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ABSTRAKT

Cilem bakalatské prace bylo matematické modelovani ristu mikroorganismii, konkrétné
druhu Lactobacillus casei CCM 4798. Mikroorganismus byl kultivovan v Erlenmeyerovych
bafikach technikou vsadkové kultivace. Zivné média byly slozené z doporu¢enych chemikalii
pro rust laktobacili, Sriznou koncentraci pouzitého substratu. Nasledné¢ byly stanoveny
rustové kiivky dvéma zpisoby, jako zavislost optické hustoty na ¢ase a koncentrace susiny
biomasy na case. Byly vybrané tfi vhodné modely, a to model exponencidlniho rastu,
Monodav model a Tessierav model. Dale byla pomoci programu MATLAB, aplikace Curve
Fitting toolbox a matematickych modeltt modelovana exponencialni faze rustovych kiivek.
Dle statistiky v programu MATLAB bylo zjisténo, ze nejlepsi proloZeni dat ndm umoznil
model exponencialniho rastu.

ABSTRACT

The aim of Bachelor thesis was mathematical modeling of microbial growth, namely
Lactobacillus casei CCM 4798. Microorganism was cultivated in Erlenmeyer flasks
by technique batch cultivation. Used media were composed with recommended chemicals
for the growth of lactobacilli and various concentrations of substrate. Subsequently,
the growth curves were determined in two ways, as the dependence of optical density to time
and the concentration of dry biomass per time. It were selected three suitable models, model
of exponential growth, Monod model and Tessier model. Further, using MATLAB,
application Curve Fitting Toolbox and mathematical models was modeled exponential phase
of growth curves. According to statistics in MATLAB it was founded that the best fit was
enabled of model of exponential growth.

KLICOVA SLOVA
Rustova kiivka, Lactobacillus casei, matematicky model, model exponencialniho rustu,
Monod, Tessier, MATLAB

KEYWORDS
Growth curve, Lactobacillus casei, mathematic model, model of exponential growth,
Monod, Tessier, MATLAB
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UvoD

Matematické modelovani je v dnesni dobé casto vyuZivané, avSak nebylo tomu
tak i v minulosti. Toto odvétvi matematiky se stale rozviji a ovliviiuje ho najmé vyvoj
a zdokonalovani vypocetni techniky (IT), kterd tento proces ulehcuje a poskytuje nadm
piesnéjsi vysledky s moznosti vizualizace.

Matematické modely se vyuZivaji v mnoha oborech pfirodnich, technickych,
ekonomickych i socialnich véd. Umoziiuje nam matematicky proniknout do podstaty
problému a ziskat potfebné a uzite¢né informace o zkoumaném problému. Matematické
modelovani se stalo dualezitou soucasti pii modelovani a simulacich systémd, analyzach
a predpovidani procesii, chovani druhli nebo stavili spolecenstev. Modelovani se miize uplatnit
od zkoumani mikrosvéta po systémy velkych rozmért, jako jsou zemétieseni nebo tvoieni
hvézdnych mlhovin, ale nachazi uplatnéni 1 v socidlnich vyzkumech vcetné jevii poznani
a psychiky.

Mikrobialni procesy se popisuji matematickym modelem velmi obtizné, protoze se jedna
0 zZivy systém a je nemozné do modelu zahrnout vSechny vlivy ptsobici na procesy. V praxi
Casto staci, kdyz matematicky model vystihuje dilezité vlastnosti a podstatné charakteristiky
procesu. Takovy matematicky model je pro studium vlivi, k predikci prabéhu procesu
a pro analyzu uZzite¢ny.

Navzdory tomu, ze rust mikroorganismu je sloZity proces, 1ze jej celkem dobie popsat
relativné  jednoduchymi modely. Kinetické modely zahrnuji nejbéZnéji pouzivane
matematické modely vyuzivané pro modelovani ristu mikroorganismi. Obsahuji
matematicky popis chovani pozorovaného systému a jsou reprezentovany souborem
empiricky odvozenych zakont.

Pro modelovani rustu mikroorganismi se hojné¢ vyuziva nestrukturovanych kinetickych
modell, které plivodné byly navrhnuté jenom k predikci specifické riistové rychlosti, kterd
patii mezi hlavni parametry ristu mikroorganisma.

Mezi dilezité charakteristiky rtistu mikroorganismi se kromé specifické riistové rychlosti
zafazuje 1 generacni doba, celkovy ndrlst a rdstova kiivka. Ristova kiivka se sklada
z n¢kolika fazi, pticemz pro modelovani rlstu se pouziva faze exponencidlniho ristu, ktera
je charakteristickd po cely ¢as nejvyssi a konstantni specifickou ristovou rychlosti.

Cilem této prace bude matematické modelovani ristu mikroorganismu Lactobacillus casei,
optimalizace parametrti matematickych modelti a ur€eni modelu, ktery rist mikroorganismu
popisuje co nejpiesnéji.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Kultivace

Kultivace je proces péstovani mikroorganismit pfi vhodnych podminkéch. Procesu
predchazi naoCkovani mikroorganismi na zivné médium. Ockovani nebo inokulace znamena
pienos mikroorganismti daného druhu (&isté kultury) z prostiedi, v kterém se udrZovaly,
do sterilniho kultiva¢niho média. [1], [2]

Kultivaéni neboli zivné média jsou zdrojem energie a zivin potfebnych pro rlst
mikroorganismi. Kultivace mohou probihat v tekutém a na pevném kultiva¢nim médiu,
pricemz tekuté je sloZzeno se smési zivin rozpusténych v kapaliné (napi. ve vodé) a pevne
je obohaceny agarovy gel opotiebné ziviny. Pfi pouziti tekutého média se rust
mikroorganismu projevuje zakalem, u pevnych médii pozorujeme narostlé kolonie. [1], [2]

Hlavni faktory ovliviyjici rast a rozmnozovani mikroorganismi jsou teplota vnéjsiho
prostfedi, pfistup Kysliku a dostupnost Zzivin. Podle pfitomnosti kysliku pfi ristu
mikroorganismi kultivace rozdélujeme na aerobni a anaerobni. Aerobni kultivace probiha
Vv ptitomnosti kysliku a anaerobni bez ptistupu kysliku. [1], [2]

Kultiva¢ni techniky rozdélujeme:

1) Povrchova technika:

Tato technika umoziuje péstovat mikroorganismy na povrchu zivného média (kapalného
nebo pevného). Povrchova kultivace probiha v klidu, coz znamena, ze obsah kultiva¢ni
nadoby neni promichavan nebo pozménovan v pribéhu ristu mikroorganismil. Zplsob
kultivace je komplikovany a pro prumyslové ucely se ¢asto nepouziva. Uziva se naptiklad
pti vyrob¢ nekterych enzymd. [1], [2]

2) Submersni technika:

Mikroorganismy jsou kultivovany v kapalném médiu za stadlého michani. Mich&nim
se zajist'uje homogenita obsahu reaktoru nebo kultivacni nadoby, a také se zlepSuje transport
Zivin k mikroorganismu. [1], [2]

Aerobni mikroorganismy potfebuji k ristu a rozmnozovani kyslik, jehoz pfistup
se zajiStuje aeraci (provzdusiovanim). Rozpustnost kysliku ve vodé je nizkd. Intenzivni
provzdusnovani se zajistuje vhanénim stlaceného vzduchu u dna a jeho rozptylenim ve forme
malych bublin v celém objemu Zivného média. [2]

Submersni kultivaéni technika je vyuzivana pro priamyslové velkoobjemové procesy,
jako jsou vyroba biomasy a bilkovin, fermenta¢ni vyroby, produkce antibiotik, zpracovani
odpadt atd. Techniku lze realizovat vsadkovou (A), pritokovou (B) nebo kontinuélni (C)
kultivaci. [2]

A) Vsadkova (batch) kultivace:

Probih4 v uzavieném systému, do kterého se v prub&hu kultivace nezasahuje, a tedy objem
vsadky je konstantni. Mikroorganismus je naockovan do kultiva¢ni nadoby s Zivnym médiem
a b&hem rustu a rozmnozovani jsou vyéerpany dostupné ziviny. Podminky kultivace se tedy
méni v jejim prubéhu. Mikroorganismus produkuje zplodiny metabolismu, které se hromadi



Vv kultivaénim médiu a mohou plisobit na rist inhibicné. Po dosazeni urcitych parametri nebo
spotfebovani substratu se proces prerusi, vyrostla a namnozena kultura se vypusti z kultiva¢ni
nadoby a dale se zpracuje. [1], [2], [3]

Mezi vyhody batch uspotadani patii snadno sterilizovatelné medium; nizsi spotieba média,
jako pfi kontinualni nebo pfitokové kultivaci; redukovano nebezpe¢i kontaminaci a mutaci;
1ze snadno ménit podminky v jednotlivych vsadkach. [4]

Nevyhodou vsadkové kultivace jsou Casové ztraty, které vznikaji pii provozu, nebot
bioreaktor je nutné vyprazdnit, vycistit a pfipravit novou vsadku. Dalsi ¢asové ztraty vznikaji
v dusledku adaptacni faze. Vsadkova kultivace se vyuziva pfi vyrobé antibiotik a dalSich
sekundarnich metaboliti a aminokyselin. [2], [4]

%, 5. [0] (211): P (11 10); (b))

t [h]

Obréazek 1 - Koncentracni profily simulované vsadkové fermentace [4]
s — koncentrace substratu (g.I™"), x — koncentrace biomasy (g.I™), [O] - koncentrace
rozpusténého kysliku (g.I'"), P — koncentrace produktu (g.I".h™), W — specifickd ristova
rychlost (h™)

B) Pritokova (fed-batch) kultivace:

V pribéhu fed-batch kultivace je do systému kontinualné, diskontinualné nebo podle
optimalizovaného algoritmu pfidavana jedna nebo vice Zivin a produkt zistava v bioreaktoru
az do konce procesu kultivace. Ptitok substratu muze byt regulovan piimo, méfenim jeho
koncentrace v bioreaktoru a uskutecnéni pfislusnych zasahd v rezimu nastiiku nebo mize byt
regulovan nepfimo, pomoci jinych parametra jako je napiiklad pH. Objem bioreaktoru neni
konstantni, ale s ¢asem se zvétsuje. Rizenou zménou koncentrace Zivin v bioreaktoru miizeme
ovlivnit vytézek nebo produktivitu zadaného metabolitu. [3], [4]



C) Kontinuélni (pritokova) kultivace:

Je realizovana jako otevieny systém, kde dochazi k nepietrZitému dodavani Zivin formou
kultiva¢niho média a zaroven k plynulému odvadéni pozménéného média metabolickou
¢innosti mikroorganismt spolu s ¢asti biomasy. Rychlost piitoku a odtoku z bioreaktoru
je stejnd, a tedy jeho objem je konstantni. Systém je stabilizovan limitaci jednoho zékladniho
substratu a bunky rostou pii konstantnich podminkach prostiedi. [2], [3], [4]

Podle uspofadani rozlisujeme homokontinualni kultivaci, pfi které se v celém objemu
v dusledku dtikladného michani nachazi homogenni kultura, nebo heterokontinualni kultivaci,
kde se nachazi v objemu rtizné slozeni kultury. [2]

Vyhody kontinualni kultivace spocivaji hlavné vtom, Ze odpadaji Casové ztraty
(¢as na plnéni, vyprazdiovani bioreaktoru, jeho Ccisténi a sterilizaci). Velkou vyhodou
je mozZnost automatizace procesu. Pratokova kultivace je vyuZivana pro vyroby, kdy Zadanym
produktem je samotny mikroorganismus (napi. pekaiské drozdi), nebo metabolity, které
se tvoii v prub&hu ristu bunék (fermentacni produkty). [2], [4]

1.2 Fermentace

Fermentace neboli kvaseni je jednim ze zékladnich typl energetického metabolismu
mikroorganismi. Fermentace je definovana jako metabolicky proces uvolnujici energii,
ve kterém jsou organické slouceniny donory elektrond a jiné organické slouceniny jsou
akceptory elektront. Slouceniny, které vystupuji jako donory/akceptory jsou obycejné dva
rozdilné metabolity vznikajici ze zkvasitelného substratu. Pocate¢nimi substraty mohou byt
sacharidy, jejich derivaty nebo produkty jejich metabolismu. Nékteré bakterie dokazou
fermentovat i organickeé latky, jako jsou aminokyseliny, organicke kyseliny, puriny
a pyrimidiny. KvaSeni probiha za striktné anaerobnich podminek, tj. bez pfistupu kysliku.
Pti fermentaci dochazi k vyuziti pyruvatu z procesu glykolyzy, ale v nékterych ptipadech
se muze vyuzit i reakci pentosového cyklu nebo Entner-Doudoroffovy cesty. [2], [5]

Glykolytickou drahou se pfreménuje glukosa na pyruvat za soucasné tvorby dvou molekul
ATP. Tvorba ATP mé z energetického hlediska velky vyznam. Pii fermentaci vznikaji dvé
molekuly ATP zjedné molekuly glukosy. ATP vznika tak, Ze se na ADP pienesou
fosfore¢nanové zbytky z fosforylovanych meziproduktu, které vznikaji v prib&éhu stépeni
substratu. Proces vzniku ATP pii fermentaci nazyvame fosforylace na substratové trovni
neboli substratova fosforylace. Pro pokracovani glykolyzy, je nutné regenerovat NAD", ktery
se redukoval na NADH. Za anaerobnich podminek se NAD" doplituje redukénimi reakcemi
pyruvatu, které povazujeme za pokracovani glykolyzy. [7]

KvasSeni se mize uskute¢iovat v burikach vSech organismu, avsak v pramyslu se vyuZivaji
vyhradn¢ mikroorganismy. Skupiny fermentujicich mikroorganismi, které se nejcastéji
pouZivaji, jsou bakterie, kvasinky a plisné. [2], [5]

Fermentujici mikroorganismy obsahuji genetickou informaci pro piipravu specifickych
fermenta¢nich produkti a nejsou schopny produkovat jiné. Dok&Zou kvaSenim pieménit
sacharidy na karboxylové kyseliny, alkoholy, ketony, oxid uhli¢ity a molekulovy vodik.
Mikroorganismy musi v pritbé¢hu fermentace produkovat enzym, ktery je schopny katalyzovat
tyto reakce. Produkty fermentace daného mikroorganismu zavisi na podminkach,
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jako jsou pouzity substrat, poc¢ate¢ni pH a jeho zména v prub&hu procesu nebo v nékterych
piipadech i pfitomnost anorganickych iont nebo organickych rustovych faktoru. [2]

Zname ruzné druhy fermentaci, ptficemz vétSinou nesou nazev podle hlavniho nebo
jedine¢ného produktu fermentace. Zndme ethanolové, mlécné, smisené kyselinotvorné,
butandiolové, glycerolové aj. fermentace. [2], [5]

Za anaerobnich probihd degradace pyruvatu jako alkoholové kvaSeni nebo redukce
pyruvatu na kyselinu mlé¢nou, tedy mlécné kvaseni. [7]
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Obréazek 2 - Glykolyticka drdha a ndasledné premény kyseliny pyrohroznové v anaerobnim
prostiedi [6]

11



1.2.1 Mlécna fermentace

Pii mlééné fermentaci se jako akceptor vodiku z molekuly NADH vyuZiva pyruvat vznikly
procesem glykolyzy. Pyruvat se preméfiuje na laktat, pricemz se NADH oxiduje na NAD".
Reakci katalyzuje enzym laktatdehydrogenasa s absolutni stereospecifitou. [2], [7]

Laktit je pravdépodobné nejbéznéjsim produktem fermentace sacharidi. MIlécné
fermentace je schopna heterogenni skupina mikroorganismi, nazyvanych mlééné bakterie
(laktobacily, Lactobacteriaceae), skomplexnimi naroky na vyzivu. Bakterie mlééného
kvaSeni neobsahuji cytochromy, a tim ani dychaci fetézec. Chybé&ji jim téz anabolické drahy.
Patii do skupiny piisné fermentujicich mikroorganismi. [5]

Mlécné bakterie jsou schopny zkvaSovat cukry obligatné homofermentativné, obligatné
heterofermentativné a fakultativné heterofermentativné. [2], [7]
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Obréazek 3 - Katabolické drahy bakterii mlécného kvaseni [9]
A) Obligatné homofermentativni, B) Obligatné heterofermentativni,
C) Fakultativné heterofermentativni

12



Homofermentativnim mléénym kvasenim (Obrazek 3A) se zkvaSuje glukoza na laktat,
ktery je jedinym produktem reakce. Z jedné molekuly glukdzy vznikaji dvé molekuly laktatu.
Mlécné bakterie tvoii prevazné D-laktat, pfi¢emz ZzivoCichy tvoii pfi nedostatku kysliku
vyhradné L-formu laktdtu. Homofermentativni mlécné bakterie se vyuZivaji pro kvasnou
vyrobu kyseliny mlécéné. [2], [7], [9]

Heterofermentativni mléénou fermentaci (Obrazek 3B) vyuzivaji n¢které laktobacily, které
neobsahuji glykolyticky enzym a glukézu odbourdvaji ¢asti pentosového cyklu a casti
glykolytického systému. Proto se na laktat nepfeménuje vSechna glukosa, ale jenom jeji Cast
a ze zbytku se vytvoii ethanol a oxid uhli¢ity nebo acetat a oxid uhli¢ity. Vysledné produkty
vznikaji v molarnim poméru 1:1:1. Heterofermentativni mlé¢né kvasSeni uskute¢niuji mnohé
mlécné bakterie rodu Leuconostoc a n¢které druhy rodu Lactobacillus. [2], [5], [9]

Fakultativné heterotrofermentativniho kvaseni (Obrazek 3C) jsou schopny napiiklad
laktokoky. Tenhle zptisob kvaSeni se vyuZiva pti nedostatku glukozy, kdy rast dale probiha
na dalSich sacharidech. Vedle kyseliny mlé¢né se vytvari ethanol, acetat a formiat. [9]

Na mlécné fermentaci se zaklada syrafstvi a vyroba kvasenych mlécnych vyrobkl jako
jsou kysané mléko, kefir nebo acidofilni mléko. Samovolné kvaSeni se vyskytuje
pti konzervaci napf. zeli, a zabraituje mnozeni hnilobnych bakterii. [8]

1.2.2 Ethanolovéa fermentace

Ethanolova fermentace se skldda z dvou reakci, které jsou zaloZeny na pfeméné pyruvatu
dekarboxylaci na acetaldehyd a jeho naslednou redukci na ethanol. Kofaktor NADH
se oxiduje na NAD" pii redukci acetaldehydu na ethanol. Enzym katalyzujici preménu
pyruvatu na acetaldehyd se nazyva pyruvatdekarboxylaza a je schopen dekarboxylovat
pyruvat bez soucasné oxidace. Redukci vzniklého acetaldehydu pak umoziiuje enzym
alkoholdehydrogendza. Na pocatku fermentace, kdy se v prostfedi nenachazi dostatek
acetaldehydu, je redukovany kofaktor NADH dehydrogenovan tak, Ze redukuje jiny
meziprodukt glykolyzy. [2], [7]

Ethanolovou fermentaci ziskdme 2 molekuly ATP z jedné molekuly glukdzy,
coz predstavuje 30 % celkové uvolnéné energie. [2]

|:|]-
=0 Fyruvatdekarbonjiazs r Alkoholdehydrogandzs T
Ifzn '\ 8 f=|:- - "-'IH—GH
CHy CHy CH;
co
Pyruvat Acetaldehyd e oot -— Ethanol

Obrézek 4 - Ethanolové fermentace [2]
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Ethanolova fermentace patii mezi nejstarSi znamé technologie. VyuZivaji se hlavné
kvasinky rodu Saccharomyces, ale taky jiné rody kvasinek, bakterii a plisni. S ethanolovym
kvaSenim se setkavame jednak v piipadé spontanniho mikrobialniho rozkladu kyselych
cukernych hmot, pfi zkvasovani rmutii a §tav pii biologickych konservacnich procesech.
Ve velkém métitku se ethanolové kvaSeni vyuZiva v pramyslu pii vyrobé alkoholickych
napoji a samotného ethanolu pro 1ékaiské nebo potravinaiské ucely. [2], [7]

1.3 BioinZenyrské charakteristiky

1.3.1 Rustova krivka

Mikroorganismy rostou a rozmnoZuji se za vhodnych podminek vysokou rychlosti.
Rozmnozovani se vSak zastavi piinedostatku Zivin, nebo z divodu inhibi¢nich G¢inka
zplodin jejich metabolismu. Maximalni mozna koncentrace zivych bunék v 1 ml média
u bakterii dosahuje ¥adu 10° a u kvasinek 10°. Kdyz preneseme buiiky z prostiedi, kde se jiz
nemohou rozmnozovat do optimalnich rustovych podminek, nedochazi vsak k okamzitému
rastu pti maximalni rychlosti. Pii grafickém znazornéni rstu bunék se na osu X nanasi ¢as (t)
a na osu y logaritmus poctu zivych bunék (log (x)) v1 ml. Vznikly graf nazyvame
riistovou krivkou. [8]

Ristova kiivka se sklada z nékolika usekt:

1) Lag faze (adaptaéni faze):

Lag faze je prvni usek rastové kiivky, tzv. adaptacni faze, kdy se buiky jesté
nerozmnoZuji. Touto fazi prochdzi mikroorganismus vzdy po pfeneseni do nového prostiedi
na zacatku kultivace. V tomto obdobi se buiky adaptuji na nové prostiedi, zvétSuji svij
objem, syntetizuji bilkoviny a indukovatelné enzymy. Ruzné mikroorganismy mohou mit
ruzné dlouhou lag fazi. Zavisi to od fyziologického stavu bunék, mnoZzstvim inokula, ¢asu
potiebného k syntéze enzymi a bilkovin a na slozeni zivného média. KdyZ se nachazi
bakterialni kultura v prostiedi s dvéma zdroji uhliku, projevi se tzv. diauxie. Ta zpusobuje
vznik dvou lag fazi a dvou exponencialnich fazi, které jsou navzdjem oddéleny piechodnou
fazi. Pii diauxii se nejprve vyuziva jednodussi substrat (napf. monosacharidy) a po jeho
vyCerpani  se  metabolismus  mikroorganismu  adaptuje na  slozit&j$i  substrat
(napt. polysacharid). Pro tuto fazi plati vztah:

dx
praaly (1)

kde x je koncentrace mikroorganismu a t je Cas. [8], [10]

2) Faze zrychleného ristu:

Féze zrychleného rtstu je kratké obdobi, ve kterém je péstovand kultura jiz plné
piizptisobena podminkam prostiedi. Jejich vysoka fyziologickd aktivita je provazena
zvySenou citlivosti k neptiznivym faktorim prostiedi. V této fazi je rychlost ristu vétsi jako
rychlost rozmnoZovani, a tedy buiiky jsou v priméru vétsi nez v jinych fazich. Cim obsahuje
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prostfedi méné zivin, tim je fidze del$i. Faze zrychleného ristu ptedstavuje obdobi ristu
kultury, kdy je rychlost ristu mensi nez maximalni, coz lze vyjadfit vztahem (2): [10]

(s
dt Lt ) (2)

3) Exponenciélni faze (logaritmicka):

Usek ristové kiivky, ktery je charakterizovan tim, Ze buiiky maji nejvétsi a po cely &as
trvani konstantni specifickou rustovou rychlost. V prib¢hu této faze maji bunky konstantni
velikost a téméf vSechny buiky v kultufe jsou zivé. Hodnota specifické mérné rustové
rychlosti zavisi na podminkach prostiedi (pH, teplota, koncentrace Zivin) a na genetickych
faktorech. Charakteristické pro tuto fazi je piebytek zivin. Kinetiku exponencialni faze
Ize vyjadrit vztahem (3):

dx
Pk 3)

kde k je rychlostni konstanta a plati pro ni, Ze k = x. Rychlostni konstantu v tomto piipadé

nazyvame mérna (specifickd) rychlost rastu. Jde o reakci 1. fadu. Integraci rovnice (3)
dostavame: [8], [10]

X=xg -e (4)

Pii hodnoceni exponencialni faze rustu je dobré zminit se o vlivu limitujiciho prvku.
Limitujicim prvkem je sloucenina ¢i faktor, ktery v pfisluSném rozmezi jednotek
(napf. koncentrace) piimo ovlivituje rychlost ristu nebo syntézy produktu mikroorganismu.
VSechny ostatni latky pfitomné v médiu jsou ve vétSich koncentracich nez limitujici prvek.
Pro vztah mezi specifickou ristovou rychlosti a koncentraci limitujiciho prvku plati
tzv. Monodiv vztah:

S

;u:/umax's_‘_KS (5)

kde 4, Jje maximalni specificka rastova rychlost, K, je substratova konstanta neboli
saturacni koncentrace a S je koncentrace limitujiciho prvku. [8], [10]

4) Faze zpomaleného ristu (deklinacni):

Postupnym  vy€erpavanim zivin a zvySenym mnozstvim metaboliti  ztraceji
mikroorganismy schopnost udrzovat vysokou specifickou rdstovou rychlost.  Rychlost
rozmnozovani se sniZzuje, nebot’ nartistd pocet odumirajicich bunék. V nekterych piipadech
se tésné po exponencialni fazi objevi fdze linedrniho rustu, kdy plati: [10]
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dx
E = konst. (6)

Tato faze se tadi do faze zpomaleného ristu. Faze linearniho rdstu se objevuje
napt. U vlaknitych mikroorganismu. [10]

5) Stacionarni faze:

Béhem stacionarni faze se pocet odumirajicich bunék vyrovna ptirtistku buné¢k vzniklého
rozmnozovanim. V této fazi je tedy koncentrace mikroorganismu konstantni, a tudiz mluvime
0 tzv. maximalni populaci. [10]

dx
-0 7
ot (7

Hodnota maximalni koncentrace mikroorganisma zalezi na nékolika faktorech, jako jsou
koncentrace kysliku pfitomného v mediu, zdroje dusiku, koncentrace zdroje energie a uhliku,
hodnota pH. V této fazi jiz dochazi k limitaci nékterym z faktord. Pro stacionarni fazi plati
vztah (8): [8], [10]

X=X, +Y)% ‘S, (8)

kde x je koncentrace mikroorganismu, Sp je pocate¢ni koncentrace substratu a YV
S

je vytéznostni koeficient, ktery je definovan:

_Ox/dt _ AX X=X,
Y dS/dt AS S,-S

(9)

pficemz zaporné znaménko naznacuje spotiebu substratu. [8], [10]

6) Faze odumirani:

Ve fazi odumirdni se snizuje pocet zivych bun&k. Celkovy pocet bunék miize zlstat
nezménéni a zmensuje se aZ v tu dobu, kdy dochazi k lyzi mrtvych bunék. Rychlost déleni
klesd pod nulovou hodnotu, a tim se stdva negativni. Stav je zpiisoben neustale zhorSujicimi
se podminkami prostiedi. V této fazi je snizena koncentrace Zivin pod kritickou hodnotu,
C0Z snizuje aktivitu mikrobidlniho metabolismu a zptsobuje postupné odbourani reservnich
latek. Obycejné se tato faze vyjadiuje kinetikou 1. fadu: [5], [10]

dx
— ==l - X 10
at Hy (10)
kde 4, je rychlostni koeficient. Po integraci ziskavame: [10]

X=X €4 (11)
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Obrazek 5 - Rustova kiiivka. [15]
1 —lag faze, 2 — faze zrychlujiciho se riistu, 3 — exponenciélni faze,
4 — faze zpomaleného ristu, 5 — stacionarni faze, 6 — faze odumirani

1.3.2 Mikrobialni kinetika

V pfiznivych  podminkdch se rostouci jednobunécna populace zdvojnasobuje
Vv pravidelnych intervalech. Ob¢ dcefiné builky, vzniklé rozdélenim mateiské buiiky, nesou
stejny rustovy potencial jako buiika mateifska. Kdyby populace vznikala pravé z jedné bunky,
nékolik prvnich déleni bude synchronizovanych, ale postupné se synchronnost vytrati
z dtivodu nepatrnych rozdiltt mezi buiikami populace. Cas potiebny k zdvojnasobeni biomasy
nebo poétu bun€k nazyvame stiedny ¢as zdvojeni. [5]

KdyZ poc¢et bunék v 1 ml na zacatku exponencialni faze ozna¢ime jako Xo, pak po jedné
generac¢ni dobé je jejich podet 2Xo. PO n generacnich dobdach je tedy pocet bunék roven 2"Xq.
Po uplynuti ¢asu t plati:

X = Zr't X0 (12)

kde je r pocet déleni za jednotku Casu (h). Ze vztahu vyplyva, Ze logaritmus poétu bunék
se zvysuje v ptimé umére s poctem generaci. [8]

Rychlost rustu v prib&éhu exponencialni faze ziskame derivaci pfedchozi rovnice (12)
podle casu:

dx
pri 2"rx,In2 (13)
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Pokud za 2"x, dosadime x a rIn2 nahradime veli¢inou W (specificka rychlost ristu)
dostavame rovnici (14):

dx
a (14)

Z rovnice (14) vyplyva, ze rychlost ristu mikrobialni populace je v kterémkoliv momenté
exponenciélni faze tmérna poctu bunék v tomto momentg, a tedy p je konstantou umérnosti.
Nasledné lze pocet bunék vypocitat integraci diferencialni rovnice:

X dX t
z ¢ehoz vyplyva, ze
Inx = pu(t-t,))+Inx, (16)

Rovnice (16) je rovnici pfimky grafu, znazornéného na obrazku 6. [8], [10]

In x

«

In x

t(h)
Obréazek 6 - Grafické zobrazeni exponencidlniho riistu [8]

X — pocet bunek v 1 ml, t —doba (h), tg o — specificka riistova rychlost

Zpomaleni, ptipadné Uplné zastaveni rozmnozovani, byva zplsobeno jednak vznikem
zplodin metabolismu, které inhibuji rozmnozZovéni, jednak vycerpanim zivin. Nejéastéji

v
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Celkovy nartst (G) je linearni funkci pocatecni koncentrace limitujici Ziviny (c). Vztah
vyjadiujeme:

G =Kc (17)

kde K (konstanta vytéznosti) je vytéznost mikroorganismu na dané ziviné. Udava, kolik
gramu suSiny se vytvoii z jednoho gramu Ziviny. [8]

Vztah (17) plati i pro zdroje fosforu, dusiku a jiné rastové latky, které sam
mikroorganismus neni schopen syntetizovat. Konstanta vytéznosti ovSem neni pro kazdou
z téchto latek stejna. Linearni vztah mezi nartistem a koncentraci limitujici ziviny umoziuje
stanovit koncentraci pfitomné rustové latky v potravinach z narastu vhodného auxotrofniho
mikroorganismu, ktery danou ristovou latku potiebuje. [8]

1.4 Matematicky model

Matematicky model je abstraktni analogii redlného procesu, ptedstavuje zobecnéni
experimentalnich vysledki a teoretickych uvah o procesu a formuluje zavislosti mezi
proménnymi. K matematickému modelu patfi i soubor udaji o vlastnostech procesu
(soustavy), které jsou nevyhnutné k jeho popisu a maji ¢asto formu parametr vystupujicich
v daném modelu. Modely umozuji srozumitelny popis vSech faktord dané situace. Umoziuji
ndm odhalit vazby v studovaném systému. Modelovani se stalo soucasti mnoha obort
napt. piirodnich, technickych, ekonomickych a socialnich véd. Kazdy model obsahuje tii
zakladni skupiny objektt: proménné a konstanty, matematické struktury a reseni. [12], [13]

V matematickém modelu rozliSujeme zakladni skupiny proménnych: fidici, vstupni,
vystupni proménné aj. Matematické struktury v modelech nazyvdme omezujici podminky.
D¢lime je podle uzitého matematického aparatu z nékterého odvétvi matematiky na analyticke
struktury, geometrické, topologické, arteficialni a kvalitativni struktury. ReSeni modelt
délime podle cili modelovani, napt. optimalni feSeni, vychozi feSeni, alternativni feSeni aj.
[12], [13]

Béhem identifikace a analyzy systému je vhodné urcit, do jaké kategorie spada
matematicky model, coZz ndm umozni jednodu$eji rozeznat zadkladni vlastnosti a strukturu
hledaného modelu. KdyZz se v modelu nachéazi misto konkrétnich ¢iselnych hodnot obecné
hodnoty parametrt, pii¢emz odvozeni prazdného modelu byva pomérné jednoduché. Model,
ktery obsahuje ¢iselné hodnoty vSech parametri modelovaného procesu, nazyvame objektové
orientovany model. [13]

Matematické modely lze rozdélit na dva zakladni druhy podle toho, zda zahrnuji ndhodné
veli¢iny na modely deterministické a stochastické. Dale l1ze tyto skupiny rozdélit podle vztahu
K pribéhu casu (dynamické, statické) nebo spojitosti (spojité a diskrétni). Modely jsou
obvykle sloZzeny z proménnych, které jsou abstraktni analogii hledanych slozek daného
systému a operator nad témito proménnymi, které mohou reprezentovat algebraické funkce,
diferencialni operatory, atd. Pokud operatory v matematickém modelu jsou linearni, mluvime
0 linearnich modelech, v opatném piipadé o modelech nelinearnich. Déale rozezndvame
modely se soustfedénymi (u homogennich modeli) s distribuovanymi
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(u heterogennich modelll) parametry. Existuje je$t€ mnoho druhli modelt, které se dale ttidi
podle mnoha riznych Kritérii. [12]

Deterministické modely jsou odvozeny na zakladé analyzy a matematického popisu
realného d&je. Pfi téchto modelech vychazime z fyzikalnich, fyzikalné-chemickych
a chemickych zakond, které maji své matematické vyjadieni. V modelech jsou zahrnuté
vSechny vlivy plisobici na systém a parametry jsou piesné¢ definované. Modely predpokladaji,
ze kdyZ jsme schopni pfesné popsat hodnoty vstupli do soustavy, vime pfesné€ urcit i hodnoty
vystupt. [13], [14]

Deterministické modely zivych systémt vychézeji ze spojitosti rastové kiivky a vyuzivaji
analytického zplsobu vyjadieni funkénich zavislosti, diferencidlnich rovnic a reakéni
kinetiky. Modely tedy vyuzivaji vlastnosti primérnych bunék (zjistujeme analyzou primérné
odebraného vzorku). Deterministického chovani se uvazuje pii modelovani vétsiny
chemickych zatizeni. Piiklad deterministického modelu y = f(S):

S
S+K

H = Hpax * (18)

S

kde S je koncentrace substratu, Ks a z,__ jsou konstanty, s je mérna rustova rychlost. [10],
[12], [13]

Stochastické modely vyuzivaji pfedpokladu, Ze v ptipad¢, kdy jsme schopni piesné uréit
vstupy do soustavy, mizeme urcit jen pravdépodobné hodnoty vystupu, nikoliv pfesnou
hodnotu. V téchto modelech se nachazeji nahodné veli¢iny, charakterizované na zaklade
pravdépodobnosti a parametry jsou popsany distribu¢nimi funkcemi. Resenim stochastického
matematického modelu je pravdépodobnost, ze za danych podminek bude systém v urcitém
stavu. Stochastické modely se vyuZivaji v oblasti kvantové mechaniky, pti modelovani
turbulence a v meteorologii. [12], [13], [14]
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Obrazek 7 - Porovnani deterministického modelu (nalevo) a stochastického modelu
(napravo) [13]
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1.5 Kinetické modely

Vztah mezi specifickou rstovou rychlosti a koncentraci substratu je dulezitym v oblasti
biotechnologii. Tento vztah je reprezentovan souborem empiricky odvozenych zakonu, Které
jsou oznacovany jako teoretické modely. Kinetické modely obsahuji matematicky popis
chovéni daného systému. [16]

Nestrukturované kinetické modely pro bunééné kultury byly ptivodné navrhnuté k predikci
specifické rastové rychlosti. Charakteristickym rysem modelu je, Ze rychlost tvorby nebo
spotieby reakénich slozek jsou tmérné specifické rustové rychlosti. V téchto modelech
oznacujeme vSechny bunééné komponenty jako biomasu s ur¢itou koncentraci x. Specifickou
rustovou  rychlost mizeme  vyjadfit jako  funkci  nezavislych  proménnych
(koncentrace substratu, pH, teplota). [16]

Jednoduché strukturované kinetické modely odrazi nékteré zakladni fyziologické odezvy
kultury na zmény v prostiedi. Maji empirickou povahu a obvykle byvaji zalozeny na dobie
popsanych bunéénych mechanismech. Dokazou tedy docela dobfe simulovat rizné
experimenty. [16]

1.5.1 Model exponencialniho ristu

Nejstar§im matematickym modelem rlstu biomasy je model exponenciadlniho rtstu, jehoz
predpoklady vychazeji z toho, ze zména koncentrace slozek v kultivaénim médiu nema vliv
na rast a rozmnozovani buné€k, protoze buniky se vzdjemné neovliviuji. Nej€astéji se vychdzi
z analogie s chemickou reakci, tedy z kinetiky 1. fadu. Tento model muZzeme zapsat: [11],
[18]

dx
P (19)
Platnost modelu exponencidlniho riistu je omezend, protoze koncentrace biomasy nemuize
rust neomezené z divodu vzajemnych prostorovych omezeni bunék. Specifickd ristova
rychlost je konstantni jen v pfipadé nelimitovaného rustu, jinak se béhem kultivace méni
v zavislosti na koncentraci substratu, produktu, inhibitord, ale i v zavislosti na samotnych

podminkach kultivace. Pro vyjadieni pravé specifické riistové rychlosti existuje celd fada
modela. [11], [18]

1.5.2 Monodiuv model

V roku 1942, Jacques Monod, ptedstavil empiricky popis pro specifickou rychlost ristu
biomasy. Monodiv model je nadCasovy a je doted pouzivan vice, nez kterykoliv jiny
kineticky model pro rist biomasy. [16]

S
S +Kg (20)

H = Hmax -

V letech 1930 az 1940 provadél Monod (v spolupraci s Georgesem Tessierem)
experimenty v oblasti bakterialni vyZivy, kdy bakterie druhu Escherichia coli, nechal rist
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v prostredi s jednou limitujici Zivinou. Jeho cilem bylo zjistit, zda logaritmické rovnice
dokazou popsat bakterialni rist. Tohle tvrzeni se v3ak nepotvrdilo. [11], [16]

Vsechny experimenty byly provadéné v malém vsadkovém reaktoru pii vhodné teploté
s moznosti kontroly pH. Vsadkova kultivace za¢ina s poc¢ate¢ni koncentraci substratu S = Sy
mnohem vy3Si neZz substratovd konstanta Ks. Specifickd rastova rychlost je vétSinu Casu
konstantni. Kdyz klesne koncentrace substratu S na hodnotu blizkou substratové konstanté K,
zatne specificka rustova rychlost klesat. Hodnoty Ks a Mmax Se Stanovuje za normalnich
podminek experimentalné v chemostatu. V modelu oznacuje Ks hodnotu koncentrace
limitujiciho substratu, pii které je velikost specifické rustové rychlosti pravé polovina
maximalni specifické rustové rychlosti a jeji velikost se obvykle pohybuje v mikromolech
(mikrogramech) na litr. [16]
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Obrazek 8 - Kopie originalniho grafu z Monodovy préace (1942) [16]

Monodova rovnice popisuje rust v exponencidlni fazi, avSak nezahrnuje inhibici. Kdyz je
nutné inhibici brat v Gvahu, pozndme modifikované Monodovy rovnice: [16]

pro inhibici substratem: U= o - >
( S ] (21)
S+Kg+——
1
pro inhibici produktem: U=y
(S + K, +P] 22
1
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1.5.3 Tessieriav model

vvvvvv

Monodova rovnice pro rust biomasy. Popisuje rast v exponencialni fazi a nezahrnuje inhibici.
Pro model je charakteristické, ze rychlost rustu velmi zavisi od koncentrace substratu. [17]

-S
1= tax - 1—e") (23)

Pii nizké koncentraci substratu S, Tessiertv model poskytuje velmi podobné vysledky jako
model Monoduv. [16]

1.6 Rod Lactobacillus

1.6.1 Charakteristika rodu Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus patii do fadu Lactobacillales. Bakterie jsou pravidelne,
grampozitivni, nesporulujici ty¢ky nebo koky a Casto tvoii fetizky. Nevytvaieji pigmenty,
jsou mezofilni, chemoorganotrofni a katalasa-negativni se striktné fermentativnim typem
metabolismu. Ve vztahu ke kysliku jsou anaerobni nebo mikroaerofilni. Pro laktobacily
obecné plati, Ze v pfitomnosti 5% CO, rostou lépe. Jsou schopny rastu jen na kompletnim
mediu, kde vyzaduji ptitomnost zkvasitelnych cukrl, aminokyselin, peptidd, esterd mastnych
kyselin, soli, derivati nukleovych kyselin a vitaminu skupiny B. Laktobacily rostou v Sirokém
rozmezi teplot (2-53°C), av$ak teplotni optimum pro vétSinu zastupct je 30-40°C. Optimalni
pH na pocatku kultivace je 5,5-6,2, ale laktobacily jsou schopni riist i v prostredi
s pH pod 5,0. Pfi neutralnim a zasaditém pH je jejich rast obvykle inhibovan. [19], [22]

Rod Lactobacillus je druhové mnohopocetny, jehoz je vice nez sedm desitek druhi a jsou
pomérn¢ dobie charakterizovany. VétSina druhti rodu Lactobacillus jsou schopny fermentovat
glukozu a laktézu na laktat. [19], [21]

(Rod:
(Streptococcus
fRod: ]
Trda: | Pediococcus
Clostridia Rad: Rod: ]
Krmen: Trida: Bacillales  Lactococcus
Firmicutes Bacilli RAd: (Rod:
Trida: Lactobacillales _ Lactobacillus
Mollicutes (Rod:
| Leuconostoc
(Rod:
\Enterococcus

Obrazek 9 - Taxonomické zarazeni rodu Lactobacillus [20]
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Do rodu Lactobacillus patii bakterie, které tvofi ¢ast pfirozené mikrofléry ust ¢loveéka
a gastrointestinalniho traktu. Protoze kyselina mlé¢na snizuje pH, a tim zastavuje mnoZeni
hnilobnych bakterii, n€které bakterie rodu Lactobacillus se vyuzivaji pti konzervaci potravin.
Déle se laktobacily nachazeji v nejrizngjsich potravinach zivo¢isného i rostlinného ptivodu,
v napojich, v ¢isté a zneCisténé vod¢ aj. Pouze vzacné jsou bakteridlni druhy rodu
Lactobacillus patogenni. [19], [21]

Na zaklad¢€ produktl fermentace cukri délime laktobacily do tii fysiologickych skupin:

1. Obligatné homofermentativni
2. Obligatn¢ heterofermentativni
3. Fakultativné heterofermentativni

Obligatné homofermentativni jsou schopny zkvaSovat hexdézy vyhradné na mlécnou
kyselinu. Nedokazou vsak fermentovat pentozy ani glukonat. Patii sem druhy L. delbrueckii
subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
L. acidophilus, L. helveticus. [19]

Obligatn¢ heterofermentativni druhy rodu Lactobacillus kvasi hexozy na kyselinu
mlé¢nou, kyselinu octovou a CO,. Pentozy jsou schopny fermentovat za vzniku kyseliny
mlécné a octové. Do této skupiny se zatfazuji druhy jako L. buchneri, L. fermentum, L.kefir.
[19]

Fakultativné heterofermentativni laktobacily fermentuji hex6zy na kyselinu mléénou nebo
na smes kyseliny mlécné, octové, mravenci a ethanolu. Pentdézy fermentuji na kyselinu
mlé&nou a octovou. Radime sem druhy L. casei, L. plantarum, L. sake. [19]

1.6.2 Druh Lactobacillus casei

Bakterie druhu Lactobacillus casei patii mezi fakultativni anaeroby. Jsou to nepohyblivé
ty¢inky s hranatymi nebo zaoblenymi konci, které se mohou vyskytovat jednotlivé nebo
spojené v fetizcich. Velikost buiky se pohybuje od 2,0-4,0 um x 0,7-1,1 pum. L. casei
je grampozitivni druh bakterii mlé¢ného kvaseni s nizkym obsahem G-C part. Bakterie jsou
schopny rastu v rozmezi teplot 15-45°C. [24], [25]

Obrazek 10 - Lactobacillus casei [27]
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Bakterie druhu Lactobacillus casei se zafazuje do skupiny fakultativné
heterofermentativnich laktobacilt, $tépi sacharidy (hexdzy i pentdzy) na L-kyselinu mlé¢nou
a nejsou schopny redukovat nitraty. [26]

L. casei je univerzalni bakteriec mlééného kvaSeni, ktera byla izolovana z riznych
produktt, vcetné fermentovanych mléénych vyrobkl (zejména syri) a rostlinnych materialt
(napftiklad z vina), a taktéZ se nachézeji v reproduk¢nich organech a gastrointestinalnim traktu
lidi a zvifat. [22]

Patii mezi primyslové vyznamné bakteric mlé¢ného kvaseni a ma rozsahlé a rozmanité
aplikace v potravinaiském a zdravotnickém pramyslu. V potravinaistvi Se vyuZziva
pro intenzifikaci a urychleni vyvoje chuti v zrajicich syrech, a je dominantnim druhem
startovacich bakterii mlé¢ného kvaseni u syri. L. casei je soucasti probiotik s pozitivnimi
u¢inky na zdravi ¢lovéka a je pouZivan i v nékterych vakcinach. Fyziologické studie zatim
neodhalily Zadné zavazné informace, které by mohly omezit uplatnéni tohoto druhu
pfi primyslné vyrob¢. [22]

Existuje jiz mnoho bakterii z druhu L. casei, které maji rozlusténou kompletni sekvenci
genomu. Tyto informace poskytuji cenné poznatky o evoluci, adaptaci a metabolickée
rozmanitosti druhu Lactobacillus casie. [23], [24]

1.7  Analytické metody
1.7.1 Turbidimetrie

V praxi se Casto setkdvame se vzorky, které maji koloidni charakter, naptiklad emulze,
suspenze, prasSky atd. V téchto ptipadech je absorbance zafeni provazena jeho rozptylem.
Rozptyl zafeni je obecny jev a zplisobuje, ze zafeni po interakci s Casticemi nebude
postupovat pouze smérem prochazejictho zafeni, ale bude rozptyleno i do jinych smért.
Uhlové rozlozeni rozptyleného zafeni, v tomto pfipadé, zavisi na poméru vinové délky
a velikosti rozptylujicich ¢astic. Rozptyl zafeni na ¢asticich koloidniho vzorku vyuZzivaji dvé
metody: turbidimetrie a nefelometrie. [31]

Turbidimetrie je optickd metoda zaloZzena na méfeni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na casticich. M¢&fi se zdanliva propustnost zafeni vzorkem, ktera je vysledkem
absorpce primarniho i sekundarniho zareni v pfimém sméru, rozptylem zafeni do stran
arozptylem zafeni do ptimého sméru. Pro turbidimetrii plati vztah analogicky
Lambert - Beerovu zakonu, podle néhoz je zaporny logaritmus transmitance (turbidance)
pfimo umérny koncentraci suspendované latky. [29], [31]

Vztah pro zdanlivou turbidanci:

S= Iogl—o—Lcl =ncl
I r*+ad g (24)

kde 7 je turbiditni koeficient, k je konstanta zavisli na povaze zékalu, o je konstanta zavisli
na uspotradéni méfeni, r je velikost ¢astic. [29]
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Obrazek 11 — Turbidimetrie [30]

Turbidimetrické metody preferujeme, je-li koncentrace suspendovanych ¢astic velka,
protoze je pomérné jednoduché detegovat zmény (vyznamné zeslabeného) toku prosiého
zéfeni. Stanoveni se provadi na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky. Vysledek méfeni ovliviiuje fada
faktori: koncentrace Castic, velikost a tvar ¢astic, absorbance zafeni vzorkem, pomér indexu
lomu ¢astic a okolniho prostedi atd. [31]

1.7.2 Stanoveni suSiny bakterialni biomasy

Biomasa je smés vSech latek tvoficich t€la mikroorganismi. Mikrobialni biomasa
je dulezity biotechnologicky parametr. Tradi¢ni zptsob stanoveni biomasy zahrnuje suseni
pii vyssi teploté a nasledné ochlazeni pied vazenim. Hmotnost susiny v analyzovaném vzorku
je stanovena vazenim pied a po suseni pii 105°C do konstantni hmotnosti. [32], [34]

Pii metod¢ dochazi ktransportu vody z vnitinich vrstev na povrch a naslednému
odpatovani vody. Konstantni hmotnost nastava, kdyZ vznikne rovnovdha mezi parcialnim
tlakem odpafované vody a parcidlnim tlakem suSeného média. Rychlost suSeni zavisi
na charakteru vzorku, velikosti navazky, tvare Castic, teploté, vlhkosti a na rychlosti a smére
proudéni susiciho média. [33]

1.8 MATLAB

1.8.1 Charakteristika programu

V roce 1984 predstavila americkd spolecnost The MathWorks, Inc. programovy balik
MATLAB. MATLAB (z anglického MATrix LABoratory) je tedy programovaci jazyk
a interaktivni prostiedi pro védecké a technické vypocty, analyzu dat, vizualizaci a vyvoj
algoritmt. Aby vSechny tyto funkce mohli byt zabezpeceny, obsahuje MATLAB zakladni
casti: vypocetni jadro, graficky subsystém, pracovni nastroje, toolboxy a otevienou
architekturu. [38]

Zakladem je vypocetni jadro, které provadi numerické operace s maticemi realnych nebo
komplexnich ¢isel. Zakladnim datovym prvkem je matice, u které se nezaddva rozmér
a to umoznuje fesit rizné numerické problémy podstatné rychleji. Kromé matic ma MATLAB
tzv. pole bunék, coz je struktura podobnd maticim, avSak kazdy prvek v poli bunék miize byt
jiného typu. UZivatel tedy mlZe pracovat s datovymi strukturami a prvky v nich nejsou
rozliSeny soufadnicemi, ale ndzvem. VypocCty se implicitné vykonavaji v tzv. dvojnésobne
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presnosti. V prostiedi programu lze taky efektivné pracovat s vektory, které mohou
piedstavovat naptiklad ¢asové fady nebo signaly ruznych typu. [38]

Nové verze MATLABuU pracuji stzv. okenni strukturou, coz je interaktivni prostfedi,
ve kterém ma vétSina piikazii pro manipulaci a zdkladni ovladdani své ekvivalenty v podobé
ikonek. Moznosti MATLABU se daji rozsifit pomoci knihovny funkci, tzv. toolboxy, coz jsou
soubory M-funkci uréené pro specifické ucely jako je statistika, optimalizace, zpracovani
signalti a obrazu, apod. Nejznaméjsi a nejvétsi z nich je Simulink - program pro simulaci
a modelovani dynamickych systémii. [36]

Zakladem grafického rozhrani programu je Command Window (ptikazové okno),
Command history (okno historie ptikazti), Workspace (pracovni prostor) a Current folder
(okno pro spravu aktuélni slozky). Piikazové okno se zobrazuje po spusténi MATLABu
aslozi ndm ke komunikaci s vypocetnim jadrem. Je to tedy nejdilezitéjsi ¢ast programu
avétsSina prace se odehrava pravé vtomto okné. SlouZi k zadavani ruznych piikazd
a k zobrazeni vystupi funkci, varovani nebo chybnych vstupnych dat. MATLAB si pamatuje
vSechny zadané piikazy a hodnoty proménnych, a ty jsou uchovany v tzv. pracovnim prostoru
(Workspace). [36]
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Obréazek 12 - Prostiedi MATLABu s okenni strukturou [35]

MATLAB patii mezi nejrozsifenéjsi program pro technické vypocty v mnoha oborech.
Vsechny aktualni informace muze uzivatel najit na webovych strankach americké firmy
The MathWorks, Inc. nebo firmy HUMUSOFT, kterd je zastupcem The MathWorks
pro Ceskou republiku a jiné staty. [36], [38]
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1.8.2 Curve Fitting Toolbox™

Curve Fitting Toolbox™ je rozsiteni programu MATLAB, které umoZiiuje prokladani dat
kiivkami a plochami s vyuZitim regrese, interpolace aj. Poskytuje grafické nastroje
a prikazové tadky uréené k vepsani funkci, kterymi se data prokladaji. Toolbox umozZiuje
zpracovani a analyzu dat, porovnavani vybranych modeli nebo vylouceni nevhodnych
datovych bodi. K regresni analyze 1ze vyuzit knihovnu linearnich a nelinearnich modelti nebo
specifikovat vlastni rovnice. Po nalezeni vhodného proloZeni dat Ize aplikovat fadu metod
pro nasledné zpracovani, jako je interpolace, extrapolace, odhad intervalu spolehlivosti nebo
vypocet integrala a derivaci. [39]

1.8.3 Goodness of fit (Statistika)

V programu MATLAB umoziuje aplikace Curve Fitting toolbox statistiku Goodness of fit,
coz ve volném piekladu znamena kvalita (pfesnost) proloZeni dat modelem. Tato statistika
je vhodna pro matematické modely obsahujici parametry a zahrnuje statistické vypocty: [35]

— Suma ¢tverci rezidui (SSE)

Koeficient determinace (R?)

Upraveny koeficient determinace (Rgdj.)

Efektivni hodnota chyby
Suma ctvercii rezidui (SSE) je statistika udavajici nevysvétlitelnou variabilitu vysledkové
proménné:

SSE = Zn“wi (v - ) (25)

i=1

Vysledna hodnota bliZici se k 0 naznacuje, Ze¢ model m& mensi ndhodné chybové slozky,
a tedy je vhodnéjsi k predikci. [35]

Statistickd metoda koeficientu determinace méti, jako uspésné prolozeni dat modelem
vysvétluje jejich variace. Je definovan jako pomér souctu étvercu regrese (SSR) a celkového
souctu étverct (SST). SSR a SST jsou definované:

SR = 3w, (4,-) (20
SST = 3w (¥, - ) @)

i=1
kde SST = SSR + SSE . Vzhledem k rovnicim (26) a (27) lze zapsat koeficient determinace:

_SSR_,_SSE

RE="C=1-"1x
SST SST

(28)
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Koeficient determinace miize nabyvat jakoukoliv hodnotu mezi 0 a 1. Cim vice se hodnota
piiblizuje k 1, tim Iépe model vysvétluje variabilitu dat kolem pruméru. [35]

Y i . A
SSE =Z(Y,- )2

SST=X(Y.-Y)?

<

/x
e

VAN
SSR=3(Y;- V)2

X. X

!

Obrazek 13 - Znazorneni statistik SST, SSE s SSR [40]

Statistika upraveny koeficient determinace vyuZiva statistiku koeficientu determinace
aupravuje se na zakladé zbytkovych stupiii volnosti. Zbytkové stupné volnosti jsou
vypocitané z rozdilu poctu datovych hodnot (v) a koeficientd (m) pouZitych k odhadu pomoci
regresniho modelu. [35]

v=n-m (29)

Statistika upraveny koeficient determinace je obecné nejlepsim ukazatelem kvality prolozeni
dat modelt.

=TT SST (v) (30)
Upraveny koeficient determinace muze nabyvat hodnot mensich nebo rovnych 1. Hodnoty
bliZici se k 1 oznacuji lepsi prolozeni dat. MuzZe nabyvat i zapornych hodnot v ptipadé, kdyz
je model nevhodny pro pouZiti. [35]

Statistika efektivni hodnota chyby (RMSE) je také znama jako standardni chyba nebo
standardni chyba regrese. Jedna se o odhad smérodatné odchylky ndhodné slozky v datech
a je definovana:

RMSE = s = vMSE (31)
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kde MSE je stfedni kvadraticka chyba

SSE
MSE = 2= (32)

Stejné jako v piipadé¢ statistiky SSE, i pii MSE statistice hodnota blizici se k 0 znamen4,
Ze model je vhodnéjsi pro predpovéd’. [35]

30



2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Cil prace

Cilem bakalaiské prace byl zaméfen na matematické modelovani ristu vybraného druhu
mikroorganismu, konkrétné Lactobacillus casei CCM 4798, pii riznych koncentracich zdroje
uhliku (glukoza, xyl6za, laktdza).

DalSim cilem byla nésledna optimalizace parametrti obsazenych ve vybranych modelech.

2.2 Pouzité pristroje a chemikalie
2.2.1 Pristroje a pomiicky

— Laminarni box Aura Mini, BioAir

— Ttepacka Unimax1010

— Ultrospec™ 10 Cell Density Meter

— Centrifuga Hettich EBA 20

— Minitfepacka lab dancer vario

— Su$érna Binder FD 53

— Analytické vahy PIONEER™ (OHAUS)
— Bé&zné laboratorni sklo

Obrazek 14 - Centrifuga EBA 20

2.2.2 Chemikalie pouZité k pripravé médii
— D-glukosa bezvoda, (p.a., vyrobce Lach-Ner)
— Xylosa ¢ista (vyrobce LACHEMA)

— Laktosa ¢ista (vyrobce LACHEMA)

— pepton (vyrobce HIMEDIA)

— hovézi extrakt (vyrobce HIMEDIA)

— kvasni¢ny extrakt (vyrobce HIMEDIA)

— citrat amonny (p.a., vyrobce ROTH)
—MgS04.7H20 (p.a., vyrobce Lach-Ner)
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— MnS04.H20 ¢isty (vyrobce Lach-Ner)
— octan sodny bezvody (p.a., vyrobce Lach-Ner)
— K2HPOu4 (p.a., Lach-Ner)

2.3 Kultivace, priprava medii a pouZité substraty

2.3.1 PouZité substraty

K piipravé kultivacnich médii a naslednému studovani ristu byly pouzité tfi ruzné
substraty — glukoza, xyloza, laktoza. Kazdy substrat byl nasledné pouzity pii kultivaci
v sedmi riiznych koncentracich od 10 g.I" do 40 g.I™".

2.3.2 Priprava kultiva¢nich médii

Bylo navéazeno pottebné mnozstvi chemikalii k pfipravé 200 ml kultivaéniho média. Pfesné
navazky jsou uvedeny v tabulce 1. Jako zdroj uhliku byla pouzita glukdza, xyloza a laktoza.
Navazky sacharidi jsou uvedeny v tabulce 2, dle prislusnych koncentraci. VSechny
chemikalie byly rozpusténé v 200 ml destilované vody a diikkladné promichané. Ptipravené
média byla nasledné vysterilizovéana.

Tabulka 1 - Navazka chemikalii pouZitych pro pripravu 200 ml kultivacniho média

Chemikalie m [g]
pepton 2
hoveézi extrakt 2
kvasni¢ny extrakt 1
citrdt amonny 0,4
octan sodny 1
MgS0,.7H,0 0,02
MnS0O,.H,0 0,01
K2HPO, 0,4

Tabulka 2 - Navazka substratu pri riznych koncentracich

c[g.1"] 10 15 20 25 30 35 40

navazka substratu [g] 2 3 4 5 6 7 8

2.3.3 Kultivace Lactobacillus casei

Kultivace byly provadény v Erlenmeyerovych banikach v médiich pfipravenych
dle kapitoly 2.3.2. Do 200 ml kultivaéniho média bylo pfidano 20 ml inokula. O¢kovani bylo
provadéno v lamindrnim boxu Aura Mini. Kultivace probihala na temperované tfepacce
Unimax1010 pfi teploté 37 °C za intenzivniho michani pfi 150 ot.min™. Vechny kultivace
byly ukonceny po 24 hodinach.
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2.4 Metody méreni

2.4.1 Turbidimetrické stanoveni ristové kiivky

V pribéhu kultivace byla kazdé dvé hodiny méfena opticka hustota odebrané¢ho vzorku
pomoci ptistroje Ultrospec™ 10 Cell Density Meter. Turbidance byla méfena pfi vinové délce
600 nm proti blanku. Jako blank bylo pouzité¢ kultivacni médium. Kdyz hodnota optické
hustoty pfesahla 1, bylo nutné vzorky fedit. V kapitole 3 Vysledky a diskuze jsou uvedené
tabulky vSech absorbanci s pfislusnym fedénim.

2.4.2 Vazkové stanoveni ristové krivky

Béhem kultivace bylo odebirano 10 ml vzorku v dvou hodinovych intervalech. VVzorek byl
nasledng centrifugovan pii 6000 ot.min™ po dobu 10 minut. Vznikly supernatan byl slit
a zbyly sediment byl promyty v 10 ml destilované vody, dikladn¢ promichan pomoci vortexu
a opdt zgentrifugovan pii 6000 ot.min™ po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant
vylit do odpadu a sediment byl protfepan s malym mnoZstvim destilované vody a nasledné
kvantitativné pfeveden na vysusSené a zvazené odpatrovaci misky. SuSeni probihalo pfi teploté
105 °C po dobu 60 minut. Po vysuSeni byla zvdZend odpafovaci miska se vzorkem
na analytickych vahach a z rozdilu hmotnosti bylo stanovené mnozZstvi susiny.

2.5 Zpracovani vysledkii v MATLABU

2.5.1 Vypocty hodnot parametri v modelech

Pomoci programu MATLAB byly vypocitané parametry nachazejici se ve vybranych
modelech, a to maximalni specificka rustova rychlost uma, pocatecni koncentrace
mikroorganismu Xy a saturaéni koncentrace Ks. Vypocitané hodnoty parametri a piislusné
grafy modelt byly ziskané pomoci aplikace Curve Fitting toolbox metodou nejmensich
ctverctl.

Prvnim krokem bylo importovani naméfenych a vypocitanych dat do MATLABu
z ptislusného souboru v programu Excel. Namétfené a vypocitané data v tomto piipadé jsou
hodnoty casu a koncentrace mikroorganismu V exponencidlni fazi, ptfi pouziti daného
substratu v piisluiné koncentraci (napf. glukéza, koncentrace 10 g1™b). Potom byla spusténa
aplikace Curve Fitting toolbox a do kolonek X data a Y data
(Obrazek 15, zelné ohraniceni) byly vloZeny pfedem importované hodnoty ¢asu a koncentrace
mikroorganismu. Nasledné byla z nabidky rovnic pro prolozZeni dat vybrana tzv. uZivatelska
rovnice, cOznamena, ze byla vepsand rovnice daného modelu do pfislusného okénka
(Obrazek 15, fialové ohrani¢eni). V MATLABu byla kiivka v grafu automaticky
piizptisobena danému modelu a vloZzenym datem. Na levé strané obrazku 15 byly ihned
zobrazeny vysledky, tedy hodnoty parametrii (Cerveny ohranieni) a statistickd analyza
modelu (modré ohrani¢eni). Parametry byly vypocitané v MATLABuU s95%
pravdépodobnosti.
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Obréazek 15 - Zpracovani vysledkii pomoci programu MATLAB a aplikace Curve Fitting
toolbox

2.5.2 Statistické zpracovani vysledki

V programu MATLAB byla vypocitand zakladni statistickd charakteristika matematického
modelu. Po vepsani rovnice daného modelu (Obrézek 15, fialovy ramecéek) se zobrazi
statistika (Obrazek 15, modry ramecek), kterd nam fika o jeho pfesnosti. V MATLABuU
je statistika nazvana Goodness of fit a sklada se ze statistickych vypoéti sumy Ctverci
rezidualnich odchylek, koeficientu determinace, upraveného Kkoeficientu determinace
a efektivni hodnoty chyby. Tyto statistiky dostate¢né popisuji piesnost prolozeni dat modelem
a davaji nam predstavu, do jaké miry je matematicky model schopen predikce. VSechny
zjisténé hodnoty statistik jsou zapsané v tabulkéach v kapitole 3.1.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Riistové krivky

V pribéhu kultivace byl sledovan rast bakterii druhu Lactobacillus casei pifi optimalni
teplot¢ 37 °C. Zdrojem uhliku v prvni sérii Kkultivaci byla glukéza vsedmi riznych
koncentracich. V druhé sérii kultivaci zdroj uhliku byla xyl6za a ve tieti sérii laktoza, taktéz
v sedmi riznych koncentracich.

Zdroje uhliku byly zvoleny tak, aby kazdy znich patiil do jiné skupiny sacharidd
a nasledné se dalo zjistit, ktery zdroj uhliku je mikroorganismem nejlépe vyuZivan. Glukoza
a xyldza jsou monosacharidy a laktoza je disacharid sloZzeny z galaktdzy a gluk6zy navzajem
spojenych B-1,4-glykosidickou vazbou. Glukdza se zatazuje dle struktury mezi aldohexozy a
xyloza patii mezi pentdzy.

Riist bakterii byl sledovan jako zavislost optické hustoty métené pii vinové délce 600 nm
na Case a jako zavislost koncentrace suSiny biomasy na ¢ase.

-m

m _ mmiskasesuéinou miska

Vypocet koncentrace susiny: €= V = v

~ 1,1802-1,1786

—016q.17
0,01 g

Piiklad pro t = 0 a koncentraci glukézy 10 g.I* : ¢

3.1.1 Zdroj uhliku: glukéza

Riistové krivky stanovené turbidimetricky

Namétfené hodnoty absorbance Agyp béhem kultivace Lactobacillus casei v médiu
s glukézou pii 37 °C jsou uvedeny v tabulce 3. Od 10. hodiny ristu bylo nutné odebrané
vzorky fedit, protoze méfené hodnoty absorbance ptesahovaly hodnotu 1. Pfi fedéni byly
hodnoty absorbance vypocitané jako dvojndsobek, pétinasobek, desetinasobek nebo
patnactinasobek namétenych hodnot. Takhle vypocitané hodnoty byly vlozeny do tabulky 3
a byly vyneseny do grafu 1, jako zavislost absorbance Aggo na ¢ase.

Tabulka 3 - Zavislost absorbance Agyo na case (zdroj uhliku glukéza)

éas [h] A600 Fedéni
0 0,07 | 003 | 006 | 006 | 005 | 006 | 0,05
2 015 | 0,10 | 0,13 | 0,14 | 0,19 | 0,11 | 0,12
4 021 | 021 ] 023 | 021 | 023 | 021 | 018 -
6 031 | 032 ] 042 | 032 | 031 | 0,33 | 0,32
8 065 | 1,89 | 0,70 | 061 | 061 | 063 | 056
10 1,45 | 420 | 183 | 151 | 1,40 | 160 | 1,31 2
12 342 | 651 | 348 | 378 | 373 | 372 | 388 5
14 480 | 895 | 680 | 7,07 | 7,40 | 533 | 6,70 10
16 6,10 | 10,07 | 893 | 820 | 833 | 660 | 867
18 7,70 | 10,00 | 11,07 | 9,40 | 920 | 9,13 | 8,60
20 7,65 | 10,20 | 11,07 | 967 | 900 | 927 | 847 15
22 7,75 | 10,33 | 10,93 | 9,27 | 9,00 | 927 | 853
24 7,70 | 10,13 | 11,00 | 9,33 | 9,00 | 9,13 | 847

c[g.1] 10 15 20 25 30 35 40
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Graf 1 - Rustové krivky L. casei v médiu s glukézou v sedmi riznych koncentracich (zavislost

absorbance na case pri 600 nm)

Agoo = T (1)
12
A A , A ¢c=10g9/l
10 - g L mc=15g/l
ﬁ Ac=20 g/l
" ; 2 R % X c=25 gl
8 * o ¢ o *x¢=30 g/l
3 - EE ° @c=35gll
< * c=40 g/l
)
2
4 | ¥
0 []_ﬁ n T n n T T T T
0 5 10 15 20 25
t[h

Z grafu 1 lze vid&t, Ze nejvetsi nartst byl prokazan v médiu s koncentraci glukézy 20 g.1™,
kde maximalni absorbance dosahuje hodnoty 11,07. Nejnizsi narust byl pozorovan v médiu
s koncentraci glukézy 10 g.I™, z &ehoZ lze usuzovat limitaci ristu Lactobacillus casei nizkou
koncentraci glukozy. Maximalni absorbance v tomhle ptipadé¢ dosahla pouze hodnoty 7,75.
Nizkého nartistu se dosahlo i v médiu s koncentraci glukézy 40g.™", a tedy vysokéa
koncentrace mohla plsobit na rlst inhibi¢né.

Z rustovych kiivek jsou ziejmé vSechny faze rustu. Z grafu 1, lze usoudit, Ze nejkratSi
lag faze probihala v médiu s koncentraci glukézy 15 g.I", a v tomhle piipad& nastal i vysoky
narist L. casei. Exponencialni faze vétSiny rdstovych kiivek zacinala kolem 8. hodiny
akon¢ila 18. hodinou. Exponencialni faze ristu v médiu s koncentraci glukézy 15 g.I*
zacinala i koncila o dvé hodiny dfive jako u ostatnich koncentraci. Kultivace a méfeni
absorbance bylo zastaveno po 24 hodinach z dtivodu priubéhu stacionarni faze rustu.

Riistové krivky stanovené vazkovou metodou

Odebirané vzorky v pribéhu kultivace Lactobacillus casei pti 37 °C v pfitomnosti glukozy
byly zcentrifugované, procisténé destilovanou vodou a susSené pii 105 °C. Vypocitané
hodnoty koncentrace suSiny biomasy jsou uvedeny v tabulce 4. Do grafu 2 byla vynesena
zavislost koncentrace suSiny biomasy na ¢ase.
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Tabulka 4 - Zavislost koncentrace susiny biomasy na case (zdroj uhliku glukéza)

¢as [h] koncentrace susiny biomasy [g.1™]
0 0,16 0,11 0,15 0,15 0,14 0,14 0,11
2 0,22 0,19 0,21 0,22 0,25 0,19 0,20
4 0,32 0,40 0,39 0,38 0,35 0,29 0,27
6 0,47 0,52 0,47 0,42 0,39 0,48 0,47
8 0,61 0,78 0,61 0,55 0,54 0,58 0,59
10 1,02 1,54 1,02 0,99 1,01 1,12 0,99
12 1,87 2,11 1,76 1,74 1,68 1,64 1,78
14 2,31 3,04 2,13 2,42 2,31 2,01 2,48
16 2,74 3,22 2,74 2,97 2,99 2,46 2,90
18 2,88 3,22 3,54 3,10 3,06 3,00 2,94
20 2,88 3,24 3,54 3,10 3,08 3,03 2,95
22 2,89 3,24 3,56 3,11 3,08 3,03 2,94
24 2,89 3,25 3,55 3,10 3,09 3,04 2,94

c[g.1"] 10 15 20 25 30 35 40

Graf 2 - Rustova kiivka L. casei v médiu s glukdzou v sedmi riiznych koncentracich (zavislost

koncentrace biomasy na case)
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Rustové kiivky sestrojené jako zavislost koncentrace susiny biomasy na ¢ase (Graf 2 ) maji
podobné charakteristiky jako kiivky sestrojené turbidimetricky (Graf 1). NejvysSiho naristu
se dosahlo v médiu s koncentraci glukézy 20 g.I"* a maximalni dosaZzena koncentrace biomasy
koncentrace tedy pusobila na rust limitné. Maximalni koncentrace biomasy v médiu doséahla
hodnoty 2,89 g.I™". Nizky narist byl pozorovan i v médiu s koncentraci glukézy 40 g.I™", ktera
mohla pusobit inhibi¢né na rist a koncentrace biomasy vV tomto piipadé dosahla maximalni
hodnoty 2,94 g.I"",

Nejkrat$i lag faze bylo dosahnuto v médiu s koncentraci glukézy 15 g.I™, exponencialni
faze v tomto ptipadé zacala mezi 2. aZz 4. hodinou a konec nastal v 16. hodiné. V ostatnich
ptipadech exponencialni faze zacala v 4. hodin¢ a konec nastal v hodiné 18.

3.1.2 Zdroj uhliku: xyl6za

Riistové krivky stanovené turbidimetricky

Naméfené hodnoty absorbance Agpo V pribéhu kultivace L. casei v médiu s xyldzou
v sedmi ruznych koncentracich pii 37 °C jsou uvedeny v tabulce 5. Vzorky nebylo nutné
fedit, protoze hodnoty absorbance dosahly nejvys$si hodnoty 0,64. Hodnoty byly vyneseny
do grafu 3 jako zavislost absorbance Aggo na Case.

Tabulka 5 - Zavislost absorbance Agyg na case (zdroj uhliku xyl6za)

t [h] AGOO Fedéni
0 0,02 | 0,06 | 003 | 0,02 | 0,03 | 002 | 0,02
2 0,07 | 0,07 | 004 | 003 | 0,05 | 0,03 | 0,03
4 0,09 | 045 | 0,06 | 0,10 | 0,07 | 0,08 | 0,08
6 043 | 020 | 0,07 | 046 | 040 | 0,12 | 011
8 018 | 027 | 045 | 0,22 | 0,19 | 0419 | 017
10 0,30 | 0,40 | 029 | 034 | 0,32 | 028 | 0,23
12 041 | 050 | 041 | 048 | 049 | 0535 | 034 -
14 064 | 065 | 052 | 055 | 060 | 042 | 041
16 064 | 065 | 062 | 061 | 062 | 060 | 0,43
18 064 | 065 | 064 | 061 | 062 | 062 | 043
20 064 | 065 | 064 | 061 | 062 | 063 | 0,43
22 064 | 066 | 064 | 061 | 062 | 062 | 044
24 064 | 065 | 064 | 061 | 062 | 062 | 0,43
¢ [g.1"] 10 15 20 25 30 35 40

38



Graf 3 - Riustové kiivky L. casei v médiu s Xylozou v sedmi riznych koncentracich (zavislost

absorbance na case pri 600 nm)
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V grafu 3 jsou zobrazeny rustové kiivky L. casei v zavislosti absorbance na ¢ase. Graf 3
obsahuje vSech sedem rastovych kiivek, které se méni v zavislost od koncentrace zdroje
uhliku, v tomhle pfipadé xylozy.

Nejniz3i nartist byl dosazeny pii koncentraci xylozy 40 g.I™ v médiu, a tim Ize usuzovat,
Ze vysoka koncentrace xylozy pusobi na rast L. casei inhibi¢né. Hodnota absorbance v tomto
pripadé¢ dosdhla maximalni hodnoty 0,44. Exponencidlni faze ristové kiivky V ptipadé
koncentraci xyl6zy 40 g.I" v médiu zagala mezi 2. a7 4. hodinou a konec nastal v 14. hoding.

Nejvétsi nartst lze dle grafu 3 pozorovat pii koncentraci xylozy 15g.I™
Pii této koncentraci xylozy zacala exponencialni faze od 2. hodiny a skonéila v 14. hodiné.
Maximalni namétend hodnota absorbance byla 0,66.

Rustové kiivky L. casei pfi ostatnich koncentracich xylozy v médiu jsou velmi podobné,
lag faze je krat$i nez pfi pouziti glukodzy jako zdroje uhliku a exponenciélni faze probiha
od 2. az 4. hodiny do 14. az 16. hodiny.

Ruistové krivky stanovené vazkovou metodou

Vypocitané hodnoty koncentrace suSiny biomasy jsou uvedeny v tabulce 6. Do grafu 4
byla vynesena zavislost koncentrace suSiny biomasy na Case, ktera se méni v zavislosti
od pocateéni koncentrace xyl6zy v médiu.
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Tabulka 6 - Zavislost koncentrace suSiny biomasy na case (zdroj uhliku xyl6za)

¢as [h] koncentrace susiny biomasy [g.1™]
0 0,11 0,14 0,12 0,1 0,12 0,08 0,1
2 0,12 0,14 0,13 0,11 0,13 0,09 0,12
4 0,12 0,2 0,13 0,12 0,15 0,15 0,14
6 0,21 0,26 0,15 0,18 0,19 0,19 0,19
8 0,29 0,34 0,29 0,31 0,3 0,27 0,25
10 0,45 0,41 0,37 0,44 0,45 0,34 0,35
12 0,59 0,55 0,53 0,56 0,65 0,44 0,46
14 0,68 0,66 0,65 0,64 0,7 0,58 0,58
16 0,67 0,67 0,7 0,67 0,71 0,66 0,59
18 0,68 0,68 0,71 0,67 0,72 0,68 0,59
20 0,69 0,68 0,71 0,68 0,71 0,68 0,58
22 0,69 0,67 0,7 0,69 0,71 0,69 0,6
24 0,7 0,68 0,7 0,69 0,7 0,69 0,61

c[g.™] 10 15 20 25 30 35 40

Graf 4 - Rustova krivka L. casei v médiu s xylozou v sedmi riznych koncentracich (zavislost

koncentrace biomasy na case)
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Rustové kiivky zobrazené v grafu 4 jsou svym priubéhem velmi podobné. Exponencialni
faze za¢ina mezi 2. az 4. hodinou a jeji konec nastava v 14. hodiné (pti pocate¢ni koncentraci
xyl6zy v médiu 35 g.I"* konec nastava az v 16. hoding).

Nejnizsi prokazatelny riist nastal pii koncentraci xylozy 40 g.17, a tedy vysoka koncentrace
substratu (zdroje uhliku) ptisobi na rist inhibi¢né. Maximalni koncentrace suSiny biomasy
doséhla hodnoty 0,61 g.I™%.

Nejvyssi narist v tomto ptipadé definovat s piesnosti nejde, protoze jak vizualni zobrazeni
v grafu 4, tak i ¢iselné hodnoty Vv tabulce 6 jsou v ptipadé pocateéni koncentraci xyldzy
v médiu 10-35 g.I"" téméF totozné. Nejvyssi vypotitané koncentraci susiny biomasy se viak
dosahlo pii koncentraci xylozy 30 g.I"%, a to koncentrace 0,72 g.I™.

3.1.3 Zdroj uhliku: laktéza

Riistové krivky stanovené turbidimetricky

Hodnoty absorbance Agyp naméfené v prub&hu péstovani L. casei v médiu s laktdézou
v sedmi ruznych koncentracich pii 37 °C jsou uvedeny v tabulce 7. Od 14. hodiny bylo nutné
odebrané vzorky fedit, protoZze hodnota absorbance piesahla hodnotu 1. V tabulce 7
a v grafu 5 jsou hodnoty absorbance jiz vynasobené prislusnym fedénim.

Tabulka 7 - Zavislost absorbance Ago n2a case (zdroj uhliku lakt6za)
éas [h] A600 Fedéni

0 0,05 | 0,09 | 0,09 | 007 | 008 | 0,09 | 0,09
2 010 | 017 | 012 | 0,10 | 0,14 | 0,15 | 0,12
4 03 | 027 | 0,28 | 0,25 | 0,20 | 0,23 | 0,26
6 052 | 034 | 041 | 039 | 0,34 | 0441 | 0,40 -
8 066 | 052 | 055 | 049 | 050 | 0,53 | 0,56
10 081 | 063 | 068 | 062 | 067 | 0,66 | 0,64
12 0% | 079 | 08 | 089 | 0,79 | 082 | 0,76
14 1,27 1,07 123 | 150 | 098 | 0,99 | 0,92
16 163 | 1,53 | 1,73 | 2,17 | 1,43 | 1,53 | 1,77
18 197 | 2,07 | 257 | 323 | 253 | 2,20 | 317 10
20 237 | 283 | 383 | 413 | 393 | 3,97 | 320
22 253 | 287 | 387 | 420 | 397 | 393 | 327
24 253 | 287 | 390 | 423 | 397 | 400 | 3,27
¢ [g/] 10 15 20 25 30 35 40
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Graf 5 - Ristové kiivky L. casei v médiu s laktézou v sedmi riznych koncentracich (zavislost
absorbance na case pii 600 nm)
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Z grafu 5 nelze zcela dobie uréit faze rustovych kiivek. Kromé kiivky L. casei rostouciho
v médiu s laktdzou o koncentraci 10 g.I"}, viechny ostatni jsou témé&f totozné do 12 hodiny.
Od této hodiny je z grafu znat rozdily v ristu a nejvys$si narst byl dosazeny v médiu
s koncentraci laktézy 25 g.I"". Maximalni naméfena absorbance pii této koncentraci byla 4,23.
Nejniz§i narist byl pozorovan v médiu s laktézou o koncentraci 10 g.I™, pfiemZ maximalni
naméiené absorbance byla 2,53.

Zacatek exponencialni faze z grafu urcit nelze, ale konec u vSech sedmi koncentraci
laktdzy nastal v 20 hoding.

Riistové krivky stanovené vazkovou metodou

Vzorky odebirané v prub&hu kultivace Lactobacillus casei pii 37 °C v pfitomnosti laktozy
v sedmi riznych koncentracich v médiu byly zcentrifugované, procisténé destilovanou vodou
a suSené¢ pii 105 °C. Vypocitané hodnoty koncentrace suSiny biomasy jsou uvedeny
v tabulce 8 . Do grafu 6 byla vynesena zavislost koncentrace suSiny biomasy na ¢ase.
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Tabulka 8 - Zavislost koncentrace susiny biomasy na case (zdroj uhliku laktéza)

¢as [h] koncentrace biomasy [g.1™]
0 0,10 0,07 0,09 0,09 0,10 0,11 0,12
2 0,15 0,18 0,17 0,15 0,17 0,15 0,13
4 0,28 0,21 0,26 0,24 0,19 0,17 0,21
6 0,35 0,28 0,48 0,38 0,24 0,31 0,27
8 0,42 0,44 0,55 0,57 0,38 0,45 0,43
10 0,69 0,52 0,67 0,63 0,61 0,52 0,57
12 0,86 0,67 0,85 0,88 0,84 0,74 0,69
14 0,97 0,84 1,00 1,19 1,01 0,97 0,94
16 1,09 0,98 1,42 1,52 1,33 1,21 1,29
18 1,18 1,39 1,88 2,00 1,86 1,54 1,54
20 1,25 1,50 2,13 2,57 2,21 2,17 1,59
22 1,24 1,50 2,20 2,59 2,21 2,19 1,60
24 1,24 151 2,14 2,59 2,20 2,18 1,60

c[g.17] 10 15 20 25 30 35 40

Graf 6 - Ristova kifivka L. casei v médiu s laktozou v sedmi riznych koncentracich (zdvislost

koncentrace susiny biomasy na case)
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Z grafu 6, podobné jako zgrafu 5, nelze vizualné rozlisit zacatek exponencialni faze
rustovych kiivek, ale jeji konec nastava v 20. hoding.

Nejvyssi narast biomasy byl pozorovan v médiu s koncentraci laktézy 25 g.I" a maximalni
vypo&itana koncentrace dosahuje hodnoty 2,59 g.1™.

Nejnizsiho ristu se dosahlo v médiu s koncentraci laktézy 10 g.I™" a nejvyssi koncentrace
sudiny biomasy byla uréena na 1,25 g.I?, coZ je pfiblizn& o polovinu méné jako u média,
kde byl nejvyssi rast. V tomto piipadé dochazi k limitaci ristu nizkou koncentraci substratu.
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3.2 Identifikace modelu

3.2.1 Model exponencialniho ristu

Hodnoty maximalni specifické rustové rychlosti umax @ pocatecni koncentrace
mikroorganismu Xo byly ziskané pomoci programu MATLAB a jeho aplikace Curve Fitting
toolbox. VSechny hodnoty jsou uvedeny v tabulce 9.

Nejvyssi maximalni specifickd rustova rychlost v pfipadé zdroje uhliku glukézy byla
zjisténa pii po&ateéni koncentraci glukozy 10 g.I™, a to 0,1627 h™. Pogatedni koncentrace
glukézy v kultivaénim médiu. Nejnizs§i max. specifické rastové rychlosti bylo dosazeno
v médiu s koncentraci glukézy 40 g.I" a pfi této koncentraci se dosahlo i nejvyssi pocateéni
koncentrace mikroorganismu 0,3085 g.I™.

Pfi pouziti xylozy v kultivatnim médiu pro L.casei, byla nejvyssi umax dosaZzena
pii po&atecni koncentraci xylozy 10 g.I™. V tomto piipadé bylo dosazené i nejnizsi po&atecni

v v

cvwr

pii poateéni koncentraci laktozy 10 g.I"", pfiemZ koncentrace mikroorganismu na za¢atku
kultivace byla vtomto piipadé nejvyssi, a to 0,2467 g.0™. Nejvy$si umax byla zjisténa
pii koncentraci laktézy 35 g.I" a dosahuje hodnoty 0,1381 h™. Pii koncentraci laktozy 35 g.I™
je dosaZena zaroveti nejnizsi po¢ateéni koncentrace L. casei, 0,1344 g.1™.

Tabulka 9 - Hodnoty parametrii modelu exponencidlniho riistu

Glukoéza Xyléza Laktoza
cloM] | pmex[h™] | Xo[01"] | pmax[h™] | Xo[917] | pmax[h™] | Xo[g.I"]
10 0,1627 0,2175 0,1458 0,09392 0,0914 0,2467
15 0,1545 0,2996 0,1172 0,13 0,111 0,1719
20 0,1501 0,2451 0,1251 0,1032 0,1181 0,2085
25 0,1385 0,2883 0,1108 0,1266 0,1346 0,1755
30 0,1405 0,2753 0,1112 0,136 0,1374 0,1473
35 0,136 0,2731 0,09801 0,1285 0,1381 0,1344
40 0,1328 0,3085 0,1101 0,1114 0,1115 0,1891

Ze ziskanych hodnot lze tedy konstatovat, Ze nejvysSi maximalni specifické rtistové
rychlosti bylo dosazeno za pouziti glukdzy v kultiva¢nim médiu, a taky se v tomto piipadé
dosahovalo nejvyssich hodnot pocateéni koncentrace mikroorganismu. Za pouziti laktozy
v médiu se v priméru dosahovalo vysSich hodnot umax @ Xo, jako u xylézy.

Graf 7 slouzi jako ukazka prolozeni dat modelem exponencialniho rastu. Jsou v ném
zobrazeny modelované exponencialni faze pii pouziti substratu glukozy, laktozy a xylézy
pro porovnani.
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Graf 7 Ukézka proloZeni dat modelem exponencidlniho riistu
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V grafu 7 je vynesena zavislost koncentrace suSiny mikroorganismi na ¢ase. Jsou tam
zobrazeny exponencialni faze L. casie pii kultivaci v médiu s glukdzou, laktdézou a xyl6zou,
pti¢emz viech zdroje uhliku byly v po¢ateéni koncentraci 20 g.I™.

V tomto piipadé¢ Ize vidét, Zze model exponencidlniho rlstu nejpiesnéji proklada
exponencialni fazi pii pouZiti laktozy a xyldzy, pti€emz pfi téchto substratech byl nizsi narast
mikroorganism, jako pfi pouZiti glukozy.

V grafu 8 je zobrazena zavislost max. specifické rastové rychlosti na koncentraci
prislusného substratu pouZzitého v kultivaénim médiu pro L. casei.

Graf 8 - Zavislost umax Na koncentraci substratu
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Z grafu 8 lze vidét, ze pii glukdze jako substratu se hodnota umax ShiZuje se zvysujici
se pocateni koncentraci glukozy. KdyZz byla substratem laktdéza, hodnota umax Stoupala
se stoupajici po&ateéni koncentraci laktozy, pficemz pii koncentracich 25, 30, 35 g.I™ jsou
hodnoty smax velmi podobné a pii koncentraci 40 g.I" velikost umax klesla. Pfi pouziti xylozy

Cvwr

3.2.2 Monodiv model

Hodnoty maximalni specifické rastové rychlosti umax, saturacni koncentrace K a pocatecni
koncentrace mikroorganismu Xo byly vypocitané pomoci MATLABu a vSechny hodnoty jsou
uvedeny v tabulce 10. Hodnoty Xo jsou v pievazné vétsing totozné s hodnotami Xo pii pouziti
modelu exponencialniho riistu, nebo se 1is§i hodnotou na ¢tvrtém desetinném miste.

Nejvyssi umax V piipadé glukozy v médiu byla dosazena pii pocateéni koncentraci glukozy
10 g.I"", ato 0,1777 h™. Pocateni koncentrace mikroorganismu v tomto piipadé dosahla
nejnizsi hodnoty 0,2174 g.I"". Nejniz$i max. specifické ristové rychlosti 0,1354 h™ bylo
dosaZeno v médiu s koncentraci glukézy 40 g.I" a v tomto piipadé bylo dosaZeno i nejvyssi
pocatecni koncentrace mikroorganismi 0,3086 g.1™.

Pfi pouziti xylozy v Zivném médiu pro L.casei, byla nejvys$si smax, 0,1523 h™, zjisténa
pocate&ni koncentraci mikroorganismi 0,0939 g.I". Nejnizsi max. specificka riistova rychlost
dosahla hodnoty 0,0998 h™ pii koncentraci xylozy v médiu 35 g.I™.

KdyZ substratem v kultivaénim médiu byla laktéza, nejniz$i hodnota umax, 0,0977 h', byla
zji§téna pi pocatedni koncentraci laktozy 10 g.I™, p¥i¢emZ koncentrace mikroorganismu
na za¢atku kultivace, 0,2468 g.I", je v tomto piipadé nejvyssi. Nejvyssi umax byla zjiténa
pii koncentraci laktdzy 30 g.I" a dosahuje hodnoty 0,1411 h™', pfig¢emz pii této koncentraci
byla dosaZena zarovei nejniz§i po&atedni koncentrace L. casei 0,1344 g.I™.

Cvwr

hodnot se dosahuje pfi pouziti xylozy.

Tabulka 10 - Hodnoty parametri pri pouziti Monodova modelu
Glukdza Xyl6za Laktoza
C Wmax Xo Ks Mmax Xo Ks Mmax Xo Ks

[9."] | [0 | [g1"] | [g1"] | [ | [@1"] | [91"] | [h] | [g.I"] | [g.I"]
10 0,1777 |0,2174 | 0,9224 | 0,1523 |0,0939 | 0,4509 | 0,0977 |0,2468 | 0,6832
15 0,161 |0,2996 | 0,6254 | 0,1223 |0,1300 | 0,6540 | 0,1161 |0,1719|0,6962
20 0,1569 | 0,2451 | 0,9118 | 0,1283 | 0,1032 | 0,5132 | 0,1229 |0,2085 | 0,8083
25 0,143 |0,2883| 0,8166 | 0,1134 |0,1265 | 0,5868 | 0,1393 | 0,1755|0,8619
30 0,1451 | 0,2754 | 0,983 | 0,1132 | 0,136 | 0,5468 | 0,1411 |0,1473|0,8145
35 0,1398 | 0,2731 | 0,9826 | 0,0998 |0,1285 | 0,6281 | 0,1408 | 0,1344 |0,6677
40 0,1354 | 0,3086 | 0,9577 | 0,1116 |0,1114|0,5391 | 0,1131 |0,1891|0,5519

Ze zjisténych dat lze konstatovat stejné zavéry jako pfi modelu exponencidlniho rastu.
V grafu 9 jsou zobrazeny data exponencialni faze proloZzené Monodovym modelem.
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Pro vizualni ukazku prolozeni dat modelem v programu MATLAB byly vybrané naméiené
data exponencialnich fazi pti pouziti substratu glukézy, laktozy a xylozy pii koncentraci
20 g.I™.

Graf 9 - Ukazka proloZeni dat Monodovym modelem
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Z grafu 9 je vidét, ze Monodiv model nejlépe proklada exponencialni fazi pii kultivaci
L. casei Vv pifitomnosti laktozy. V ptipadé pouZiti glukdzy v kultivatnim médiu se data
exponenciélni faze odchyluji od modelu nejvic.

V grafu 10 je vynesena zavislost max. specifické rdstové rychlosti na koncentraci
prislusného substratu pouzitého v Zivném médiu pro L. casei.

Graf 10 - Zavislost uyax Na koncentraci pouZitého substratu
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Graf 10 ma stejné charakteristiky jako graf 8. Jedinym rozdilem jsou o néco vyssi hodnoty
maximalnich specifickych riistovych rychlosti.

3.2.3 Tessieriuv model

Hodnoty parametrl ymax, Ks @ Xo byly vypocitané pomoci MATLABu a vSechny hodnoty
jsou uvedeny v tabulce 11. Hodnoty Xo a umax jsou v pievazné vétsing totozné s hodnotami Xo
a Umax pT1 pouziti modelu exponencidlniho rustu.
exponencialniho ristu.

Hodnoty Ks jsou ve vSech ptipadech pouzitého substratu nizsi jako pfi Monodovém
modelu. V priméru se nejvyssich hodnot satura¢ni konstanty dosahuje pii pouZiti glukozy
jako substratu, pak pii pouziti laktézy a nejnizsi hodnoty byly zjiStény pii xyloze.

V grafu 11 je vynesena zavislost koncentrace mikroorganismu na ¢ase. Graf slouZi jako
vizualni ukézka proloZeni dat Tessierovym modelem v programu MATLAB. Pro ukédzku byly
modelované data exponencialnich fazi pti pouziti substratu glukozy, laktozy a xylozy
pii koncentraci 20 g.1™.

Tabulka 11 - Hodnoty parametrii pri pouziti Tessierova modelu
Glukdza Xyl6za Laktoza

C Pmax Xo Ks Mmax Xo Ks Mmax Xo Ks

01" | [0 | [01" | 91" | [0 | [g1"] | [T | [ | [g.1"] | [9.17]
10 |0,1627|0,2175 | 0,8676 | 0,1458 | 0,0939 | 0,4108 | 0,0915 | 0,2463 | 0,5470
15 0,1545 | 0,2996 | 0,5577 | 0,1172 | 0,1300 | 0,5797 | 0,1110 | 0,1719 | 0,5861
20 |0,1501 | 0,2451 | 0,8068 | 0,1251 | 0,1032 | 0,4893 | 0,1181 | 0,2085 | 0,6878
25 0,1385 | 0,2884 | 0,6820 | 0,1108 | 0,1266 | 0,5328 | 0,1346 | 0,1755 | 0,8256
30 0,1405 | 0,2754 | 0,9816 | 0,1111 | 0,1360 | 0,4711 | 0,1374 | 0,1473 | 0,6664
35 0,1360 | 0,2731 | 0,9686 | 0,0979 | 0,1285 | 0,5186 | 0,1381 | 0,1344 | 0,4985
40 0,1328 | 0,3086 | 0,7805 | 0,1101 | 0,1114 | 0,3986 | 0,1116 | 0,1891 | 0,4325
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Graf 11 - Zobrazeni proloZeni dat Tessierovym modelem
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Graf 11 zobrazuje stejné prolozeni dat, jako pfi pouziti Monodova modelu, a tedy
charakteristiky jsou stejné jako pti graf 9.

V grafu 12 je vynesend zavislost umax Na koncentraci pouzitého substratu v kultivaénim
médiu pro L. casei.

Graf 12 - Zavislost umax Na koncentraci pouzitého substratu
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Graf 12 je zcela totozny s grafem 8, protoze zjisténé hodnoty parametru umax jSOU Stejne,
jako pfi modelu exponencialniho ristu.

V grafu 13 je zobrazeny model exponencidlniho rastu, Monodiv a Tessiertv model
pii pouziti xylézy v médiu v koncentraci 15 g.I". Graf slouZi k vizudlnimu porovnani model.

Graf 13 - Grafické zobrazeni vsech tiech modelii pri pouziti xylozy v médiu v koncentraci 15 g.I*

Z grafu 13 lze vidét, Ze modely jsou velmi podobné. Cervenou kiivkou je oznaleny
Tessiertv model, ktery se od modelu exponencidlniho rastu (modré kiivka) a Monodova
modelu (Cerna prerusovana kiivka) lisi nejvic. Monodiiv model a model exponencidlniho
rustu se prekryvaji.
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3.3 Statistické porovnani modelii

Program MATLAB umoznil z&kladni statistiku jednotlivych modelt. Tato statistika méla
slouZit k porovnani pfesnosti modeld, avsak hodnoty SSE (suma ¢tvercu rezidui) a koeficient
determinace R? byly ve viech tfech modelech stejné na 4 a7 5 desetinnych mist a jsou
uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 - Hodnoty SSE a koeficientu determinace (plati pro vSechny pouzité modely)

Glukdza Xyl6za Laktdza
c[g.I"] SSE R? SSE R? SSE R?
10 0,2528 0,955 0,009187 0,9622 0,05768 0,9322
15 0,4977 0,9394 0,000717 0,9953 0,01219 0,9887
20 0,1748 0,9815 0,0181 0,943 0,0432 0,9872
25 0,6821 0,9256 0,0277 0,9047 0,01096 0,9978
30 0,6423 0,929 0,04181 0,8806 0,04436 0,9892
35 0,2263 0,9673 0,01617 0,9383 0,01663 0,9951
40 0,8352 0,9041 0,01112 0,9335 0,09368 0,9584

Z tabulky 12 lze vidét, ze hodnoty SSE jsou pii pouziti glukozy, jako substratu, o mnoho
vy$$i, nez pii pouziti xylozy nebo laktozy. Hodnota SSE blizZici se k 0 naznacuje, Ze model
ma mensi nahodné chybové slozky, a proto je vhodngjsi k predikci. Cim vyssi je hodnota
koeficientu determinace, tim ndm model 1épe vysvétluje variabilitu dat od praméru.
Pii pouziti xylozy nebo laktézy v médiu byla piesnost prolozeni dat modely vysoka, protozZe
se doséhlo nizkych hodnot SSE a pomérné vysokych hodnot koeficientu determinace.
Z téchto statistik vSak nelze urcit, ktery model je nepfesné;si.

V tabulkdch 13 a 14 se nachazeji statistiky RMSE a upraveny koeficient determinace.
Hodnoty téchto statistik se jiz vice odliSuji. Pro model exponencialniho riistu jsou hodnoty
statistiky v tabulce 13. Statistika RMSE a upraveny koeficient determinace je stejna pro
Tessieriv a Monodav model a hodnoty jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 13 - Hodnoty RMSE a Rgdj. pro model exponencidlniho ristu
Glukdza Xyl6za Laktoza
clol'l | RMSE | RZy; | RMSE | Riy RMSE R3gi.

10 0,2249 0,946 0,04792 0,9527 0,09805 0,9209

15 0,3155 0,9273 0,01339 0,9942 0,04507 0,9869

20 0,1707 0,9784 0,06017 0,9316 0,07856 0,9854

25 0,3372 0,9132 0,07443 0,8856 0,03957 0,9975

30 0,3272 0,9172 0,09144 0,8567 0,0796 0,9876

35 0,1942 0,9619 0,05191 0,9383 0,04873 0,9944

40 0,3731 0,8882 0,04715 0,9335 0,1157 0,9524
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adj.

Glukdza Xyléza Laktoza

clgl]| RMSE | RZ; | RMSE | RZy RMSE Ry

10 0,2514 0,9325 0,05534 0,937 0,1074 0,9051
15 0,3527 0,9091 0,01546 0,9922 0,04937 0,9842
20 0,187 0,974 0,06727 0,9145 0,08485 0,9829
25 0,3693 0,8958 0,08321 0,857 0,04274 0,9971
30 0,3584 0,9006 0,1022 0,8209 0,1473 0,9856
35 0,2127 0,9542 0,05686 0,9259 0,05264 0,9934

40 0,4087 0,8656 0,05272 0,9169 0,125 0,9445

Tabulka 14 - Hodnoty RMSE a RZ .. pro Monodiiv a Tessieriiv model

Cim niz3i je hodnota RMSE statistiky a ¢im vice se hodnota Rgdj. blizi k 1, tim je model

vhodné&jsi pro pouziti. Z tabulek 13 a 14 je tedy vidét, Ze statistika modelu exponenciéalniho
ristu obsahuje niz8i hodnoty RMSE a vyssi hodnoty upraveného koeficientu determinace,
jako tyto statistiky pro Monodiiv a Tessieriv model. Odchylky mezi hodnotami statistik
modelu exponencialniho ristu, Monodova a Tessierova modelu se liSi malo, avSak Ize
usoudit, Ze pro modelovani ristu mikroorganismu Lactobacillus casei za danych podminek,
je nejptesnéj$i model exponencialniho rastu z dtvodu nejmenSich kvadratickych chyb
a nejlepSiho proloZeni dat modelem.
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4 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo matematické modelovani rastu mikroorganismi, konkrétné
mikroorganismu druhu Lactobacillus casei CCM 4798. Bylo provedeno 21 kultivaci
vsadkovou technikou, pti¢emz bylo vyuZito v kultivaénich médiich tfech rtiznych substratu,
vZdy v sedmi riznych koncentracich. Jako substrat byly pouzité glukdza, xyloza a laktdza.

Vsechny kultivace probihaly 24 hodin, kdy ve v3ech ptipadech jiz probihala stacionarni
faze ristu. Rustové kiivky byly sestrojeny dvojim zplsobem, jako zdvislost Agp na Case
ajako zavislost koncentrace suSiny biomasy na Case. Dle rtstovych kiivek bylo zjisténo,
nartstu se dosahuje pfi pouziti xyloézy v kultiva¢nim médiu. Optimalni koncentrace pro rist
pii pouZiti glukdzy v médiu byla 20 g.I™, pti pouziti laktézy 25 g.I" a pii xyloze byl narist
L. casei témgf totozny v koncentracich 10-35 g.I™. Z riistovych kiivek lze dale konstatovat, e
ve v&t3ing piipadi pii koncentraci 10 g™ nastavé limitace riistu nizkou koncentraci substratu
a pii koncentraci 40 g.1™ jiz nastava inhibice riistu substratem. Exponenciélni faze p¥i pouZiti
glukozy v kultivaénim médiu nastava mezi 2. aZz 4. hodinou a kon¢i mezi 16. aZz 18. hodinou.
KdyZ se v médiu nachazela xyloza, jako zdroj uhliku, exponencialni faze probihala ptiblizné
mezi 4. az 14. hodinou. Pfi kultivaci Lactobacillus casei v kultivacnim médiu s laktozou
exponencidlni faze za¢ina mezi 2. aZ 4. hodinou a kon¢i v hoding¢ 20. Z vysledka lze
konstatovat, ze nejdelsi exponencialni faze ristu probihala v médiu s laktézou.

Pro modelovani exponencialni faze ristové kiivky byly vybrané tfi modely, a to model
exponencialniho ristu, Monodiiv model a Tessieriv model. Modelovani bylo provadéno
v programu MATLAB pomoci aplikace Curve Fitting toolbox. Program vypocital hodnoty
parametri v jednotlivych modelech s 95 % pravdépodobnosti. Hodnoty parametrti maximalni
specifické riistové rychlosti umax @ poc¢ateni koncentrace mikroorganismu Xo vypocitanych
z modelu exponencidlniho rustu a Tessierova modelu byly stejné. Hodnoty maximalni
specifické rastové rychlosti vypocitané z Monodova modelu byly vyssi nez u piredchéazejicich
modelt, ale hodnota parametru xo se ve vétsin¢ piipadu shodovala s hodnotami vypocitanych
pomoci modelu exponencialniho ristu i Tessierova modelu. Hodnoty maximalni specifické
rustové rychlosti a pocatecni koncentrace mikroorganismu byly nejvyssi pfi substratu glukéze
a nejnizsi pii substratu xyloze. Saturacni konstanta Ks byla pocitana v pfipadé Monodova
a Tessierova modelu. Hodnoty K byly vyssi pti pouziti Monodova modelu. Nejvyssi hodnoty
Ks byly opét zaznamenany pii glukoze v kultivaénim médiu a nejnizsi pii pouziti xylozy.

Dle statistiky modelu exponencidlniho rustu vime, Ze obsahoval o néco mensi stiedni
kvadratickou chybu a vy$8i hodnotu upraveného koeficientu determinace, ¢im se model stal
nejvhodnéjSim k pouziti. Monodiv a Tessieriv model byly hlavné pii pouziti xylozy a
laktozy v kultivacnim médiu pti kultivace taky velmi piesné, coz dokazuji malé odchylky
Vv jejich statistice od modelu exponencialniho rustu.

Z naméfenych a vypocitanych dat Ize konstatovat, ze nejlepSim substratem pro kultivaci
Lactobacillus casei je glukéza. Optimalni koncentrace, pii které bylo dosaZzeno nejvyssiho
narastu, byla 20 g1, coz odpovida hodnoté koncentrace v doporuteném médiu pro kultivaci
laktobacili. Ze statistiky Ize usoudit, ze model exponencidlniho rGstu byl nejvhodnéjsi
pro matematické modelovani ristu Lactobacillus casie.
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POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

NAD", NADH nikotinamidadenindinukleotid

S,s koncentrace substratu [g.1"']

So, So pocate¢ni koncentrace substratu [g.1™]
X koncentrace biomasy [g.1™]

Xo po&ateeni koncentrace biomasy [g.1™]
[O] koncentrace rozpus§téného kysliku [g.1™]
P koncentrace produktu [g.1']

t ¢as [h]

k rychlostni konstanta [h™]

K konstanta vytéznosti [1]

r po&et d&leni za jednotku Gasu [h™]

n genera¢ni doba [h]

M specificka riistova rychlost [h™]

Mmax maximalni specificka riistova rychlost [h™]
Ks saturaéni koncentrace [g.1™]

Yxis vytéznostni koeficient biomasy ze substratu [1]
c koncentrace limitujici Ziviny [g.1™]

G-C guanin - cytosin

L. casie Lactobacillus casie

SSR soucet Ctvercl regrese

SST celkovy soucet Ctverct

SSE suma ctvercii rezidui

RMSE efektivni hodnota chyby

MSE stiedni kvadraticka chyba

R koeficient determinace

R gdj. upraveny koeficient determinace
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