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ABSTRAKT

Cilem bakalaiské prace bylo matematické modelovani rastu mikroorganismu, konkrétné
druhu Lactobacillus casei CCM 4798. Mikroorganismus byl kultivovan v Erlenmeyerovych
batikach technikou vsadkové kultivace. Zivné média byly sloZené z doporuéenych chemikali
pro rust laktobacild, s riznou koncentraci pouzitého substratu. Nasledné byly stanoveny
rastové kiivky dvéma zpusoby, jako zavislost optické hustoty na Case a koncentrace suSiny
biomasy na Case. Byly vybrané tfi vhodné modely, a to model exponencialniho ristu,
Monodtuv model a Tessieriv model. Déle byla pomoci programu MATLAB, aplikace Curve
Fitting toolbox a matematickych modeli modelovana exponencialni faze rastovych kfivek.
Dle statistiky v programu MATLAB bylo zjisténo, ze nejlepsi prolozeni dat ndm umozZnil
model exponencialniho ristu.

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
Ruistova 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 cCasto vyuZivané, avSak nebylo tomu
tak i v minulosti. Toto odvétvi matematiky se stale rozviji a ovliviiyje ho najmé vyvoj
a zdokonalovani vypocetni techniky (IT), kterd tento proces ulehfuje a poskytuje nam
presnéjsi vysledky s mozZnosti vizualizace.

Matematické modely se vyuzivaji v mnoha oborech pfirodnich, technickych,
ekonomickych i socidlnich véd. Umoziluje ndm matematicky proniknout do podstaty
problému a ziskat potfebné a uzite¢né informace o zkoumaném problému. Matematické
modelovani se stalo dulezitou soucasti pfi modelovani a simulacich systému, analyzach
a predpovidani procest, chovani druht nebo stavi spoleCenstev. Modelovani se muze uplatnit
od zkoumani mikrosvéta po systémy velkych rozmért, jako jsou zemétieseni nebo tvoreni
hvézdnych mlhovin, ale nachazi uplatnéni i v socialnich vyzkumech vcetné jevii poznani
a psychiky.

Mikrobidlni procesy se popisuji matematickym modelem velmi obtizn€, protoze se jedna
0 zivy systém a je nemozné do modelu zahrnout vSechny vlivy pusobici na procesy. V praxi
Casto staCi, kdyz matematicky model vystihuje dalezité vlastnosti a podstatné charakteristiky
procesu. Takovy matematicky model je pro studium vlivl, k predikci prabéhu procesu
a pro analyzu uziteCny.

Navzdory tomu, Ze rast mikroorganismu je slozity proces, lze jej celkem dobfe popsat
relativné jednoduchymi modely. Kinetické modely zahrnuji nejbéznéji pouzivané
matematické modely vyuzivané pro modelovani ristu mikroorganisma. Obsahuji
matematicky popis chovani pozorovaného systému a jsou reprezentovdny souborem
empiricky odvozenych zakont.

Pro modelovani ristu mikroorganismu se hojné vyuziva nestrukturovanych kinetickych
modelt, které pavodné byly navrhnuté jenom k predikci specifické rustové rychlosti, ktera
patii mezi hlavni parametry ristu mikroorganisma.

Mezi dalezité charakteristiky ristu mikroorganismi se kromé specifické rustové rychlosti
zatazuje 1 generaCni doba, celkovy nartst a ristova kifivka. Ruistova kfivka se sklada
z n¢kolika fazi, pfiCemz pro modelovani ristu se pouziva faze exponencialniho rustu, ktera
je charakteristicka po cely Cas nejvyssi a konstantni specifickou ristovou rychlosti.

Cilem této prace bude matematické modelovani ristu mikroorganismu Lactobacillus casei,
optimalizace parametri matematickych model a ur¢eni modelu, ktery rist mikroorganismu
popisuje co nejpresnéji.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Kultivace

Kultivace je proces péstovani mikroorganismii pii vhodnych podminkach. Procesu
predchazi naockovani mikroorganismi na zivné médium. Ockovani nebo inokulace znamena
pfenos mikroorganismid daného druhu (Cisté kultury) z prostiedi, v kterém se udrzovaly,
do sterilniho kultivaéniho média. [1], [2]

Kultivacni neboli zivné média jsou zdrojem energie a zivin potiebnych pro rast
mikroorganismi. Kultivace mohou probihat v tekutém a na pevném kultivaénim médiu,
pficemz tekuté je sloZeno se smési zivin rozpusténych v kapalin€ (napt. ve vodé) a pevné
je obohaceny agarovy gel o potiebné ziviny. Pfi pouziti tekutého média se rust
mikroorganismi projevuje zakalem, u pevnych médii pozorujeme narostlé kolonie. [1], [2]

Hlavni faktory ovliviiujici rist a rozmnozovani mikroorganismi jsou teplota vnéjsiho
prostiedi, pristup kysliku a dostupnost zivin. Podle pritomnosti kysliku pfi rastu
mikroorganismi kultivace rozdé€lujeme na aerobni a anaerobni. Aerobni kultivace probiha
v pritomnosti kysliku a anaerobni bez pfistupu kysliku. [1], [2]

Kultivacni techniky rozdélujeme:

1) Povrchova technika:

Tato technika umoziuje péstovat mikroorganismy na povrchu zivného média (kapalného
nebo pevného). Povrchovd kultivace probihd v klidu, coz znamena, ze obsah kultivacni
nadoby neni promichavan nebo pozménovan v prubéhu ristu mikroorganismi. Zpusob
kultivace je komplikovany a pro prumyslové ucely se Casto nepouziva. Uziva se napiiklad
pfi vyrobeé nékterych enzymu. [1], [2]

2) Submersni technika:

Mikroorganismy jsou kultivovdny v kapalném médiu za stdlého michani. Michdnim
se zajistuje homogenita obsahu reaktoru nebo kultiva¢ni nadoby, a také se zlepSuje transport
Zivin k mikroorganismu. [1], [2]

Aerobni mikroorganismy potfebuji k ristu a rozmnozovani kyslik, jehoz pfistup
se zajistuje aeraci (provzdusnovanim). Rozpustnost kysliku ve vod€ je nizka. Intenzivni
provzdusiiovani se zajistuje vhanénim stlaceného vzduchu u dna a jeho rozptylenim ve formé
malych bublin v celém objemu Zivného média. [2]

Submersni kultivac¢ni technika je vyuzivana pro pramyslové velkoobjemové procesy,
jako jsou vyroba biomasy a bilkovin, fermenta¢ni vyroby, produkce antibiotik, zpracovani
odpada atd. Techniku lze realizovat vsddkovou (A), pritokovou (B) nebo kontinudlni (C)
kultivaci. [2]

A) Vsadkova (batch) kultivace:

Probiha v uzavieném systému, do kterého se v prubé&hu kultivace nezasahuje, a tedy objem
vsddky je konstantni. Mikroorganismus je nao¢kovan do kultiva¢ni nadoby s zivhym médiem
a behem rastu a rozmnoZzovani jsou vyCerpany dostupné ziviny. Podminky kultivace se tedy
méni v jejim prubéhu. Mikroorganismus produkuje zplodiny metabolismu, které se hromad{



v kultivacnim médiu a mohou pusobit na rist inhibi¢né. Po dosazeni urcitych parametri nebo
spotfebovani substratu se proces prerusi, vyrostld a namnozend kultura se vypusti z kultivacni
nadoby a ddle se zpracuje. [1], [2], [3]

Mezi vyhody batch uspotadani patii snadno sterilizovatelné médium; nizsi spotfeba média,
jako pfi kontinualni nebo pfitokové kultivaci; redukovdno nebezpeci kontaminaci a mutaci;
1ze snadno meénit podminky v jednotlivych vsadkach. [4]

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

x, 5. [0] (g1): P (2 FLhY); (i)

t [hl

Obrazek 1 - Koncentracni profily simulované vsdadkové fermentace [4]
s — koncentrace substrdtu (g. I ), X — koncentrace biomasy (g. I ), [O] — koncentrace
rozpusténého kysliku (g.I''), P — koncentrace produktu (g.I" k"), u — specificka riistova
rychlost ( I )

B) Pritokova (fed-batch) kultivace:

V prabéhu fed-batch kultivace je do systému kontinualné, diskontinualn€ nebo podle
optimalizovaného algoritmu pfidavana jedna nebo vice Zivin a produkt zistava v bioreaktoru
az do konce procesu kultivace. Pfitok substratu mize byt regulovan piimo, méfenim jeho
koncentrace v bioreaktoru a uskute¢néni piislusnych zasaht v rezimu nastfiku nebo mize byt
regulovan nepfimo, pomoci jinych parametri jako je napfiklad pH. Objem bioreaktoru nen{
konstantni, ale s Gasem se zvétduje. Rizenou zménou koncentrace Zivin v bioreaktoru mézeme
ovlivnit vytézek nebo produktivitu zadaného metabolitu. [3], [4]



C) Kontinualni (prutokova) kultivace:

Je realizovana jako otevieny systém, kde dochazi k nepfetrzitému doddvani Zivin formou
kultivaéniho média a zarovenl k plynulému odvadéni pozménéného média metabolickou
¢innosti mikroorganisma spolu s ¢asti biomasy. Rychlost pfitoku a odtoku z bioreaktoru
je stejnd, a tedy jeho objem je konstantni. Systém je stabilizovén limitaci jednoho zdkladniho
substratu a buiky rostou pii konstantnich podminkach prostredi. [2], [3], [4]

Podle usporadani rozliSujeme homokontinudlni kultivaci, pii které se v celém objemu
v dasledku dukladného michani nachazi homogenni kultura, nebo heterokontinudini kultivaci,
kde se nachazi v objemu rizné slozeni kultury. [2]

Vyhody kontinudlni kultivace spocivaji hlavné vtom, ze odpadaji Casové ztraty
(Cas na plnéni, vyprazdiiovani bioreaktoru, jeho Ccisténi a sterilizaci). Velkou vyhodou
je moznost automatizace procesu. Pritokova kultivace je vyuzivana pro vyroby, kdy Zadanym
produktem je samotny mikroorganismus (napf. pekaifské drozdi), nebo metabolity, které
se tvori v prubé&hu rustu bunék (fermentacni produkty). [2], [4]

1.2 Fermentace

Fermentace neboli kvaseni je jednim ze zakladnich typi energetického metabolismu
mikroorganismi. Fermentace je definovana jako metabolicky proces uvoliujici energii,
ve kterém jsou organické slouCeniny donory elektrond a jiné organické slouceniny jsou
akceptory elektronti. SlouCeniny, které vystupuji jako donory/akceptory jsou obycejné dva
rozdilné metabolity vznikajici ze zkvasitelného substratu. Pocatecnimi substraty mohou byt
sacharidy, jejich derivaty nebo produkty jejich metabolismu. Nekteré bakterie dokazou
fermentovat i organické latky, jako jsou aminokyseliny, organické Kkyseliny, puriny
a pyrimidiny. Kvaseni probiha za striktné anaerobnich podminek, tj. bez pfistupu kysliku.
Pfi fermentaci dochdzi k vyuziti pyruvatu z procesu glykolyzy, ale v nékterych piipadech
se muze vyuzit i reakci pentosového cyklu nebo Entner-Doudoroffovy cesty. [2], [5]

Glykolytickou drahou se preméiuje glukosa na pyruvat za soucasné tvorby dvou molekul
ATP. Tvorba ATP ma z energetického hlediska velky vyznam. Pfi fermentaci vznikaji dvé
molekuly ATP zjedné molekuly glukosy. ATP wvznik4d tak, ze se na ADP pienesou
fosforeCnanové zbytky z fosforylovanych meziprodukta, které vznikaji v prabéhu Stépeni
substratu. Proces vzniku ATP pfi fermentaci nazyvame fosforylace na substratové urovni
neboli substratova fosforylace. Pro pokracovani glykolyzy, je nutné regenerovat NAD", ktery
se redukoval na NADH. Za anaerobnich podminek se NAD" doplfiuje redukénimi reakcemi
pyruvatu, které povazujeme za pokracovani glykolyzy. [7]

Kvaseni se muze uskutecniovat v burikach vSech organismu, avsak v primyslu se vyuZivaji
vyhradné mikroorganismy. Skupiny fermentujicich mikroorganismt, které se nejcastéji
pouZzivaji, jsou bakterie, kvasinky a plisné. [2], [5]

Fermentujici mikroorganismy obsahuji genetickou informaci pro pfipravu specifickych
fermentacnich produktd a nejsou schopny produkovat jiné. Dokdzou kvaSenim preménit
sacharidy na karboxylové kyseliny, alkoholy, ketony, oxid uhli¢ity a molekulovy vodik.
Mikroorganismy musi v prubéhu fermentace produkovat enzym, ktery je schopny katalyzovat
tyto reakce. Produkty fermentace daného mikroorganismu zdvisi na podminkdch,
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jako jsou pouzity substrat, pocateCni pH a jeho zména v pribéhu procesu nebo v né€kterych
ptipadech i pfitomnost anorganickych ionti nebo organickych rastovych faktora. [2]

Zname ruzné druhy fermentaci, pficemz 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 pyruvitu jako alkoholové kvasSeni nebo redukce
pyruvatu na kyselinu mlécnou, tedy mlécné kvaseni. [7]
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Obrazek 2 - Glykolyticka drdha a ndsledné premény kyseliny pyrohroznové v anaerobnim
prostredi [6]
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1.2.1 Mlé¢na fermentace

Pii mlécné fermentaci se jako akceptor vodiku z molekuly NADH vyuZziva pyruvét vznikly
procesem glykolyzy. Pyruvat se pfeméfiuje na laktat, pfi¢emz se NADH oxiduje na NAD".
Reakci katalyzuje enzym laktatdehydrogenasa s absolutni stereospecifitou. [2], [7]

Laktat je pravdépodobné nejbéznéjsim produktem fermentace sacharidi. MIlécné
fermentace je schopna heterogenni skupina mikroorganismu, nazyvanych mlécné bakterie
(laktobacily, Lactobacteriaceae), s komplexnimi naroky na vyzivu. Bakterie mlécného
kvaseni neobsahuji cytochromy, a tim ani dychaci fetézec. Chybé&ji jim téz anabolické drahy.
Patfi do skupiny pftisné fermentujicich mikroorganismu. [5]

Mlécné bakterie jsou schopny zkvaSovat cukry obligatné homofermentativn€, obligatné
heterofermentativné a fakultativné heterofermentativne. [2], [7]

B
AT

P

A

6-P-glukonat

Fruktoza 6-P

ATP
NADH

Fruktéza 1,6-BP
Xyluloza 5-P
A Ethanol

Glyceraldehyd-P €——>» Dihydroxyaceton-P
Glyceraldehyd-P Acetyl-P 2 NADH

'
&) 4ATP A
s 2 NADH 5 ATP PO ATP
yﬂl\’:—lt NADIH v

Pyruvat “ I
LDH 2 NADH y I éc_erft_ e,
LDH /NADH

2 Laktat v
l Laktat l

ﬁ\

C NADH

([ PFL |

[ PDH
NADH
Acetyl-CoA
2 NADH
ATP.
[ Acetat ] [ Etanol ]

Obrazek 3 - Katabolické drdhy bakterii mlécného kvaseni [9]
A) Obligatné homofermentativni, B) Obligatné heterofermentativni,
C) Fakultativné heterofermentativni
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Homofermentativnim mléénym kvasenim (Obrazek 3A) se zkvasuje glukéza na laktat,
ktery je jedinym produktem reakce. Z jedné molekuly glukézy vznikaji dvé molekuly laktatu.
Mlécné bakterie tvoii prevazné D-laktat, pfiCemz zivoCichy tvofi pfi nedostatku kysliku
vyhradné L-formu laktitu. Homofermentativni mlécné bakterie se vyuZzivaji pro kvasnou
vyrobu kyseliny mlécné. [2], [7], [9]

Heterofermentativni mlécnou fermentaci (Obrazek 3B) vyuzivaji nékteré laktobacily, které
neobsahuji glykolyticky enzym a glukézu odbourdvaji ¢asti pentosového cyklu a casti
glykolytického systému. Proto se na laktat nepfeméniuje vSechna glukosa, ale jenom jeji ¢ast
a ze zbytku se vytvoii ethanol a oxid uhlicity nebo acetat a oxid uhlicity. Vysledné produkty
vznikaji v molarnim pomeéru 1:1:1. Heterofermentativni mlééné kvaseni uskutectiuji mnohé
mlécné bakterie rodu Leuconostoc a nékteré druhy rodu Lactobacillus. [2], [5], [9]

Fakultativné heterotrofermentativniho kvaseni (Obriazek 3C) jsou schopny napiiklad
laktokoky. Tenhle zptsob kvaSeni se vyuziva pii nedostatku glukozy, kdy rist dale probiha
na dalSich sacharidech. Vedle kyseliny mlécné se vytvafi ethanol, acetat a formiat. [9]

Na mlécné fermentaci se zaklada syrafstvi a vyroba kvasenych mlécnych vyrobka jako
jsou kysané mléko, kefir nebo acidofilni mléko. Samovolné kvaseni se vyskytuje
pfi konzervaci napft. zeli, a zabratiuje mnozeni hnilobnych bakterii. [8]

1.2.2 Ethanolova fermentace

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

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

O-
L= Py At OsRar b oy £e TI Alkoholgahypiroganszs T
If:n \ a3 f=n a8 '-‘IH—GH
CHy CHy CH;
co
Pyruvat Acetaldehyd — — Ethanol

Obrazek 4 - Ethanolovd fermentace [2]
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Ethanolova fermentace patii mezi nejstar§i znamé technologie. Vyuzivaji se hlavné
kvasinky rodu Saccharomyces, ale taky jiné rody kvasinek, bakterii a plisni. S ethanolovym
kvasenim se setkdvdme jednak v pfipadé spontanniho mikrobialniho rozkladu kyselych
cukernych hmot, pfi zkvaSovani rmuti a §tav pii biologickych konservacnich procesech.
Ve velkém mefitku se ethanolové kvaseni vyuziva v primyslu pii vyrobé alkoholickych
napoju a samotného ethanolu pro Iékarské nebo potravinatské 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 pfinedostatku Zivin, nebo z divodu inhibi¢nich wcinku
zplodin jejich metabolismu. Maximdlni moznd koncentrace zivych bun€k v 1 ml média
u bakterii dosahuje fadu 10” a u kvasinek 10°. Kdyz pieneseme butiky z prostfedi, kde se jiz
nemohou rozmnozovat do optimalnich ristovych podminek, nedochazi vSak k okamzitému
rastu pii maximalni rychlosti. Pfi grafickém znazornéni ristu bunék se na osu x nanasi Cas ()
a na osu y logaritmus poctu zivych bunék (log (x)) v1 ml. Vznikly graf nazyvdme
rustovou krivkou. [8]

Rustova kfivka se sklada z nékolika useku:

1) Lag faze (adaptacni faze):

Lag faze je prvni usek rastové kiivky, tzv. adaptacni faze, kdy se buiky jeste
nerozmnozuji. Touto fazi prochdzi mikroorganismus vzdy po pieneseni do nového prostiedi
na zacatku kultivace. V tomto obdobi se buriky adaptuji na nové prostiedi, zvetSuji svij
objem, syntetizuji bilkoviny a indukovatelné enzymy. Rizné mikroorganismy mohou mit
razné dlouhou lag fazi. Zavisi to od fyziologického stavu bun€k, mnozstvim inokula, Casu
potiebného k syntéze enzymua a bilkovin a na slozeni zivného média. KdyZ se nachazi
bakteridlni kultura v prostfedi s dv€éma zdroji uhliku, projevi se tzv. diauxie. Ta zpusobuje
vznik dvou lag fazi a dvou exponencidlnich fazi, které jsou navzdjem oddéleny prechodnou
fazi. Pfi diauxii se nejprve vyuziva jednodussi substrat (napf. monosacharidy) a po jeho
vyCerpani se metabolismus  mikroorganismu adaptuje na  slozit€j$i  substrat
(napft. polysacharid). Pro tuto fazi plati vztah:

dx
-0

kde x je koncentrace mikroorganismu a ¢ je ¢as. [8], [10]

2) Faze zrychleného rustu:

Faze zrychleného rustu je kratké obdobi, ve kterém je péstovana kultura jiz plné
pfizptisobena podminkam prostiedi. Jejich vysokd fyziologickd aktivita je provazena
zvySenou citlivosti k neptiznivym faktoram prostiedi. V této fazi je rychlost rustu vétsi jako
rychlost rozmnoZovdni, a tedy buiiky jsou v priméru vétsi nez v jinych fazich. Cim obsahuje
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prostiedi méné zivin, tim je faze delSi. Faze zrychleného rastu predstavuje obdobi rustu
kultury, kdy je rychlost ristu mensi nez maximalni, coz Ize vyjadrit vztahem (2): [10]

e
dt dt max=exp (2)

3) Exponencialni faze (logaritmicka):

Usek rastové kiivky, ktery je charakterizovan tim, Ze buiiky maji nejvétsi a po cely &as
trvani konstantni specifickou rastovou rychlost. V pribéhu této faze maji bunky konstantni
velikost a téméf vSechny buriky v kultufe jsou zivé. Hodnota specifické mémé rastové
rychlosti zavisi na podminkach prostiedi (pH, teplota, koncentrace Zivin) a na genetickych
faktorech. Charakteristické pro tuto fazi je prebytek zivin. Kinetiku exponencidlni faze
1ze vyjadfit vztahem (3):

dx
k-

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

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

x=xq e “)

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

S

H= Hipax ﬁ (5)

kde 4, . je maximdlni specifickd riistova rychlost, K, je substriatovd konstanta neboli

saturacni koncentrace a S je koncentrace limitujiciho prvku. [8], [10]

4) Faze zpomaleného rustu (deklinacni):

Postupnym  vyCerpavanim zivin a zvySenym mnoZstvim metabolitd ztraceji
mikroorganismy schopnost udrzovat vysokou specifickou rustovou rychlost. Rychlost
rozmnozovani se snizuje, nebot nartsta poCet odumirajicich bunék. V nékterych ptipadech
se tésné po exponencialni fazi objevi fdze linedrniho rustu, kdy plati: [10]

15



dx
E = konst. 6)

Tato faze se fadi do faze zpomaleného rustu. Faze linearniho ristu se objevuje
napf. u vlaknitych mikroorganismu. [10]

5) Stacionarni faze:

Béhem stacionarni faze se pocet odumirajicich bunék vyrovna piirtistku bunék vzniklého
rozmnozovanim. V této fazi je tedy koncentrace mikroorganismu konstantni, a tudiZ mluvime
o tzv. maximalni populaci. [10]

dx
-0 7
0 )

Hodnota maximalni koncentrace mikroorganismu zalezi na n€kolika faktorech, jako jsou
koncentrace kysliku ptitomného v mediu, zdroje dusiku, koncentrace zdroje energie a uhliku,
hodnota pH. V této fazi jiz dochazi k limitaci n€kterym z faktord. Pro staciondrni fazi plati
vztah (8): [8], [10]

x=x0+Y%-S0 (8)

kde x je koncentrace mikroorganismi, Sy je pocateCni koncentrace substritu a Yy
N

je vytéznostni koeficient, ktery je definovan:

_dxldr  Ax x—X,
Y% dSidt AS S,-S

9

pfi¢emz zaporné znaménko naznacuje spotiebu substratu. [8], [10]

6) Faze odumirani:

Ve fazi odumirani se snizuje pocet zivych bunék. Celkovy pocet bunék muze zastat
nezméneéni a zmenSuje se az v tu dobu, kdy dochézi k lyzi mrtvych bunék. Rychlost déleni
klesa pod nulovou hodnotu, a tim se stivd negativni. Stav je zpusoben neustale zhorsujicimi
se podminkami prostfedi. V této fazi je snizena koncentrace Zivin pod kritickou hodnotu,
coz snizuje aktivitu mikrobialniho metabolismu a zptisobuje postupné odbourani reservnich
latek. Obycejné se tato faze vyjadiuje kinetikou 1. fadu: [5], [10]

dx
——u. -x 10
d Hq (10)
kde g, je rychlostni koeficient. Po integraci ziskdvame: [10]
= x et (11)

mac
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Obrazek 5 - Rustovd krivka. [15]
1 — lag faze, 2 — faze zrychlujiciho se riistu, 3 — exponencidlni fdze,
4 — fdaze zpomaleného ristu, 5 — staciondrni fdze, 6 — fdze odumirdni

1.3.2 Mikrobialni kinetika

V pfiznivych  podminkach se rostouci jednobunéna populace zdvojnasobuje
v pravidelnych intervalech. Ob¢& dcefiné buriky, vzniklé rozdélenim matetské burky, nesou
stejny rastovy potencial jako burika matefska. Kdyby populace vznikala praveé z jedné buriky,
nekolik prvnich déleni bude synchronizovanych, ale postupné se synchronnost vytrati
z dtvodu nepatrnych rozdil& mezi buiikami populace. Cas potiebny k zdvojndsobeni biomasy
nebo poctu bunék nazyvame stiedny Cas zdvojeni. [5]

Kdyz pocet bunék v 1 ml na zacatku exponencidlni faze oznacime jako xy, pak po jedné
generacni dobé je jejich pocet 2xy. Po n generacnich dobach je tedy pocet bunék roven 2"xy.
Po uplynuti Casu ¢ plati:

x=2""xg (12)

kde je r poCet déleni za jednotku casu (h). Ze vztahu vyplyva, ze logaritmus poctu bunek
se zvySuje v piime umere s poc¢tem generaci. [8]

Rychlost ristu v pruibéhu exponencialni faze ziskame derivaci predchozi rovnice (12)
podle Casu:

dx

dr = 2”rx0 In2 (13)
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Pokud za 2"x, dosadime x a rln2 nahradime veliinou u (specificka rychlost ristu)

dostavame rovnici (14):
ar Hx (14)

Z rovnice (14) vyplyva, ze rychlost rastu mikrobialni populace je v kterémkoliv momenté
exponencidlni faze imérnad poctu bunék v tomto momenté, a tedy i je konstantou umernosti.
Nasledné 1ze pocet bunek vypocitat integraci diferencidlni rovnice:

X dx t
o= (15)

z cehoz 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)
Obrazek 6 - Grafické zobrazeni exponencidalniho rustu (8]

x — pocet bunék v 1 ml, t — doba (h), tg o. — specificka riistovd rychlost

Zpomaleni, pfipadné Uplné zastaveni rozmnozovani, byva zpusobeno jednak vznikem
zplodin metabolismu, které inhibuji rozmnoZovani, jednak vyCerpanim zivin. Nejcastéji
dochdzi k vycCerpani ziviny, ktera je pfitomna v relativné nejnizsi koncentraci. [§]
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Celkovy narast (G) je linearni funkci pocateéni koncentrace limitujici Ziviny (c¢). Vztah
vyjadiujeme:

G = Kc (17)

kde K (konstanta vytéznosti) je vytéznost mikroorganismu na dané zivin€. 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 nardstem a koncentraci limitujici ziviny umoziuje
stanovit koncentraci pfitomné rustové latky v potravindch z nardstu vhodného auxotrofniho
mikroorganismu, ktery danou rastovou latku potiebuje. [8]

1.4 Matematicky model

Matematicky model je abstraktni analogii redlného procesu, predstavuje zobecnéni
experimentalnich vysledki a teoretickych tGvah o procesu a formuluje zavislosti mezi
proménnymi. K matematickému modelu patii i soubor udaji o vlastnostech procesu
(soustavy), které jsou nevyhnutné k jeho popisu a maji Casto formu parametrii vystupujicich
v daném modelu. Modely umoziiuji srozumitelny popis vSech faktorti dané situace. Umoziuji
nam odhalit vazby v studovaném systému. Modelovani se stalo soucCasti mnoha obort
napft. pfirodnich, technickych, ekonomickych a socialnich véd. Kazdy model obsahuje tfi
zakladni skupiny objektl: proménné a konstanty, matematické struktury a reseni. [12], [13]

V matematickém modelu rozliSujeme zdkladni skupiny proménnych: fidici, vstupni,
vystupni proménné aj. Matematické struktury v modelech nazyvdme omezujici podminky.
Délime je podle uzitého matematického aparatu z nékterého odvétvi matematiky na analytické
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, coZ ndm umozni jednoduSeji rozeznat zdkladni vlastnosti a strukturu
hledaného modelu. KdyZ se v modelu nachdzi misto konkrétnich c¢iselnych hodnot obecné
konstanty, nazyvame jej prdzdny matematicky model. V praxi byva nejobtiznéjsi ziskat praveé
hodnoty parametrt, pfiCemz odvozeni prazdného modelu byva pomérné jednoduché. Model,
ktery obsahuje Ciselné hodnoty vSech parametri modelovaného procesu, nazyvame objektové
orientovany model. [13]

Matematické modely Ize rozdé€lit na dva zéakladni druhy podle toho, zda zahrnuji ndhodné
veli¢iny na modely deterministické a stochastické. Dale 1ze tyto skupiny rozdélit podle vztahu
k prabéhu Casu (dynamické, statické) nebo spojitosti (spojité a diskrétni). Modely jsou
obvykle sloZzeny z proménnych, které jsou abstraktni analogii hledanych slozek daného
systému a operatorti nad témito proménnymi, které mohou reprezentovat algebraické funkce,
diferencidlni operatory, atd. Pokud operdtory v matematickém modelu jsou linedrni, mluvime
o linedrnich modelech, v opacném piipadé o modelech nelinedrnich. Ddle rozeznavame
modely se soustfedénymi (u homogennich modell) s distribuovanymi
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(u heterogennich modelll) parametry. Existuje jest€é mnoho druhti modelt, které se dale tridi
podle mnoha riznych kritérii. [12]

Deterministické modely jsou odvozeny na zakladé analyzy a matematického popisu
realného d¢je. Pii téchto modelech vychdzime z fyzikalnich, fyzikalné-chemickych
a chemickych zakont, které maji své matematické vyjadieni. V modelech jsou zahrnuté
vSechny vlivy ptisobici na systém a parametry jsou presné€ definované. Modely predpokladaji,
ze kdyz jsme schopni presn€ popsat hodnoty vstupt do soustavy, vime piesné urcit i hodnoty
vystupu. [13], [14]

Deterministické modely zivych systémt vychazeji ze spojitosti rastové kiivky a vyuzivaji
analytického zpasobu vyjadieni funkCnich zavislosti, diferencialnich rovnic a reak¢ni
kinetiky. Modely tedy vyuZzivaji vlastnosti primérnych bunék (zjistujeme analyzou prumérné
odebraného vzorku). Deterministického chovani se uvazuje pii modelovani vétSiny
chemickych zafizeni. Priklad deterministického modelu u = f(S):

S

M= Mo S+7KY (18)

kde S je koncentrace substratu, Ks a g jsou konstanty, xje mérna rastova rychlost. [10],

[12], [13]

Stochastické modely vyuzivaji predpokladu, ze v ptipadé, kdy jsme schopni presné urcit
vstupy do soustavy, mizeme urcit jen pravdépodobné hodnoty vystupu, nikoliv pfesnou
hodnotu. V téchto modelech se nachazeji ndhodné veliCiny, charakterizované na zakladé
pravdépodobnosti a parametry jsou popsany distribuénimi funkcemi. Resenim stochastického
matematického modelu je pravdépodobnost, ze za danych podminek bude systém v ur€itém
stavu. Stochastické modely se vyuzivaji v oblasti kvantové mechaniky, pfi modelovani
turbulence a v meteorologii. [12], [13], [14]

* '.
[ 1) [
s Mg
- 1 u 'll
[— L] -
L L 3
- : .
.l" LL I ]
a% . '-H':‘ ]
L T
-
. -I:.‘
* ap
L
- :. ..'

Obrazek 7 - Porovndni deterministického modelu (nalevo) a stochastického modelu
(napravo) [13]
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1.5 Kinetické modely

Vztah mezi specifickou ristovou rychlosti a koncentraci substratu je dialezitym v oblasti
biotechnologii. Tento vztah je reprezentovan souborem empiricky odvozenych zakona, které
jsou oznaCovany jako teoretické modely. Kinetické modely obsahuji matematicky popis
chovéni daného systému. [16]

Nestrukturované kinetické modely pro bunécné kultury byly pivodné navrhnuté k predikci
specifické rastové rychlosti. Charakteristickym rysem modelu je, Ze rychlost tvorby nebo
spotieby reakCnich slozek jsou umémé specifické rustové rychlosti. V téchto modelech
oznacujeme vSechny bunécné komponenty jako biomasu s urcitou koncentraci x. Specifickou
rastovou  rychlost muazeme vyjadiit jako funkci  nezavislych  proménnych
(koncentrace substrétu, pH, teplota). [16]

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

1.5.1 Model exponencialniho rustu

Nejstarsim matematickym modelem ristu biomasy je model exponencialniho ristu, jehoz
predpoklady vychazeji z toho, ze zména koncentrace sloZek v kultivaénim médiu nema vliv
na rust a rozmnozovani bunék, protoze bunky se vzajemné neovliviiuji. NejCastéji se vychazi
z analogie s chemickou reakci, tedy z kinetiky 1. fadu. Tento model miZeme zapsat: [11],
[18]

dx
o X (19)

Platnost modelu exponencialniho ristu je omezena, protoze koncentrace biomasy nemuze
rast neomezené z duvodu vzajemnych prostorovych omezeni bunék. Specificka rastova
rychlost je konstantni jen v pfipadé nelimitovaného rastu, jinak se béhem kultivace méni
v zavislosti na koncentraci substratu, produktu, inhibitort, ale i v zavislosti na samotnych
podminkach kultivace. Pro vyjadieni pravé specifické rustové rychlosti existuje cela fada
modelu. [11], [18]

1.5.2 Monoduv model

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

S
/’l - /’lmax ) S + KS (20)

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

Vsechny experimenty byly provadéné v malém vsddkovém reaktoru pii vhodné teploté
s moznosti kontroly pH. Vsadkova kultivace zacina s pocatecni koncentraci substratu S = Sy
mnohem vysSi neZ substratovd konstanta K;. Specificka rustova rychlost je vétSinu Casu
konstantni. Kdyz klesne koncentrace substratu S na hodnotu blizkou substridtové konstanté Kj,
zacne specificka rastova rychlost klesat. Hodnoty K; a pma se stanovuje za normaélnich
podminek experimentalné v chemostatu. V modelu oznacuje K, hodnotu koncentrace
limitujiciho substratu, pfi které je velikost specifické rustové rychlosti pravé polovina
maximalni specifické rastové rychlosti a jeji velikost se obvykle pohybuje v mikromolech
(mikrogramech) na litr. [16]
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Obrazek 8 - Kopie origindlniho grafu z Monodovy prdace (1942) [16]

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

hibici stem: S
pro inhibici substriatem e 5
S+K +S— @D
s Kl
hibici Ktem: S
pro inhibici produktem u=pu -
[S + K, + PJ .
1
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1.5.3 Tessieruv model

Tessieriv model rastu prezentuje algebraické feSeni, které je mnohem slozitéjsi, nez
Monodova rovnice pro rast biomasy. Popisuje rist v exponencialni fazi a nezahrnuje inhibici.
Pro model je charakteristické, Ze rychlost rustu velmi zavisi od koncentrace substratu. [17]

)

H = Hmax '(l_eKS ) (23)

P1i nizké koncentraci substratu S, Tessieriv model poskytuje velmi podobné vysledky jako
model Monoduv. [16]

1.6 Rod Lactobacillus
1.6.1 Charakteristika rodu Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus patii do tadu Lactobacillales. Bakterie jsou pravidelné,
grampozitivni, nesporulujici tyCky nebo koky a Casto tvoti fetizky. Nevytvareji 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 pritomnosti 5% CO; rostou 1épe. Jsou schopny rastu jen na kompletnim
médiu, kde vyzaduji pritomnost zkvasitelnych cukrti, aminokyselin, peptidd, esterd mastnych
kyselin, soli, derivatd nukleovych kyselin a vitaminu skupiny B. Laktobacily rostou v Sirokém
rozmezi teplot (2-53°C), avsak teplotni optimum pro vétsinu zastupct je 30-40°C. Optimalni
pH na pocatku kultivace je 5,5-6,2, ale laktobacily jsou schopni rast i v prostiedi
s pH pod 5,0. Pii neutralnim a zasaditém pH je jejich rast obvykle inhibovan. [19], [22]

Rod Lactobacillus je druhové mnohopocetny, jehoz je vice nez sedm desitek druhti a jsou
pomérné dobfe charakterizovany. Vétsina druht rodu Lactobacillus jsou schopny fermentovat
glukézu a laktézu na laktat. [19], [21]

Rod:
Streptococcus

Rod:
Pedlococcus

Lactococcus ]

Lactobacillus l
( .

\Leuconostoc

(Rod:
Enterococcus

Obrazek 9 - Taxonomické zarazeni rodu Lactobacillus [20]

Rad:
Bacillales
Rad:
Lactobacillales

Ttida:
Clostridia
Ttida:
Bacilli
Ttida:
Mollicutes

Kmen:
Firmicutes

| S—
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Do rodu Lactobacillus patii bakterie, které tvori Cast pfirozené mikroflory ust Clovéka
a gastrointestindlnitho traktu. Protoze kyselina mlé¢na snizuje pH, a tim zastavuje mnoZeni
hnilobnych bakterii, nékteré bakterie rodu Lactobacillus se vyuzivaji pti konzervaci potravin.
Dale se laktobacily nachazeji v nejriznéjsich potravinach zivocisného i rostlinného ptivodu,
v ndpojich, v Cisté a zneCiStené vodé aj. Pouze vzacné jsou bakterialni druhy rodu
Lactobacillus patogenni. [19], [21]

Na zakladé produktl fermentace cukri délime laktobacily do tfi fysiologickych skupin:

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

Obligatné homofermentativni jsou schopny zkvasSovat hexdézy vyhradné na mlécnou
kyselinu. Nedokazou vSak fermentovat pentdzy ani glukonat. Patfi sem druhy L. delbrueckii
subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
L. acidophilus, L. helveticus. [19]

Obligatné heterofermentativni druhy rodu Lactobacillus kvasi hex6zy na kyselinu
mlécnou, kyselinu octovou a CO,. Pentézy jsou schopny fermentovat za vzniku kyseliny
mlécné a octové. Do této skupiny se zarazuji druhy jako L. buchneri, L. fermentum, L.kefir.
[19]

Fakultativné heterofermentativni laktobacily fermentuji hex6zy na kyselinu mlé¢nou nebo
na smes kyseliny mlécné, octové, mravenci a ethanolu. Pentdzy 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 patfi mezi fakultativni anaeroby. Jsou to nepohyblivé
tyCinky s hranatymi nebo zaoblenymi konci, které se mohou vyskytovat jednotlivé nebo
spojené v fetizcich. Velikost buriky se pohybuje od 2,004,0 um x 0,7-1,1 um. L. casei
je grampozitivni druh bakterii mlécného kvaSeni s nizkym obsahem G-C part. Bakterie jsou
schopny rustu v rozmezi teplot 15-45°C. [24], [25]

Obrazek 10 - Lactobacillus casei [27]

24



Bakterie druhu Lactobacillus casei se zarazuje do skupiny fakultativné
heterofermentativnich laktobacilt, Sté€pi sacharidy (hexdzy i pentdzy) na L-kyselinu mlécnou
a nejsou schopny redukovat nitraty. [26]

L. casei je univerzalni bakterie mlécného kvasSeni, ktera byla izolovana zrGznych
produktt, véetné fermentovanych mlécnych vyrobkt (zejména syrii) a rostlinnych materiala
(naptiklad z vina), a taktéZ se nachdzeji v reprodukénich organech a gastrointestinalnim traktu
lidi a zvirat. [22]

Patfi mezi primyslové vyznamné bakterie mlécného kvaseni a ma rozsdhlé 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 mlécného kvaseni u syri. L. casei je soucasti probiotik s pozitivnimi
ucinky na zdravi Clovéka a je pouzivan i v neékterych vakcinach. Fyziologické studie zatim
neodhalily zadné zdvazné informace, které by mohly omezit uplatnéni tohoto druhu
pfi primyslné vyrobg. [22]

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

1.7  Analytické metody
1.7.1 Turbidimetrie

V praxi se Casto setkavame se vzorky, které maji koloidni charakter, napfiklad emulze,
suspenze, prasky atd. V téchto pripadech je absorbance zafeni provazena jeho rozptylem.
Rozptyl zafeni je obecny jev a zpusobuje, ze zafeni po interakci s Casticemi nebude
postupovat pouze smérem prochazejiciho zafeni, ale bude rozptyleno i do jinych smért.
Uhlové rozlozeni rozptyleného zafeni, v tomto piipad&, zavisi na poméru vinové délky
a velikosti rozptylujicich Castic. Rozptyl zafeni na Casticich koloidniho vzorku vyuzivaji dvé
metody: turbidimetrie a nefelometrie. [31]

Turbidimetrie je optickd metoda zaloZzend na méfeni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na Casticich. Méfi se zdanliva propustnost zareni vzorkem, ktera je vysledkem
absorpce primarniho 1 sekundarniho zafeni v pfimém sméru, rozptylem zareni do stran
arozptylem zéafeni do pfimého 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 zdénlivou turbidanci:

I, kr®
S = IOgT = mCl = 77Cl (24)

kde # je turbiditni koeficient, k je konstanta z4visli na povaze zdkalu, a je konstanta zavisli
na usporadani meéreni, r je velikost ¢astic. [29]
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Obrazek 11 — Turbidimetrie [30]

Turbidimetrické metody preferujeme, je-li koncentrace suspendovanych c¢astic velka,
protoze je pomérné jednoduché detegovat zmény (vyznamné zeslabeného) toku proslého
zareni. Stanoveni se provadi na zakladé kalibracni kfivky. Vysledek méfeni ovliviiuje fada
faktori: koncentrace Castic, velikost a tvar Castic, absorbance zafeni vzorkem, pomér indexu
lomu castic a okolniho prostiedi atd. [31]

1.7.2 Stanoveni suSiny bakterialni biomasy

Biomasa je smés vSech latek tvoricich téla mikroorganismti. Mikrobidlni biomasa
je dulezity biotechnologicky parametr. TradiCni zplsob stanoveni biomasy zahrnuje susen{
pii vyssi teploté a nasledné ochlazeni pied vazenim. Hmotnost suSiny v analyzovaném vzorku
je stanovena vazenim pred a po suSeni pfi 105°C do konstantni hmotnosti. [32], [34]

Pfi metodé dochazi k transportu vody z vnitfnich vrstev na povrch a naslednému
odpatovani vody. Konstantni hmotnost nastdvd, kdyZ vznikne rovnovdha mezi parcidlnim
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 susictho média. [33]

1.8 MATLAB

1.8.1 Charakteristika programu

Vroce 1984 predstavila americkd spole¢nost 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
algoritma. Aby vsSechny 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 redlnych nebo
komplexnich c¢isel. Zakladnim datovym prvkem je matice, u které se nezadavd rozmeér
a to umoziuje fesit rizné numerické problémy podstatné rychleji. Kromé matic ma MATLAB
tzv. pole bun€k, coz je struktura podobna maticim, avSak kazdy prvek v poli bunék mize byt
jiného typu. UZivatel tedy mlze pracovat s datovymi strukturami a prvky v nich nejsou
rozliSeny soufadnicemi, ale ndzvem. Vypocty se implicitné vykonavaji v tzv. dvojndsobné
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presnosti. V prostfedi programu lze taky efektivné pracovat s vektory, které mohou
predstavovat naptiklad Casové fady nebo signaly raznych typu. [38]

Nové verze MATLABu pracuji s tzv. okenni strukturou, coz je interaktivni prostiedi,
ve kterém ma vétsina piikazi pro manipulaci a zakladni ovladani své ekvivalenty v podobé
ikonek. Moznosti MATLABu se daji rozsitit pomoci knihovny funkcti, tzv. roolboxy, coZ jsou
soubory M-funkci urené pro specifické ucely jako je statistika, optimalizace, zpracovani
signali a obrazu, apod. Nejznaméjsi a nejvetsi z nich je Simulink - program pro simulaci
a modelovani dynamickych systému. [36]

Zakladem grafického rozhrani programu je Command Window (ptikazové okno),
Command history (okno historie ptikazt), Workspace (pracovni prostor) a Current folder
(okno pro spravu aktudlni slozky). Prikazové okno se zobrazuje po spusténi MATLABu
a slozi nam ke komunikaci s vypocetnim jadrem. Je to tedy nejdulezit€jSi Cast programu
avetSina prace se odehrava pravé vtomto okné€. Slouzi k zadavani rGznych prikazi
a k zobrazeni vystupt funkci, varovani nebo chybnych vstupnych dat. MATLAB si pamatuje
vSechny zadané prikazy a hodnoty proménnych, a ty jsou uchovany v tzv. pracovnim prostoru
(Workspace). [36]
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Obrazek 12 - Prostredi MATLABu s okenni strukturou [35]

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

Curve Fitting Toolbox™ je rozsifeni programu MATLAB, které umoziuje prokladani dat
kiivkami a plochami s vyuzitim regrese, interpolace aj. Poskytuje grafické ndstroje
a prikazové radky urCené k vepsani funkci, kterymi se data prokladaji. Toolbox umoziuje
zpracovani a analyzu dat, porovnavani vybranych modeld nebo vylouceni nevhodnych
datovych bodu. K regresni analyze 1ze vyuzit knihovnu linearnich a nelinearnich modeld nebo
specifikovat vlastni rovnice. Po nalezeni vhodného proloZeni dat lze aplikovat fadu metod
pro nésledné zpracovdni, jako je interpolace, extrapolace, odhad intervalu spolehlivosti nebo
vypocet integralti a derivaci. [39]

1.8.3 Goodness of fit (Statistika)

V programu MATLAB umoziiuje 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 ¢tvercu rezidui (SSE)

— Koeficient determinace (R?)

— Upraveny koeficient determinace (Ridj )

Efektivni hodnota chyby
Suma ctvercu rezidui (SSE) je statistika udavajici nevysvétlitelnou variabilitu vysledkové
promeénne:

2

SSE =3 w,(y, - ¥,) 5)

i=l

Vyslednd hodnota bliZici se k 0 naznacuje, ze model ma mensi ndhodné chybové slozky,
a tedy je vhodnéjsi k predikci. [35]

Statistickd metoda koeficientu determinace méfi, jako UspéSné prolozeni dat modelem
vysvétlyje jejich variace. Je definovan jako pomér souctu Ctvercu regrese (SSR) a celkového
souctu ¢tverct (SST). SSR a SST jsou definované:

2

SSR:Zn:Wi()?i_)_’) (26)
SST:iWi(yl'_)_’) 27)

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

o _SSR_ _SSE

=222 (28)
SST ~ SST

28



Koeficient determinace maze nabyvat jakoukoliv hodnotu mezi 0 a 1. Cim vice se hodnota
piiblizuje k 1, tim 1épe model vysvétluje variabilitu dat kolem praméru. [35]

Y /'. A
SE=5(Y,- Y,

SST=X(Y- V)

<

L
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SSR=3(Y;- V)2

X, X

!

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

Statistika upraveny koeficient determinace vyuZziva statistiku koeficientu determinace
aupravuje se na zakladé zbytkovych stupnii volnosti. Zbytkové stupné volnosti jsou
vypocitané z rozdilu poétu datovych hodnot (v) a koeficienta (m) pouzitych k odhadu pomoci
regresniho modelu. [35]

v=n-m (29)

Statistika upraveny koeficient determinace je obecné nejlep§im ukazatelem kvality prolozeni
dat modeld.

. _,_SSE(-D)

“@ =T TSST(v) (30)
Upraveny koeficient determinace muaze nabyvat hodnot mensich nebo rovnych 1. Hodnoty
blizici se k 1 oznacuji lepsi prolozeni dat. Miize nabyvat i zapornych hodnot v pripadé, kdyz
je model nevhodny pro pouZiti. [35]

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

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

SSE
MSE = —— (32)

Stejné jako v pripadée statistiky SSE, 1 pfi MSE statistice hodnota bliZici se k 0 znamen4,
Ze model je vhodngjsi pro predpoveéd’. [35]
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Cil prace

Cilem bakalafské prace byl zaméfen na matematické modelovani rastu vybraného druhu
mikroorganismi, konkrétn€ Lactobacillus casei CCM 4798, pii ruznych koncentracich zdroje
uhliku (glukéza, xyléza, laktoza).

Dalsim cilem byla nasledna optimalizace parametrd obsazenych ve vybranych modelech.

2.2 Pouzité pristroje a chemikalie
2.2.1 Pristroje a pomucky

— Laminarni box Aura Mini, BioAir

— Ttepacka Unimax1010

— Ultrospec™ 10 Cell Density Meter

— Centrifuga Hettich EBA 20

— Minitfepacka lab dancer vario

— SuSérna Binder FD 53

— Analytické vdahy 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 Cista (vyrobce LACHEMA)

— pepton (vyrobce HIMEDIA)

— hovézi extrakt (vyrobce HIMEDIA)

— kvasni¢ny extrakt (vyrobce HIMEDIA)

— citrdt amonny (p.a., vyrobce ROTH)

— MgS04.7H20 (p.a., vyrobce Lach-Ner)
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— MnSO04.H20 cisty (vyrobce Lach-Ner)
— octan sodny bezvody (p.a., vyrobce Lach-Ner)
— KoHPOu4 (p.a., Lach-Ner)

2.3 Kultivace, priprava médii a pouzité substraty
2.3.1 Pouzité substraty

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

2.3.2 Priprava kultiva¢nich médii

Bylo navazeno potifebné mnozstvi chemikalii k pfipravé 200 ml kultivaéniho média. Pfesné
navazky jsou uvedeny v tabulce 1. Jako zdroj uhliku byla pouzitd glukéza, xyléza a laktdza.
Navazky sacharidd jsou uvedeny v tabulce 2, dle pfislusnych koncentraci. VSechny
chemikalie byly rozpusténé v 200 ml destilované vody a dikladné promichané. Pripravené
média byla nasledné vysterilizovédna.

Tabulka 1 - Navazka chemikalii pouzitych pro pFipravu 200 ml kultivacniho média

Chemikalie m [g]
pepton 2
hovézi extrakt 2
kvasniCny extrakt 1
citrdt amonny 0,4
octan sodny 1
MgS04.7H,0 0,02
MnSO.4.H,O 0,01
K,HPO4 0,4

Tabulka 2 - Navazka substratu p¥i riiznych koncentracich

clgl’] 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 barikdich v médiich pfipravenych
dle kapitoly 2.3.2. Do 200 ml kultivacniho média bylo pfidano 20 ml inokula. O¢kovani bylo
provadéno v lamindrnim boxu Aura Mini. Kultivace probihala na temperované tiepacce
Unimax1010 pii teploté 37 °C za intenzivniho michani pfi 150 ot.min. Viechny kultivace
byly ukonceny po 24 hodinach.
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24 Metody méreni

24.1 Turbidimetrické stanoveni rustové krivky

V prubéhu kultivace byla kazdé dvé hodiny meéfena opticka hustota odebraného vzorku
pomoci piistroje Ultrospec™ 10 Cell Density Meter. Turbidance byla méfena pii vinové délce
600 nm proti blanku. Jako blank bylo pouzité kultivatni médium. Kdyz hodnota optické
hustoty presahla 1, bylo nutné vzorky tedit. V kapitole 3 Vysledky a diskuze jsou uvedené
tabulky vSech absorbanci s pfislusnym fedénim.

2.4.2 Vazkové stanoveni rustové krivky

Béhem kultivace bylo odebirdno 10 ml vzorku v dvou hodinovych intervalech. Vzorek 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, ditkkladné 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 vysusené a zvazené odparovaci misky. SuSeni probihalo pfi teploté
105 °C po dobu 60 minut. Po vysuSeni byla zvaZend odpafovaci miska se vzorkem
na analytickych vahach a z rozdilu hmotnosti bylo stanovené mnoZstvi suSiny.

2.5 Zpracovani vysledki v MATLABu

2.5.1 Vypocty hodnot parametru v modelech

Pomoci programu MATLAB byly vypocitané parametry nachéazejici se ve vybranych
modelech, a to maximalni specificka rastova rychlost g, pocateCni koncentrace
mikroorganismu x, a saturaCni koncentrace K;. Vypocitané hodnoty parametrii a piislusné
grafy modelti byly ziskané pomoci aplikace Curve Fitting toolbox metodou nejmensich
ctvercl.

Prvnim krokem bylo importovani namétfenych a wvypocitanych dat do MATLABu
z ptislusného souboru v programu Excel. Naméfené a vypocitané data v tomto pfipadé jsou
hodnoty Casu a koncentrace mikroorganismu v exponencialni fazi, pfi pouziti daného
substrdtu v piislugné koncentraci (napf. glukdza, koncentrace 10 g.1™). Potom byla spusténa
aplikace  Curve  Fitting toolbox a do kolonek X data a Y data
(Obrazek 15, zelné ohraniceni) byly vlozeny pfedem importované hodnoty Casu a koncentrace
mikroorganismu. Nasledné byla z nabidky rovnic pro proloZeni dat vybrand tzv. uzivatelskd
rovnice, coznamend, ze byla vepsana rovnice daného modelu do pfislusného okénka
(Obrazek 15, fialové ohraniceni). V MATLABu byla kfivka v grafu automaticky
pfizpisobena danému modelu a vlozenym datem. Na levé strané obrazku 15 byly ihned
zobrazeny vysledky, tedy hodnoty parametri (Cerveny ohraniCeni) a statistickd analyza
modelu (modré ohrani¢eni). Parametry byly vypocitané v MATLABu s95%
pravdépodobnosti.
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4\ Curve Fitting Tool - 0 X

File Fit View Tools Desktop Window Help X
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Kdata 't v ( ) o
= |1 x0*exp (m*t)
Vdata  x v T
7 data: (nnne) v
Tit Options..

Weights!  (nonc)

Results

IGEﬂera\ model;

flt) = x0*ep(n*t)
nefficients (nith 95% confidenre hotnd):
m=  0.1627 (0.111,0.2144)
W= 0.2174 (0.05%6, 0.3772)

e————
W
550:0.2528

Rsyuare; 0,933
Adjusted R-square: 0.946
HMsE: U249

Table of Fits

Obrazek 15 - Zpracovani vysledkii pomoci programu MATLAB a aplikace Curve Fitting
toolbox

2.5.2 Statistické zpracovani vysledku

V programu MATLAB byla vypocitané zakladni statisticka charakteristika matematického
modelu. Po vepsdni rovnice daného modelu (Obrazek 15, fialovy ramecek) se zobrazi
statistika (Obrdzek 15, modry ramecek), kterd nam fikd o jeho presnosti. V MATLABu
je statistika nazvand Goodness of fit a sklada se ze statistickych vypocti sumy Ctvercu
rezidudlnich odchylek, koeficientu determinace, upraveného koeficientu 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
zji§téné hodnoty statistik jsou zapsané v tabulkach v kapitole 3.1.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Rustové krivky

V prabéhu kultivace byl sledovan riast bakterii druhu Lactobacillus casei pii optimalni
teploté 37 °C. Zdrojem uhliku v prvni sérii kultivaci byla glukéza v sedmi rGznych
koncentracich. V druhé sérii kultivaci zdroj uhliku byla xyléza a ve tieti sérii laktoza, taktéz
v sedmi raznych koncentracich.

Zdroje uhliku byly zvoleny tak, aby kazdy znich patfil do jiné skupiny sacharida
a nasledné se dalo zjistit, ktery zdroj uhliku je mikroorganismem nejlépe vyuzivan. Glukéza
a xyl6za jsou monosacharidy a lakt6za je disacharid sloZeny z galaktézy a glukdzy navzajem
spojenych B-1,4-glykosidickou vazbou. Glukéza se zatazuje dle struktury mezi aldohexozy a
xyloza patii mezi pentdzy.

Rist bakterii byl sledovan jako zavislost optické hustoty méfené pii vinové délce 600 nm
na Case a jako zdvislost koncentrace suSiny biomasy na Case.

m mmiska se susinou mmiska

Vypocet koncentrace susiny: ¢ = m = v

~ 1,1802-1,1786

~016gl1™
0.01 &

Piiklad pro # =0 a koncentraci glukézy 10 g1 : ¢

3.1.1 Zdroj uhliku: glukéza

Rustové krivky stanovené turbidimetricky

Naméfené hodnoty absorbance Agy béhem kultivace Lactobacillus casei v médiu
s glukézou pii 37 °C jsou uvedeny v tabulce 3. Od 10. hodiny ristu bylo nutné odebrané
vzorky ftedit, protoze méfené hodnoty absorbance presahovaly hodnotu 1. Pii fedéni byly
hodnoty absorbance vypocitané jako dvojnasobek, pétindsobek, desetinasobek nebo
patnactindsobek naméfenych hodnot. Takhle vypocitané hodnoty byly vloZeny do tabulky 3
a byly vyneseny do grafu 1, jako zdvislost absorbance Agy na Case.

Tabulka 3 - Zdvislost absorbance Agpona case (zdroj uhliku glukoza)
cas [h] A600 redéni

0 0,07 0,03 | 0,06 | 0,06 | 0,05 0,06 0,05

2 0,15 0,10 | 0,13 0,14 | 0,19 0,11 0,12

4 0,21 0,21 | 0,23 0,21 0,23 0,21 0,18 -

6 0,31 032 | 042 | 032 | 0,31 0,33 0,32

8 0,65 1,89 | 0,70 | 0,61 0,61 0,63 0,56

10 1,45 | 420 | 1,83 1,51 1,40 1,60 1,31 2

12 342 | 6,51 | 3,48 3,78 3,73 3,72 3,88 5

14 4,80 895 | 6,80 | 7,07 | 7,40 5,33 6,70 10
16 6,10 | 10,07 | 8,93 8,20 | 8,33 6,60 8,67

18 7,70 | 10,00 | 11,07 | 9,40 | 9,20 9,13 8,60

20 7,65 | 10,20 | 11,07 | 9,67 | 9,00 9,27 8,47 15
22 7,75 110,33 | 10,93 | 9,27 | 9,00 9,27 8,53

24 7,70 110,13 | 11,00 | 9,33 | 9,00 9,13 8,47

c gl 10 15 20 25 30 35 40
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Graf 1 - Rustové kriivky L. casei v médiu s glukozou v sedmi riiznych koncentracich (zavislost

absorbance na case pri 600 nm)
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Z grafu 1 lze vidét, Ze nejvétsi nardst byl prokazan v médiu s koncentraci glukézy 20 g1,
kde maximalni absorbance dosahuje hodnoty 11,07. Nejnizsi narust byl pozorovan v médiu
s koncentraci glukézy 10 g1, z éehoz lze usuzovat limitaci ristu Lactobacillus casei nizkou
koncentraci glukézy. Maximdlni absorbance v tomhle pfipadé dosahla pouze hodnoty 7,75.
Nizkého narGistu se dosahlo i v médiu s koncentraci glukézy 40 gl”, a tedy vysokd
koncentrace mohla ptsobit na rust inhibi¢né.

Z rustovych kfivek jsou ziejmé vSechny faze rastu. Z grafu 1, lze usoudit, Ze nejkratsi
lag faze probihala v médiu s koncentraci glukézy 15 g1, a v tomhle piipadé nastal i vysoky
narast L. casei. Exponencialni faze vétSiny ristovych kiivek zacinala kolem 8. hodiny
akonéila 18. hodinou. Exponencialni fize rastu v médiu s koncentraci glukézy 15 gl
zaCinala 1 koncila o dvé hodiny dfive jako u ostatnich koncentraci. Kultivace a méfeni
absorbance bylo zastaveno po 24 hodinach z divodu pribéhu stacionarni faze rastu.

Rustové krivky stanovené vdazkovou metodou

Odebirané vzorky v prubéhu kultivace Lactobacillus casei pti 37 °C v pritomnosti glukozy
byly zcentrifugované, procisténé destilovanou vodou a suSené pfi 105 °C. Vypocitané
hodnoty koncentrace suSiny biomasy jsou uvedeny v tabulce 4. Do grafu 2 byla vynesena
zévislost koncentrace suSiny biomasy na case.
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Tabulka 4 - Zdvislost koncentrace susiny biomasy na case (zdroj uhliku glukoza)

c¢as [h] koncentrace suSiny biomasy [g.I"']
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[gl'] 10 15 20 25 30 35 40

Graf 2 - Rustova kifivka L. casei v médiu s glukozou v sedmi riiznych koncentracich (zdvislost

koncentrace biomasy na case)
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Rustové kiivky sestrojené jako zavislost koncentrace suSiny biomasy na ¢ase (Graf 2 ) maji
podobné charakteristiky jako kfivky sestrojené turbidimetricky (Graf 1). Nejvys$siho nartstu
se dosdhlo v médiu s koncentraci glukézy 20 g.I'" a maximélni dosaZend koncentrace biomasy
byla 3,56 g.I'. Nejniz&i rist byl prokazan v médiu s koncentraci glukézy 10 gl”, a tato
koncentrace tedy pusobila na rust limitn€. Maximalni koncentrace biomasy v médiu dosdhla
hodnoty 2,89 g.I"". Nizky nardst byl pozorovan i v médiu s koncentraci glukézy 40 g.1”, kterd
mohla plsobit inhibi¢né na rust a koncentrace biomasy v tomto pfipadé dosdhla maximaln{
hodnoty 2,94 g.1".

Nejkratsi lag fize bylo dosihnuto v médiu s koncentraci glukézy 15 g.1”', exponencidlni
faze v tomto pfipadé zacala mezi 2. azZ 4. hodinou a konec nastal v 16. hodin€. V ostatnich
ptipadech exponencialni faze zacala v 4. hodin¢ a konec nastal v hodin¢ 18.

3.1.2 Zdroj uhliku: xyléza

Rustové krivky stanovené turbidimetricky

Nameéfené hodnoty absorbance Agyo v prubéhu kultivace L. casei v médiu s xylézou
v sedmi raznych koncentracich pii 37 °C jsou uvedeny v tabulce 5. Vzorky nebylo nutné
fedit, protoze hodnoty absorbance dosahly nejvyssi hodnoty 0,64. Hodnoty byly vyneseny
do grafu 3 jako zavislost absorbance Agy na Case.

Tabulka 5 - Zdvislost absorbance Agyp na case (zdroj uhliku xyloza)

t [h] Agoo Fedéni
0 0,02 | 006 | 003 ] 002 | 003 ][ 002 | 002
2 0,07 | 007 | 004 | 003 | 005 | 003 | 003
4 0,09 | 0,15 | 0,06 | 0,10 | 007 | 0,08 | 0,08
6 0,3 | 020 | 007 | 016 | 0,10 | 0,12 | o0.11
8 0,18 | 027 | 0,15 | 022 | 0,19 | 0,19 | 0,17
10 030 | 040 | 029 | 034 | 032 | 028 | 023
12 041 | 050 | 041 | 048 | 049 | 035 | 034 -
14 0,64 | 065 | 052 | 055 | 0,60 | 042 | o041
16 0,64 | 065 | 0,62 | 0,61 | 0,62 | 0,60 | 043
18 0,64 | 065 | 0,64 | 0,61 | 0,62 | 0,62 | 043
20 0,64 | 065 | 0,64 | 0,61 | 062 | 0,63 | 043
2 0,64 | 0,66 | 0,64 | 0,61 | 0,62 | 0,62 | 044
24 0,64 | 065 | 0,64 | 0,61 | 0,62 | 0,62 | 043
clel] 10 15 20 25 30 35 40
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Graf 3 - Rustové krivky 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 Case. Graf 3
obsahuje vSech sedem rastovych kiivek, které se méni v zdvislost od koncentrace zdroje
uhliku, v tomhle ptipad¢ xylozy.

Nejnizsi nardst byl dosazeny pii koncentraci xylozy 40 g.I' v médiu, a tim lze usuzovat,
Ze vysoka koncentrace xylozy pusobi na rist L. casei inhibi¢né. Hodnota absorbance v tomto
piipadé dosahla maximalni hodnoty 0,44. Exponencialni faze rustové kiivky v pfipadé
koncentraci xylézy 40 g.I”' v médiu zadala mezi 2. aZ 4. hodinou a konec nastal v 14. hoding.

Nejvétsi nardst lze dle grafu 3 pozorovat pii  koncentraci xylozy 15 gl
Pti této koncentraci xylozy zaCala exponencialni faze od 2. hodiny a skoncila v 14. hoding.
Maximalni naméfend hodnota absorbance byla 0,66.

Ruistové kiivky L. casei pii ostatnich koncentracich xylozy v médiu jsou velmi podobné,
lag faze je krat§i nez pii pouziti glukozy jako zdroje uhliku a exponencidlni fize probihd
od 2. az 4. hodiny do 14. az 16. hodiny.

Rustové krivky stanovené vdaZkovou metodou

Vypocitané hodnoty koncentrace susiny biomasy jsou uvedeny v tabulce 6. Do grafu 4
byla vynesena zdvislost koncentrace suSiny biomasy na Case, ktera se méni v zdvislosti
od pocatecni koncentrace xylézy v médiu.
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Tabulka 6 - Zdvislost koncentrace susiny biomasy na case (zdroj uhliku xyléza)

¢as [h] koncentrace suSiny biomasy [g.l'l]
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[gl!] 10 15 20 25 30 35 40

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

koncentrace biomasy na case)
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Ristové kiivky zobrazené v grafu 4 jsou svym priabéhem velmi podobné. Exponencialni
faze za€ina mezi 2. az 4. hodinou a jeji konec nastava v 14. hodiné€ (pfi poCatecni koncentraci
xylézy v médiu 35 g.I"' konec nastivé az v 16. hoding).

Nejnizsi prokazatelny rist nastal pii koncentraci xylozy 40 g1, a tedy vysokd koncentrace
substratu (zdroje uhliku) ptisobi na rist inhibi¢né. Maximélni koncentrace suSiny biomasy
dosdhla hodnoty 0,61 g.1".

Nejvyssi narust v tomto pripade definovat s presnosti nejde, protoze jak vizualni zobrazeni
v grafu 4, tak i Ciselné hodnoty v tabulce 6 jsou v pripadé pocatecni koncentraci xylézy
v médiu 10-35 g.I"" téméf totozné. Nejvyssi vypotitané koncentraci susiny biomasy se viak
dosahlo pii koncentraci xylozy 30 g.1”, a to koncentrace 0,72 g.1".

3.1.3 Zdroj uhliku: laktéza

Rustové krivky stanovené turbidimetricky

Hodnoty absorbance Agy naméfené v prub€hu péstovani L. casei v médiu s laktézou
v sedmi ruznych koncentracich pii 37 °C jsou uvedeny v tabulce 7. Od 14. hodiny bylo nutné
odebrané vzorky fedit, protoze hodnota absorbance pifesahla hodnotu 1. V tabulce 7
a v grafu 5 jsou hodnoty absorbance jiz vynasobené ptislusnym fedénim.

Tabulka 7 - Zdvislost absorbance Agyna case (zdroj uhliku laktoza)
cas [h] A600 redéni

0 0,05 | 0,09 | 0,09 | 0,07 | 0,08 | 0,09 | 0,09

2 0,10 | 0,17 | 0,12 | 0,10 | 0,14 | 0,15 | 0,12

4 0,31 027 | 0,28 | 0,25 | 0,20 | 0,23 | 0,26

6 0,52 | 0,34 | 041 0,39 | 0,34 | 041 0,40 -
8 0,66 | 052 | 0,55 | 0,49 | 0,50 | 0,53 | 0,56

10 0,81 0,63 | 0,68 | 0,62 | 0,67 | 066 | 0,64

12 098 | 0,79 | 0,82 | 0,89 | 0,79 | 0,82 | 0,76

14 1,27 1,07 1,23 1,50 | 098 | 0,99 | 092

16 1,63 1,53 1,73 | 2,17 1,43 1,53 1,77

18 1,97 | 2,07 | 2,57 | 3,23 | 2,53 | 2,20 | 3,17 10
20 2,37 | 2,83 | 3,83 | 4,13 | 3,93 3,97 3,20

22 2,53 | 2,87 | 3,87 | 420 | 397 3,93 3,27

24 2,53 | 2,87 | 390 | 423 | 3,97 | 400 | 3,27

¢ [g/1] 10 15 20 25 30 35 40
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Graf 5 - Ristové krivky L. casei v médiu s laktozou v sedmi riiznych koncentracich (zavislost

absorbance na case pri 600 nm)
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Z grafu 5 nelze zcela dobie urcit faze rustovych kiivek. Kromé kiivky L. casei rostouciho
v médiu s laktézou o koncentraci 10 g.I"', viechny ostatni jsou tém&f totozné do 12 hodiny.
Od této hodiny je z grafu znat rozdily v ristu a nejvySsi narust byl dosazeny v médiu
s koncentraci laktézy 25 g.I"'. Maximalni namé&fena absorbance pii této koncentraci byla 4,23.
Nejnizsi narist byl pozorovan v médiu s laktézou o koncentraci 10 g.1”', pfi¢em? maximalni
naméfené absorbance byla 2,53.

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

Rustové krivky stanovené vdazkovou metodou

Vzorky odebirané v prubéhu kultivace Lactobacillus casei pti 37 °C v piitomnosti laktézy
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 Case.
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Tabulka 8 - Zdvislost koncentrace susiny biomasy na case (zdroj uhliku laktéza)

cas [h] koncentrace biomasy [g.l'l]
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 1,51 2,14 2,59 2,20 2,18 1,60

c[gl'] 10 15 20 25 30 35 40

Graf 6 - Rustova krivka L. casei v médiu s laktozou v sedmi riznych koncentracich (zavislost

koncentrace susiny biomasy na case)
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Z grafu 6, podobné jako z grafu 5, nelze vizualné rozlisit zacatek exponencialni faze

rastovych kiivek, ale jeji konec nastava v 20. hoding.

Nejvyssi nariist biomasy byl pozorovan v médiu s koncentraci laktézy 25 g.I" a maximdlni
vypocitana koncentrace dosahuje hodnoty 2,59 g.1"".
Nejnizsiho rstu se dosahlo v médiu s koncentraci laktézy 10 g.1" a nejvys§i koncentrace

susiny biomasy byla uréena na 1,25 g1, coz je pfiblizné o polovinu méné& jako u média,
kde byl nejvyssi rast. V tomto piipadé dochazi k limitaci rustu nizkou koncentraci substratu.
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3.2 Identifikace modela

3.2.1 Model exponencialniho rustu

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

Nejvyssi maximalni specificka rastova rychlost v ptipadé zdroje uhliku glukozy byla
zjisténa pii poGatedni koncentraci glukozy 10 g1, a to 0,1627 h''. Pogate¢ni koncentrace
mikroorganismu v tomto piipadé ma hodnotu 0,2175 g™, teda nejniz§i v piipadé pouZiti
glukézy v kultivanim médiu. Nejniz§i max. specifické rustové rychlosti bylo dosazeno
v médiu s koncentraci glukézy 40 g.I”' a pii této koncentraci se dosahlo i nejvys§i poGatedni
koncentrace mikroorganismu 0,3085 g.1"".

Pii pouziti xylézy v kultivatnim médiu pro L.casei, byla nejvysSsi p.. dosazena
pii pocateéni koncentraci xylozy 10 g.1”. V tomto piipadé bylo dosazené i nejnizsi potatedni
koncentrace mikroorganismu 0,09392 g.I'". Nejniz$i max. specificka riistova rychlost dosahla
hodnoty 0,09801 h™' pii koncentraci xylozy v médiu 35 g.I"".

KdyZ zdrojem uhliku v kultivacnim médiu byla laktoza, nejniz§i g se dosdhlo
pii podatedni koncentraci laktozy 10 gl pfi¢emz koncentrace mikroorganismu na zadatku
kultivace byla vtomto piipadé nejvyssi, a to 0,2467 gl”'. Nejvy3$§i tma: byla zjisténa
pii koncentraci laktézy 35 g.1I"" a dosahuje hodnoty 0,1381 h™'. P¥i koncentraci laktozy 35 g.I"
je dosaZena zaroveii nejnizsi po¢ateéni koncentrace L. casei, 0,1344 g.1".

Tabulka 9 - Hodnoty parametrii modelu exponencialniho riistu

Glukéza Xyléza Laktéza

g | pmax[h™] | xolgd"] | pmax[h™] | Xo[gd'] | pmax[h™] | xo[gd’]
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 nejvy$S§i maximalni specifické rastové
rychlosti bylo dosaZeno za pouziti glukézy v kultivaénim médiu, a taky se v tomto pfipadé
dosahovalo nejvyssich hodnot pocatecni koncentrace mikroorganismil. Za pouziti laktozy
v médiu se v prumeéru dosahovalo vyssich hodnot g, a xo, jako u xylézy.

Graf 7 slouzi jako ukazka prolozeni dat modelem exponencialniho ristu. Jsou v ném
zobrazeny modelované exponencialni faze pii pouziti substratu glukézy, laktézy a xylézy
pro porovnéni.
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Graf 7 Ukdzka prolozZeni dat modelem exponencialniho riistu

S
Glukoza

e
Laktéza

iy
Xyloza

% [g.1"]

t[h]

V grafu 7 je vynesena zavislost koncentrace susiny mikroorganismt na Case. Jsou tam
zobrazeny exponencidlni faze L. casie pii kultivaci v médiu s glukézou, laktézou a xyldzou,
piiemz viech zdroje uhliku byly v po¢ate¢ni koncentraci 20 g.1™".

Vtomto piipadé lze vidét, Ze model exponencialniho rustu nejpfesnéji proklada
exponencialni fazi pfi pouziti laktozy a xylozy, pfiCemz pii téchto substratech byl nizsi narst
mikroorganismu, jako pfi pouziti glukozy.

V grafu 8 je zobrazena zavislost max. specifické rastové rychlosti na koncentraci
ptislusného substratu pouzitého v kultivacnim médiu pro L. casei.

Graf 8 - Zdvislost p,.. na koncentraci substrdtu
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Z grafu 8 lze vidét, ze pii glukoze jako substratu se hodnota ., snizuje se zvysujici
se poCatecni koncentraci glukozy. Kdyz byla substratem lakt6za, hodnota .. stoupala
se stoupajici potatetni koncentraci laktozy, pfi¢emz pii koncentracich 25, 30, 35 g.I” jsou
hodnoty g velmi podobné a pii koncentraci 40 g.1” velikost zmq klesla. PHi pouziti xylozy
se Umax Stiidave snizuje a zvySuje od nejniz§i pocatecni koncentrace.

3.2.2 Monoduv model

Hodnoty maximalni specifické rustové rychlosti u,,,.., saturacni koncentrace K, a poCatecni
koncentrace mikroorganismu x, byly vypocitané pomoci MATLABu a vSechny hodnoty jsou
uvedeny v tabulce 10. Hodnoty xy jsou v prevazné vétsiné totozné s hodnotami xy pii pouziti
modelu exponencialniho ristu, nebo se lisi hodnotou na ¢tvrtém desetinném miste.

Nejvyssi pimay v pripadé glukozy v médiu byla dosazend pii pocatecni koncentraci glukdzy
10 g1, ato 0,1777 h''. Pogatetni koncentrace mikroorganismu v tomto piipadé doséhla
nejniz§i hodnoty 0,2174 g.I”. Nejniz§i max. specifické rastové rychlosti 0,1354 h”' bylo
dosazeno v médiu s koncentraci glukézy 40 g1 a v tomto piipadé bylo dosaZeno i nejvyssi
po&ateéni koncentrace mikroorganisma 0,3086 g.1™".

Pii pouziti xylozy v zivném médiu pro L.casei, byla nejvy$si timar, 0,1523 h'', zjisténa
pii podatedni koncentraci xylozy 10 g.1”, a pii této koncentraci se dosahlo i nejnizsi hodnoty
pocateéni koncentraci mikroorganisma 0,0939 g.I"'. Nejniz$i max. specificka ristova rychlost
dosdhla hodnoty 0,0998 h™' pii koncentraci xylozy v médiu 35 g.1™.

Kdy? substrdtem v kultivaénim médiu byla laktéza, nejnizsi hodnota fq., 0,0977 h™', byla
zjisténa pii polateéni koncentraci laktozy 10 g1, pfi¢emZ koncentrace mikroorganismu
na zaGatku kultivace, 0,2468 g.1”, je vtomto piipadé nejvy3si. Nejvy$si tmar byla zjisténa
pii koncentraci laktézy 30 g1 a dosahuje hodnoty 0,1411 h™', pfi¢emz pii této koncentraci
byla dosaZena zaroveii nejnizsi po¢ateéni koncentrace L. casei 0,1344 g.1™".

Hodnoty saturacni koncentrace jsou nejvyssi pii glukoze, pak pii laktdéze a nejnizSich
hodnot se dosahuje pii pouziti xylozy.

Tabulka 10 - Hodnoty parametrii pri pouziti Monodova modelu
Glukéza Xyloza Laktoza
C Mmax X K, Mmax X K, Wmax X K,

(g1l | (07 | [g0"] | [g"] | [0] | g7 | [g17] | [h7] | [g0] | [g17]
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 10,3086 | 0,9577 | 0,1116 |0,1114|0,5391 | 0,1131 |0,1891|0,5519

Ze zjisténych dat lze konstatovat stejné zavéry jako pii modelu exponencialniho ristu.
V grafu 9 jsou zobrazeny data exponencidlni faze proloZzené Monodovym modelem.
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Pro vizudlni ukazku prolozeni dat modelem v programu MATLAB byly vybrané namérené
data exponencialnich fazi pfi pouziti substratu glukézy, laktozy a xylozy pii koncentraci
20 g1

Graf 9 - Ukdzka proloZeni dat Monodovym modelem
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Z grafu 9 je vidét, ze Monodiv model nejlépe proklada exponencialni fazi pii kultivaci
L. casei v pritomnosti laktozy. V pfipadé pouziti glukézy v kultivatnim médiu se data
exponencidlni faze odchyluji od modelu nejvic.

V grafu 10 je vynesena zavislost max. specifické rustové rychlosti na koncentraci
prislu§ného substratu pouzitého v Zivném médiu pro L. casei.

Graf 10 - Zdvislost p,,,, na koncentraci pouZitého substrdtu
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Graf 10 ma stejné charakteristiky jako graf 8. Jedinym rozdilem jsou o néco vyssi hodnoty
maximalnich specifickych ristovych rychlosti.

3.2.3 Tessieruv model

Hodnoty parametra .., Ky a xp byly vypocitané pomoci MATLABu a vSechny hodnoty
jsou uvedeny v tabulce 11. Hodnoty xp a t4n.y jsou v pfevazné vétsing totozné s hodnotami xo
a Umax PT1 pouziti modelu exponencialniho ristu.

VSechny charakteristiky nejvysSich i nejnizSich hodnot xy a g4, jsou totozné s modelem
exponencialniho rustu.

Hodnoty K, jsou ve vSech pripadech pouzitého substratu nizsi jako pfi Monodovém
modelu. V priméru se nejvyssich hodnot saturacni konstanty dosahuje pii pouziti glukdzy
jako substratu, pak pfi pouziti laktozy a nejnizsi hodnoty byly zjistény pii xyloze.

V grafu 11 je vynesena zavislost koncentrace mikroorganismu na case. Graf slouZi jako
vizudlni ukdzka proloZeni dat Tessierovym modelem v programu MATLAB. Pro ukdzku byly
modelované data exponencialnich fazi pfi pouziti substratu glukézy, laktézy a xylézy
pii koncentraci 20 g1,

Tabulka 11 - Hodnoty parametrii pri pouziti Tessierova modelu
Glukéza Xyléza Laktéza

C Wmax Xo K Wmax Xo K, Wmax Xo K,
(g1 | [0 | [g0] | [g17] | [07 | [gd] | [0 | [0 | [g17 | [g1"]
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 pii graf 9.

V grafu 12 je vynesend zavislost i, na koncentraci pouzitého substratu v kultivaénim
médiu pro L. casei.

Graf 12 - Zavislost p.. na koncentraci pouZitého substrdtu
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Graf 12 je zcela totozny s grafem 8, protoze zjisténé hodnoty parametru . jsou stejné,
jako pfi modelu exponencialniho rustu.

V grafu 13 je zobrazeny model exponencialniho ristu, Monodiv a Tessieriv model
pii pouziti xylézy v médiu v koncentraci 15 g.1"'. Graf slouZ{ k vizualnimu porovnani modeld.

Graf 13 - Grafické zobrazeni viech tiech modelii pfi pouziti xylozy v médiu v koncentraci 15 g.I"'

Z grafu 13 lze vidét, Ze modely jsou velmi podobné. Cervenou kiivkou je oznaeny
Tessierav model, ktery se od modelu exponencialniho ristu (modra kfivka) a Monodova
modelu (Cerna prerusovana kiivka) lisi nejvic. Monodiv model a model exponencialniho
rastu se prekryvaji.
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3.3 Statistické porovnani modeli

Program MATLAB umoznil zakladni statistiku jednotlivych modelt. Tato statistika méla
slouzit k porovnani presnosti modeld, avSak hodnoty SSE (suma Ctvercu rezidui) a koeficient
determinace R* byly ve viech tiech modelech stejné na 4 az 5 desetinnych mist a jsou
uvedeny v tabulce 12.

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

Glukéza Xyloza Laktoza
¢ gl 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 Ize vidét, Ze hodnoty SSE jsou pii pouziti glukdzy, jako substratu, o mnoho
vyS$Si, nez pfi pouziti xylézy nebo laktézy. Hodnota SSE bliZici se k 0 naznacuje, ze model
md mensi nidhodné chybové slozky, a proto je vhodngjsi k predikci. Cim vy$si je hodnota
koeficientu determinace, tim ndm model 1épe vysvétluje variabilitu dat od praméru.
Pfi pouziti xylézy nebo laktézy v médiu byla pfesnost prolozeni dat modely vysoka, protoze
se dosdhlo nizkych hodnot SSE a pomérné vysokych hodnot koeficientu determinace.
Z téchto statistik vSak nelze urcit, ktery model je nepfesné;jsi.

V tabulkdch 13 a 14 se nachdzeji statistiky RMSE a upraveny koeficient determinace.
Hodnoty téchto statistik se jiz vice odliSuji. Pro model exponencialniho rtstu jsou hodnoty
statistiky v tabulce 13. Statistika RMSE a upraveny koeficient determinace je stejnd pro
Tessieriv a Monoduv model a hodnoty jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 13 - Hodnoty RMSE a Rj aj. Pro model exponencidlniho riistu

Glukéza Xyloza Laktéza

c[gl'l | RMSE Rﬁdj. RMSE Rﬁdj. RMSE Rﬁdj.

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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Tabulka 14 - Hodnoty RMSE a Rj aj. Pro Monodiiv a Tessieriiv model

Glukéza Xyloza Laktéza
clgI'l | RMSE | Rj; | RMSE | RZ. | RMSE R
10 [ 02514 | 09325 [ 005534 | 0,937 0,1074 [ 09051
15 [ 03527 | 09091 | 001546 | 09922 | 0,04937 | 09842
20 0,187 0974 | 0,06727 | 09145 | 0,08485 | 0,9829
25 | 03693 | 08958 | 0,08321 | 0,857 | 004274 | 09971
30 | 03584 | 09006 | 0,1022 | 08209 | 0,1473 | 09856
35 | 02127 | 09542 | 0,05686 | 09259 | 0,05264 | 0,9934
40 | 04087 | 08656 | 0,05272 | 09169 | 0,125 0,9445

Cim niZ3i je hodnota RMSE statistiky a &im vice se hodnota Rgdj blizi k 1, tim je model

vhodnéj§i pro pouziti. Z tabulek 13 a 14 je tedy vidét, Ze statistika modelu exponencidlniho
rastu obsahuje niz§i hodnoty RMSE a vys§i hodnoty upraveného koeficientu determinace,
jako tyto statistiky pro Monodiv a Tessieriv model. Odchylky mezi hodnotami statistik
modelu exponencialniho rastu, Monodova a Tessierova modelu se lisi malo, avSak lze
usoudit, Ze pro modelovani ristu mikroorganismu Lactobacillus casei za danych podminek,
je nejpresn€j§i model exponencialniho rastu z divodu nejmensich kvadratickych chyb

a nejlepsiho proloZeni dat modelem.
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4 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo matematické modelovani ristu mikroorganisma, konkrétné
mikroorganismu druhu Lactobacillus casei CCM 4798. Bylo provedeno 21 kultivaci
vsadkovou technikou, pficemz bylo vyuzito v kultiva¢nich médiich tfech riznych substrati,
vzdy v sedmi raznych koncentracich. Jako substrat byly pouzité glukoza, xyldza a laktoza.

Vsechny kultivace probihaly 24 hodin, kdy ve vSech piipadech jiz probihala stacionarni
faze rastu. Rastové kiivky byly sestrojeny dvojim zplisobem, jako zavislost Agy na Case
a jako zavislost koncentrace suSiny biomasy na Case. Dle rastovych kiivek bylo zjisténo,
Ze nejvetsi narust vykazuje Lactobacillus casei pii kultivaci v médiu s glukézou. Nejnizsiho
narustu se dosahuje pfi pouziti xylézy v kultivaénim médiu. Optimalni koncentrace pro rist
pii pouziti glukézy v médiu byla 20 g.I"', pii pouziti laktozy 25 gl a pii xyloze byl nardst
L. casei témé&f totozny v koncentracich 10-35 g.I"". Z rGstovych kiivek I1ze dale konstatovat, Ze
ve vét§ing ptipadd pii koncentraci 10 g™ nastava limitace riistu nizkou koncentraci substratu
a pii koncentraci 40 g.I"' jiz nastava inhibice riistu substratem. Exponencialni faze pii pouziti
glukdzy v kultivaCnim médiu nastava mezi 2. az 4. hodinou a kon¢i mezi 16. az 18. hodinou.
Kdyz se v médiu nachazela xyloza, jako zdroj uhliku, exponencidlni faze probihala pfiblizné
mezi 4. az 14. hodinou. Pfi kultivaci Lactobacillus casei v kultivanim médiu s lakt6zou
exponencidlni faze zaCina mezi 2. az 4. hodinou a kon¢i v hodiné 20. Z vysledka lze
konstatovat, ze nejdelsi exponencialni faze rastu probihala v médiu s laktézou.

Pro modelovani exponencialni faze rustové kiivky byly vybrané tii modely, a to model
exponencialniho ristu, Monodiv model a Tessieraiv model. Modelovani bylo provadéno
v programu MATLAB pomoci aplikace Curve Fitting toolbox. Program vypocital hodnoty
parametra v jednotlivych modelech s 95 % pravdépodobnosti. Hodnoty parametrd maximalni
specifické ristové rychlosti u.. a pocatecni koncentrace mikroorganismu xy vypocitanych
z modelu exponencialniho rastu a Tessierova modelu byly stejné. Hodnoty maximalni
specifické rastové rychlosti vypocitané z Monodova modelu byly vyssi nez u predchazejicich
modeld, ale hodnota parametru xy se ve vétsiné pfipadu shodovala s hodnotami vypocitanych
pomoci modelu exponencialniho ristu i Tessierova modelu. Hodnoty maximalni specifické
rastové rychlosti a pocate¢ni koncentrace mikroorganismu byly nejvyssi pii substratu glukoze
a nejnizsi pri substratu xyloze. Saturacni konstanta K, byla pocitana v pripadé Monodova
a Tessierova modelu. Hodnoty K byly vyssi pfi pouziti Monodova modelu. Nejvy§si hodnoty
K byly opét zaznamenany pii glukoze v kultivaénim médiu a nejniz$i pii pouziti xylozy.

Dle statistiky modelu exponencialniho ristu vime, ze obsahoval o néco mensi stfedni
kvadratickou chybu a vyss§i hodnotu upraveného koeficientu determinace, ¢im se model stal
nejvhodné&jsim k pouziti. Monodiv a Tessieriv model byly hlavné pii pouziti xylozy a
laktézy v kultivaénim médiu pii kultivace taky velmi pfesné, coz dokazuji malé odchylky
v jejich statistice od modelu exponencialniho rastu.

Z naméfenych a vypocitanych dat Ize konstatovat, ze nejlepSim substratem pro kultivaci
Lactobacillus casei je glukoza. Optimalni koncentrace, pii které bylo dosaZzeno nejvyssiho
narastu, byla 20 g1, coz odpovida hodnoté koncentrace v doporu¢eném médiu pro kultivaci
laktobacilti. Ze statistiky lze usoudit, ze model exponencialniho ristu byl nejvhodnéjsi
pro matematické modelovani rastu Lactobacillus casie.
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POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

NAD*, NADH nikotinamidadenindinukleotid

S,s koncentrace substratu [g.l'l]

So, S0 pocate¢ni koncentrace substratu [g.1"']

X koncentrace biomasy [g.1"']

X0 pocateéni koncentrace biomasy [g.1"]
[O] koncentrace rozpusténého kysliku [g.l'l]
P koncentrace produktu [g.1"]

t Cas [h]

k rychlostni konstanta [h'l]

K konstanta vytéznosti [1]

r pocet déleni za jednotku Gasu [h™']

n generacni doba [h]

u specificka rastova rychlost [h™]

M max maximalni specifick ristova rychlost [h™']
K saturaCni koncentrace [g.l'l]

Yx/s vytéznostni koeficient biomasy ze substratu [1]
c koncentrace limitujici Ziviny [g.1"']

G-C guanin - cytosin

L. casie Lactobacillus casie

SSR soucet Ctvercu regrese

SST celkovy soucet Ctvercu

SSE suma ¢tverct rezidui

RMSE efektivni hodnota chyby

MSE stiedni kvadratickéa chyba

R’ koeficient determinace

Ridj. upraveny koeficient determinace
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