof
¢] Pro specifickou riistovou rychlost plati
y by exp by +5q 1
SIS (e s o Rk DA pAbG Ly (17)
X(tl Tvexplby+ byt)
i
" 2—bo . e %
Pro (bo +bit) =2, tj. i <0,f< je pribliZné
1
u = —bi. Parametr —D; je pro dostatetné malé hodno-

ty f zhruba roven specifické ristove rychlosti a pfibliZné
se rovna maximalni specifické riistové rychlosti urdené
pro t = 0 z aproximatni funkce. To neodpovidd ristové
kfivce.

d) Pro koneZnou koncentraci biomasy plati

! K,
b Al e tim ™ g — o KG (18 )
f- S -"+exp(£:0+bf.‘x‘ :
pro by = 0.

Hodnota parametru K, reprezentuje v limité koneCnou
koncentraci bunék.

e) Vyznam parametru bg

XJ_'O)'=———V'_' (14)

T+ exp "L"O

X[=<) = Ky, plyne z rov. (18)
Vyjadfenim bg z rov. (14]) a (18] dostaneme

B e in'l _X_I(_ﬂ Soca i .
0 Tk /"-.."C".’; b I"-’g)]

7 matematického rozboru plyne, Ze uvedeny model
{rov. 13) neaproximuje dostatetn& pfesné ristovou kFiv-
ku, nebof charakter aproximatni funkce se pongkud 1381
od tvaru ristové kfivky. Aproximaéni funkce ma mono-
tonni charakter bez extrémf. Zkresleni se projevi zvlaste
pii aproximaci lag fdze a faze zpomaleného riistu. Z pro-
vedeného rozboru modelu s ohledem na charakter ristove
kfivky plyne tato interpretace konstant aproximaéni
funkce:

a) Parametr K, uddva limitu funkce X(f] pro {-=~ a
tedy koncentraci bungk ve stacionarni fazi. Pfi men$im
pottu nam&fenych dat miZe byt rozdil mezi vypoctenou
hodnotou K, a hodnotou experimentdln® zjisténou aZ
10 %.

b) Hodnta —b; je pFibliZn& rovna hodnoté u urcovane
modelem v Sase t < (2 — bo) / b1.

¢) Parametr by je zavisly na poméru koncentrace bunék
ve stacionarnf fazi vidi po@dtedni koncentraci bungk pfi
startu kultivace.

Zhodnoceni obecné aproximatni funkce podle rov. (12]
pro vyhodnoceni ristove ktivky:

a) Potatetni koncentrace je dana opét rov. (14).

Opét plati, Ze X(0) > 0, musi byt téZ Ky > 0.

b)

)

¢ r n-1; i = =
S —K, {By *_-:,'21‘ +-canb 170 exp bysbof+ -+ nb, ¢ (20)

[1+ exp!bf +s2r +

Jelikoz se jedna o ristovou kfivku je X'(t]) >0, z tehoz
plyne (b + bat + ...+ nbptn—!) < 0. Extrémy funkce na-
stavaji pro by + bof + ...+ nbptn~1 = 0. Funkce ma
(n — 1) extrémi, nikoli vSak pro ¢t = 0. Proto nelze lag
fazi dostateéné dobie aproximovat. Staciondrni fazi je
v&ak moZno aproximoval pomérné dobfe.

e t™1117
n

¢] Pro specifickou riistovou rychlost plali

+ no,,r""f exp(by+ bt + -anbnf'q—fi

4 i F f
g -yl ST (21)

ST : -
] fo expl by byt + o anby ")
Pro bg+ byt +---+ 8,872 je piiblizné
plt) == (b ebyt + - enb €1) g (22

pigl=-b,

Hodnota —b; tedy pribliZngé udavd okamiZitou hodnotu
specifické riistové rychlosti v Case [ = 0, a to pouze za
podminky, je-li konstanta by > 2.
d) Pro konefnou koncentraci bunék plati
K,
lim-X () = lim v L
f—= Tiexp{bgﬁb?f+...

Iy
+ 6 1)

it K, pro b,<0 (23)
Sl e

Parametr K, miiZe udavat konecnou koncentraci bunék ve
stacionarni fazi. Pokud je v3ak stacionarni faze aproxi-
movana extrémem funkce X({], ztraci paramefr K, bio-
logicky vyznam.
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e] Vyznam parametru by

V pripadé, kdy konstanta K, udavé hodnotu koncen-
trace bunék ve staciondrni fizi, pak konstanta b, je pFi-
bliZné zavisla na poméru bunék ve staciondrni fazi a po
inokulaci (stejné jako v rov. 19). Neplati-li tato podmin-
ka — bez interpretace.

Obecna aproximatni funkce, kterd obsahuje polynom
stupné n =z 2, umoZiiuje relativné dobré proloZeni riistové
ktivky. Priibéh aproximacni funkce v3ak nemusi byt v za-
vislosti na charakteru aproximovanych hodnot monotonni
a miiZe vykazoval extrémy, které pak vedou k nespravné-
mu urceni specifické riistové rychlosti v nékterych ob-
lastech ristové kfivky, v nichZ miiZe derivace funkce
X(7) a tedy i hodnota x nabyvat zdporné hodnoty.

Z matematického rozboru modelu aproximadni funkce
s ohledem na charakter riistové kfivky vyplyvd tato in-
terpretace konstant:

a) Parametr K, miZe, ale nemusi udaval koncentraei
bunék ve staciondarni fazi ristu.

b] Hodnota —b; je piibliZné rovna g urcované modelem
v ¢case 1 =0 a je-li byp> 2. Nemd tedy prakticky Zadny
biologicky vyznam.

c] Parametr b; miiZe, ale nemusi byt zdvisly na po-
méru koncentrace bunék ve staciondrni fdzi a na poé&at-
ku kultivace.

Biologickd interpretace konstant modelu je tedy znac-
né problematickd. Aproximace riistové kfivky obecnou
logistickou funkeci (rov. 12) je lep3i neZ pti pouZili funk-
ce v rov. (13).

Ani tento model neumoZiiuje jednoznaCné vymezit ex-
ponencialni fazi, coZ ovliviiuje hodnotu hledané speci-
fické rlistové rychlosti. Proto je moZno kombinovat lo-
gistickou funkci s nEkterym z pFedchéazejicich postupi
pro stanoveni exponencidlni faze riastu.

2. EXPERIMENTALNI HODNOTY POUZITE PRO MODELO-
VANI

Experimentdlni hodnoty pro modelovani byly ziskany
z jednordzovych kultivaci provadéngch v jednostupiio-
vém fermentforu. P¥i kultivacich bylo pouZito mikroorga-
nismu Klebsiella aerogenes CCM 2318 z Ceskoslovenské
sbirky mikroorganismi@i v Brné&. Jako kultivatniho média
bylo pouZito minimalni svntetické pldy podle Holmeho
a Lindholma [7]. Zdrojem uhliku a energie byla glukosa
o koncentraci 4 g.1-1. Kultivace se provadély ve fer-
mentoru v pracovnim objemu 1700 ml pfi konstantni tep-
loté 30+£02°C a pH 7.0%01 v zavislosti na velikosti
doddvky kysliku rostouci kultufe. Dodavka kysliku byla
regulovdna na zdkladé zmény koeficientu Kra zmé&nami
frekvence otd€eni michadla a velikosti aerace. Schéma
zapojeni fermentoru véetng popisu méfeni a regulace a
provedeni kultivaci je uvedeno v pfedchozi préci [8]. Ve-
likost dodavky kysliku byla méfena sifi¢itanovou meto-
dou [9, 10] a byla vyjddiena sitiditanovym &islem vzhle-
dem ke zm#ndm v hodnotach keeficientu Kpa, které
nastdvaji v priib&hu jednordzové kultivace [11]. Velikos-
ti doddvkv kysliku jako prom#nné veliéiny se vouZilo
z téchto divodi: 1. limitace kyslikem je €astym pfipadem
pii kultivaci mikroorganismi, 2. vliv limitace riistu kysli-
kem u fakultativnich mikroorganismii je zajimavy z hle-
diska zmény metabolismu z vrocesu aerobni resvirace na
fermentaci, 3. vliv limitace kyslikem je z hlediska limi-
tace riistu jinymi Zivinami nejméné prozkowmdna.

3. POROVNANI VYSLEDKU A DISKUSE

Uréeni hodnoty specifické ristové rychlosti, ktera je
charakteristickym parametrem exponencidlni f{édze, je
viznamng ovlivnZno volbou meznich bodii. Proto byla

volbé délky intervalu vénovana znatna pozornost. Vy-
sledky ziskané pii rGzné volb& meznich bodid jsou pro
jednotlivé kultivace a matematické modely uvedeny
v tab. 1.

Z vysledkl ziskanych podle modelu Kono bylo zjisté-
no, Ze v rozsahu mezniho koefic'entu korelace 0,999 aZ
0,988 vznikaji nejvetsi rozdily v hodnotach specificke
riistové rychlosti za podminek kultivace v prebytku kys-
liku. Za podminek limitace riastu kyslikem jsou rozdily
podstatné men3i (obr. 4 a 5). Lze tedy Fici, Ze za pod-
minek kultivace v prebytku kysliku je spravnd volba
mezniho koeficientu korelace, tzn. intervalu exponencial-
ni faze, obtiZngjsi. Vysledky také ukdazaly, Ze pfili¥ vy-
soky poZadavek pfesnosti proloZeni je doprovazen malou
Sifkou intervalu, tedy malym poctem experimentdlnich
bodQ zahrnutych do vypoftu. S pFihlédnutim k presnosti
metody experimentdlniho stanoveni koncentrace bunéfné
sudiny je tifeba v tomto piipadé mit na zieteli vyrazné
zkresleni vysledku vlivem experimentalni chyby ve sta-
noveni susiny a také vlivem ndhodnych chyb. Odstraneni
tohoto nedostatku by bylo moZné dosdhnout stanovenim
vétsiho poftu experimentdlnich dat. V laboratornim meé-
Fitku nelze v3ak tohoto postupu pouZit, protoZe s velkym
pottem cdbéru vzorki se méni v jednordazovych kultiva-
cich pracovni objem, coZ mZe vyrazné ovlivnit vlastni
kultiva¢ni proces.

o

Obr. 4. Porovndni vysledki v pripadé subjektivniho od-
hadu intervalu exponencidlni Jdze. ProloZeni mo-
delem: (1] Kono, (2] aproximaéni primka.
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Obr. 5. Porovndni vigsledki v pFipadé wréeni intervalu
exponencidlni fdze pomoci mezniho koeficientu
korelace. ProloZeni modelem: (1) Kono, (2) apro-
ximaéni primka; a] pro KR = 0,998 — 0,996; b}
pro KR = 0,994,

Vysledky ziskané pro riizné hodnoty mezniho koefi-
clentu korelace aplikaci aproximagni pfimky pro stano-
veni u jsou v porovndni s vysledky z modelu Kono u viech
kultivaci celkové ponékud vy38i (fab, 1). Také pfi tomto
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Tabulka 1. Porovndni hodnot specifické ristové rychlosti v exponencidlni fdzi uréené ruzngmi metodami pro odlis-
né koeficienty korelace

| Index Potet Hodnota g
| i ot T
Cislo Mezni DR bodii | model Edwards
kultivace koeficient korelace | bodu model Aprox. i
| exp. faze KONO ! pfimkou | p=1 n=3 n=5
1 | 0,999 6 4 1,188 1,202 0,866 1,038 1,059
| 0,998—0,996 4 &6 1,155 1,148 0,946 1,043 1,045
| 0,994 4 7 0,982 1,071 | 0,882 0,379 0,980
0,992 3 8 0,975 1,039 0,914 0,956 0,948
0,990 —0,986 ] 11 0,822 0,918 0,820 0,797 0,785
0,984 2 12 0,693 | 0,857 0,763 0,736 0,725
2 0,999 | = s ~
0,998—0,996 4 4 1,129 | 1,128 1,031 1,093 0,986
0,994—0,992 3 9 0,863 0,957 0,823 0,868 0,860
0,990—0,988 2 10 0,871 0,954 0,856 0,847 0,867
3 0,999—0,998 = e |
0,996 3 8 0,984 1,005 0,873 0,923 0,927
0,994 3 9 0,867 0,953 0,812 0,857 0,848
0,992 —0,988 4 8 0,849 0,940 0,775 0,856 0,848
4 0,999 2 6 0,989 0,979 1,086 1,001 0,964
0,998—0,992 2 9 0,920 0,983 0,887 0,799 0,801
0,990—0,988 2 10 0,788 0,915 0,817 0,734 0,724
= . e . | E s
5 0,999—0,998 — — |
0,995 5 5 0,834 | 0,868 0,663 0,677 0,669
0,994 4 6 0,871 0,916 0,700 0,702 0,683
0,992 1 10 0,806 0,868 0,710 0,677 0,709
|
6 ' 0,996 — — -
0,994 —0,986 3 4 0,768 0,800 0,873 0,824 0,764
0,984 —0,982 2 5 0,728 0,730 0,881 0,816 0,792
I 0,980 2 9 0,618 0,670 0,687 0,670 0,664

Tabulka 2. Zdvislost specifické riistové rychlosti na velikosti doddvky kysliku pro empiricky a strojopé stanoveny

interval exponencidlni fdze

Urcéeni exponencidlni faze Hodnota g
o )| 1l _M_ doncindemt model Edwards
Cislo Hodnota kgﬁ?l g’f’g- bodi model aprox. e
kultivace KraC korelace odu - KONO piimkou n=1 n=73 o
| exp. faze
) ‘ 340 2 9 0,985 1,010 0,941 0,909 0,897
2 [ 124 nepouzit > 9 1,026 0,998 0,918 0,906 0,948
3 45 — féze 3 8 0,984 1,005 0,873 0,923 0,927
4 18 urtena 2 8 1,010 1,010 0,958 0,943 0,960
5 12 odhadem | 2 7 0,970 0,960 0,937 0,928 0,943
6 0 | 2 7 0,746 0,752 | 0811 0,772 0,766
. I S
1 340 ! ] 1,155 1,148 0,946 1,043 1,045
2 124 4 4 1,129 1,128 1,031 1,093 0,990
3 45 0,996 3 8 0,984 1,005 0,873 0,923 0,927
4 18 2 9 0,920 0,983 0,887 0,799 0,801
5 12 5 5 0,834 0,868 0,663 0,677 0,667
6 0 0,994 | 3 4 0,768 0,800 0,873 0,824 0,764

zpiisobu stanoveni specifické riistové rychlosti se proje-
vila vEtsi citlivost vysledku na volbé hodnoty KR za pod-
minek ristu v prebytku kysliku. Z hlediska shody pro-
loZeni experimentdlnich dat se jevi metoda aproximacni
pfimky v porovndni s modelem Kono jako vhodng&jsi, coZ
vyplyva z vétSiho stupné volnosti pfi prokladéni, jak je

zfejmé ze srovndni rov. (7) a [9).

Dédle byla k proloZeni experimentdlnich dat pouZita lo-

gisticka funkce s polynomy prvého, tfettho a patého ta-
du. Na zaklad& vypoc¢tenych konstant modelu se proka-
zalo, Ze pouZitim polynomu 1. stupné& nelze dosahnout
dostatetné presnosti proloZeni. Pfi pouZiti modelu s po-
lynomy 3. a 5. fddu se dosihlo velmi dobrého proloZeni
experimentdlnich dat. V delni &asti ristové kfivky lépe
vyhovuje proloZeni s polynomem 3. Fadu, v horni &asti
ristové kfivky pak polynom 5. Tadu. JelikoZ rozdily
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v piesnosti proloZeni polynomy 3. a 5. fddu jsou velmi
malé, lze za dostatecné vhodny povaZovat polynom 3. Fa-
du. Vypoctené hodnoty u pro jednotlivé polynomy pro
viechny kultivace pfi riznych hodnotich mezniho koe-
ficientu korelace jsou uvedeny v fab. 1. V porovndni
s modelem Kono a metodou aproximacni primky je zfej-
mé, Ze hodnoty y urfené vyhlazenim aktudlnich hodnot
@ vypoctenych v jednotlivé experimentalné urenych bo-
dech exponencialni fdze ristu vykazuji mendi citlivost na
volbé KR.

ke i \ S
s S — = - A -
i : P § —— i

Obr. 6. Porovndni vysledki v pFipadé subjektivniho od-
hadu interpalu exponencidlni fdze. ProloZeni lo-
gistickou funkci s polynomem: (1) 1. Fddu, (2]
3. Fddu, (3] 5. Fddu.

Obr. 7. Porovndni vysledicd v pripadé uréeni intervalu ex-
ponencidlni fdze pomoci mezniho koeficientu ko-
relace. Prolozeni logistickou funkci: (1] 1. rddu,
{2] 3. Fdadu, (3) 5. Fadu; a) pro KR = 0,998 —
— 996, b) pro KR = 0,994.

Konstanty logistické funkce K, by, by, které podle
tvrzeni Edwardse a Wilkeho [2] maji mit biologicky vy-
zZnam, jsou znacéné odliSné od experimentilnich vysledkd.
Hodnota K, je v pfipadé ristu za podminek pfebytku
kysliku zhruba o 50 % vy3si, neZ je experimentalné zjis-
ténd koncentrace bunécéné suSiny ve staciondrni fazi. Za
podminek riistu v limitu kyslikem je hodnota K, dokon-
ce vice neZ dvojnasobné vy3ssi vi€i experimentu. Konstan-
ta —b;, kterd by méla odpovidat hodnoté g nejen kvan-
titativn& neodpovidd, ale za urcitych podminek vykazuje
dokonce i zaporné hodnoty. Na zdkladgé ziskanych vysled-
kil 1ze proto konstatovat, Ze Zadna z konstant logistickeé
funkce typu podle rov. (12) nema kvantitativnizbiulogio
k¥ vyznam.

Porovnani vypoctenych hodnot specifické riistoveé rych-
losti v exponencidlni fazi riistu ziskanych z kultivaci
provedenych pii rtzné velikosti dodavky kysliku pro oba
zplsoby volby intervalu exponencidlni fize je uvedeno
v tab. 2 a na obr. 4—7. V piipadé subjektivniho odhadu

exponencidlni fdze riistu vykazuji hodnoty specifické
riistové rychlosti za podminek riistu v pfebytku kysliku
prakticky konstantni priibéh p#i aplikaci viech modeli
[obr. 4 a 6). Nejlepsich v§sledkii s nejmensim rozptylem
se dosahlo u modelu proloZeni aproximaéni pfimkou. Po-
nekud vetsi kolisani se projevilo u modelu podle Kona
a nejvétsi pii pouZiti logistické funkce. Dokonce i pro-
loZeni logistickou funkci s polynomem 5. stupné vykazu-
je vétdi kolisdni hodnot y neZ oba pFedchozi modely.
Z kvantitativniho porovndni vyplyva, Ze pfi ristu popu-
lace bun&k v prebytku kysliku jsou hodnoty u ziskané
aplikaci logistické funkce zhruba o 5 U4 niZ$i. Hodnoty
u za striktné anaerobnich podminek riistu jsou, s vyjim-
kou proloZenf logistickou funkci s polynomem 1. Fadu,
totozné. Subjektivni odhad meznich bodd exponencidlni
faze rhstu ma za ndsledek necitlivé rozliSeni pfechodu
z oblasti prebytku kysliku na rist limitovany kyslikem,
coZ se projevilo ostrym prechodem.

Vyrazné odli¥né vysledky se projevily v pripadé urce-
ni exponencidlni faze ristu pomoci mezniho koeficientu
korelace. Zde, jak vyplyvd z obr. 5 a 7, velmi zdleZi na
volb& hodnoty KR. Pfi volbé vysoké hodnoty KR, tzn. pFi
poZadavku vysoké pfesnosti, hodnoty specifické riistove
rychlosti v oblasti riistu v pFebytku kysliku u modelu
podle Kona a aproximadni pfimky s rlstem KpaC*® trvale
rostly. Vzriist hodnoty g za podminek prebytku kysliku
je z hlediska biologického vyznamu nepravdépodobny a
vyplyva zfejmé z poZadavku priliS vysoké pfesnosti pro-
loZeni, coZ je vysledkem zkresleni nasledkem malého
poltu experimentdlnich dat, kdy ndhodnd chyba &i ne-
pFesnost experimentdlniho stanoveni zpiisobi uvedené vel-
ké odchylky od skutetnosti. Z porovnani obr. 6 a 7 je
ziejmé, Ze i pfi aplikaci logistické funkce byly hodnoty
@ ziskané metodou objektivniho stanoveni meznich bodi
exponencidlni faze vy35f neZ v piipadé jejich subjektiv-
niho urfeni (KR = 0,998 — 0,996). Jakmile se v3ak zvolil
koeficient KR = 0,994, tzn. vypotet s mensi pfesnosti pro-
loZeni zahrnujici vice bodii do intervalu exponencidlni
fdze riistu, byly ziskdny velmi dobré vysledky u. PouZije-li
se metoda objektivniho urfeni meznich bodi exponencidl-
ni faze ristu, dosdhne se piesndjsi identifikace faze pFe-
chodu kultury z podminek pFebytku kysliku na podminky
limitace ristu kyslikem. Také pii tomto zpfisobu stano-
veni u se ukdzala vétSi citlivost vysledku na volbé KR
za podminek rfstu kultury v prebytku kysliku. V porov-
néni s modelem podle Kona a metodou aproximaéni ptim-
ky se ukazalo, Ze hodnoty u urtené vyhlazenim aktudl-
nich hodnot u vypottenych v jednotlivych experimentalne
naméfenych bodech exponencidlni faze ristu vykazuji
mensi citlivost na volbu hodnoty mezniho koeficientu
korelace.

4. ZAVER

Ze zhodnoceni pouZitjch modeli vyplyvd, Ze nezjvhod-
néjsim zpfisobem uréeni specifické ristové rychlosti
v exponencidlni fazi riistové kfivky je kombinace logis-
tické funkce s polynomem 3. stupné s metodou objek-
tivniho stanoveni meznich bodid. Vyhody této kombinace
jsou:

a) PPl aproximaci experimentdlnich dat lze do znacné
miry eliminovat nahodilé chyby.

b] Méng& obtiZny odhad mezniho koeficientu korelace
{men3i citlivost KR na vypod&tenou hodnotu g); z toho
vyplyva dspora strojového c¢asu pfi konverzatnim zpliso-
bu Te3eni.

c) Logistickd funkce umoZiiuje ziskdni primérné hod-
noty p z vyhlazenych dat. Lze vSak souasné ziskat i ak-
tuélni hodnoty u zatiZené vSak vétsi chybou. Tato funkce
umoZiiuje ziskat aktudlni hodnoty prvni a druhé derivace,
které jsou Zddouci z hlediska Fizen! procesu poé&itatem.
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d] Kombinace s metodou objektivniho ur@eni meznich
bodd dovoluje citlivé rozliSeni prechodu z nadbytku kys-
liku do podminek limitace riistu kyslikem.

Z hlediska praktickych aplikaci lze vysledky shrnout
takto:

a] Pro prvni odhad se doporucuje pouZiti metody apro-
ximaéni pFimky a objektivnim uréenim meznich bodii ex-
ponencialni faze riistu (krat31 strojovy &as).

b] Pro ziskdni pFesngjSich vysledki pfi studiu kinetiky
procesu, ,scale-up” apod. je nutno pouZit uvedenou kom-
binaci logistické funkce se strojovym odhadem meznich
bodili exponencialni faze.

¢) Uvedeny postup lze dsp&3iné aplikovat i na stano-
veni rychlosti tvorby produktii spcjenych i nespojenych
s riistem bunék.

PouZité symboly

Cn ... koncentrace latky M, ktera reaguje s li-
mitujict Zivinou za vzniku bun&éné hmo-
ty

Cr ... koncentrace liatky R, kterd je buitkami

vyluCovdna, hromadi se v médiu a potla-
Cuje riist bunék

Cs ... koncentrace limitujici Ziviny

X ... koncentrace bun&gné susiny

Ico, k1 . koeficienty reakéni rychlosti v rov. (1)

t ... Cas

Xc -.. koncentrace bun&k na konci exponencial-
ni faze riistu [mezni bod)

Xt ... koncentrace bunék na za&atku exponen-

cialni faze ristu (mezni bod)
Ry - .. korela¢n{ koeficient definovany rov. (11)
i ... Dezavisle proménna v rov. [10)
m . pocet hodnot v posloupnosti namé&fenych
dvojic (Xj; t;)

K ... index potédteéniho bodu

KR ... mezni koeficient korelace

Ky -.. konstanta v rov. (12)

bo, b1, ...bn ... konstanty v rov. (12]

n ... stupeii polynomu v tab. 1 a 2

3 - .. konstanta regresni pfimky rov. (9)

u ... specificka riistova rychlost

Kra - objemovy koeficient pfenosu kysliku
(h=1)

KraC* sifititanové &islo (mmol.1-1.h-1)
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Paca, |.: Urfeni kinetickych konstant z experimentédlnich
dat jednorazovych kultivaci. Kvas. prim., 28, 1982, &. 2,
s. 32—38.

Prace se zabyvd stanovenim specifické ristové rych-
losti v exponencidlnf fazi rhstové kfivky. Pfesnost sta-
noveni hodnoty u zavisi na pouZité metods. Byly testo-
vany tyto modely: model podle Kona, proloZeni aproxi-

maéni prfimkou, objektivni stanoveni meznich bodi expo-
nencidlni faze ristu pomoci korelaéniho koeficientu a
logistickd funkce. Modely byly ovéfeny na experimental-
nich hodnotdch série bakteridlnich kultivaci provede-
nych za podminek prebytku kysliku a pii riistu v limitu
kysliku. Vysledky prokazaly, Ze nejvhodnéjsi metodou ke
stanoveni u je kombinace logistické funkce s polyno-
mem 3. stupn@ s metodou objektivniho stanoveni mez-
nich boda.

Mana, f.: YcranoBaenne KHHETHUYECKHX KOHCTaHT 1O SKCme-
PHMEHTA/bHBIM JAHHbIM, TIONYYEHHLIM NPH OLHOKPATHOM
KyJAbTHBHPOBaHWH, Kpac. npym., 28, 1982, No 2, ctp. 32—38.

PaGota sannmaercs yCT4HOBJeHHEeM VIednHOf CKOpOCTH
PoOCTa B IKCHNOHEHUHAJILHOH (ase KpuBoit pocta. Tounocts
YCTAHOBACHHA BeJHYHHBL 3aBHCHT OT NPHMEHEHHOIO METO-
na. Heeaenosamich clefyionie MOLeAn: MOACL 110 Kony,
lIepeMezEHHEe KPHBOIT annpoKCHMaUHH, 0OBLEKTHRHOE olnpe-
AeJeHne NPEAeIbHBIX TOUEK IKCNOHCHUNAIbHON (a3l pocta
UpH ToMOUlH KO3hGuIHeHTa KOPPeasiuMH H JIOTHCTHYeCKas
yuruns. Mojgenn nposepadncs na SKCHepPHMeHTAIbHBIX
BCIHYHHAX  CePHH  GAKTEPHANBHOTO  KYbTHBHPOBAHHS,
POH3BEACHHO B YCa0BHAX H30LITKZ KHCAOpOLA o npu
poeTe ¢ JHAMHTHPOBaHHBIM KHCJI0POTOM. Pesyabrath noka-
3@ JH, 4TO CaMBIM TIOAXOMSIMM METOLOM AN YCTAHOBJCHHS
M SBJIAETCH KOMGHHALHA JOTHCTHYCCKOH (YHKUMH ¢ 1oJi-
HOMOM 3-eff CTENeHH C MeTOZOM OGLEeKTHBHOIrO onpefeTeHns
NpefebHbIX TOYeK.

Pdca, J.: Methods for Kinetic Constani Estimation from
Experimental Culture Data. Kvas. pram., 28, 1982, No 2,
p- 32—38.

The estimation of specific growth rate in an exponen-
tial phase of growth curve is very often used. The ac-
curacy of the g estimation depends on a method applied.
In this study, the following models were compared: Ko-
no’s model, Monod’s expression for the exponential phase,
the use of the correlation coefficient for the determina-
tion of the boundary points of the exponential growth
phase and logistic function. The fitting of the individual
models was tested with the experimental data from a
set of bacterial batch cultivations, performed under
conditions of oxygen in excess and at oxygen limitation.
From the results it can be concluded that the most
suitable method is the logistic function with the mathe-
matical determination of boundary points using a cor-
relation coefficient.

Pdca, J.: Bestimmung der kinetischen Konstanten aus den
Experimentaldaten einmaliger Kultivationen. Kvas. priim.
28, 1982, No. 2, S. 32—38.

Die Arbeit behandelt die Bestimmung der spezifischen
Wachstumsgeschwindigkeit in der exponentialen Phase
der Wachstumskurve. Die Genauigkeit der Bestimmung
des p-Wertes hingt von der angewandten Methode ab.
Es wurden die folgenden Modelle getestet: das Modell
nach Kono, Durchlegen einer Aproximationsgeraden, ob-
jektive Ermittlung der Grenzpunkte der Exponentialphase
des Wachstums mittels des Korrelations-koeffizienten
und der logistischen Funktion. Die Modelle wurden an
den Experimentalwerten einer Serie bakterialer Kultiva-
tionen gepriift, die bei Sauerstoffiiberschuf und bei
Wachstum im Sauerstofflimit durchgefiihrt wurden. Die
Ergebnisse haben erwiesen; daR zur Bestimmung des u
die Kombination der logistischen Funktion mit dem Po-
lynom des 3. Grades und der Methode der objektiven
Ermittlung der Grenzpunkte am besten geeignet ist.



