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Bioprocesy a ¢as

JAN HRONCEK

Stihrn. Autor rozpraciva novi metodiku pristupu k $tidiu kinetiky bioprocesov zaloZenu na vete:
,»VSetky procesy prebiehaji v Casovom intervale, nezavisle od neho, ale zavisle od podmienok
ovplyviiujicich ich priebeh.*

Téato metéda umoziuje rozklad zloZitych procesov na parcialne procesy idiice za sebou, pritom
vysledny Casovy interval potrebny na prechod procesu zo stavu A do stavu B sa sklada z parcidlnych
intervalov, ktorych velkost je zdvisld od podmienok, za ktorych parcidlne procesy prebiehaju.

V ¢lanku je ako priklad rozpracovana kinetika enzymatickych procesov a kinetika alkoholického
kvasenia.

Nezvyklost pristupu k Stidiu procesov vzhladom na cas, ddva predpoklad ziskat nové pohlady
a poznatky.

Mnohé matematické modely zloZitejSich bioprocesov vypraciivame na zaklade
urcitych predstav, hypotéz alebo teérii. Kazda z nich aproximuje viac alebo menej
uspokojivo skutocnost. Ak sa zisti nesilad prejavu skimaného objektu v jeho
interakcii s okolim — s doteraz platnou predstavou, hypotézou alebo tedriou, vtedy
sa hlad4 novd, ktord lepsie aproximuje skuto¢nost. Je to najéastejia cesta vyvoja
poznania v prirodovednych disciplinach, aj ked nie je jedina. Niekedy aj bizarné,
zdanlivo neprijatelné Gvahy alebo dedukcie s prinosom k poznaniu skutoénosti.
NemozZno ich apriori odmietnut.

Prikladom toho je predstava o zdvislosti ¢asového intervalu, ktori mozeme
sformulovat do vety: ,,VSetky procesy prebiehaji v ¢asovom intervale avSak
nezavisle od neho, ale zdvisle od podmienok ovplyviujicich ich priebeh.*

PodTa tejto vety je ¢as potrebny na priebeh kaZzdého procesu, aviak dizka jeho
intervalu je zavisld od rychlosti Ciastkovych procesov, ktoré si ovplyvnené vonkaj-
$imi podmienkami. Podla tejto vety sa zda, Ze je sprdvnejSie pisat vzfah medzi
drahou padajiiceho telesa a Casom tak, Ze Cas je vyjadreny ako veli¢ina zavisld od
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Podobne sa na zaklade tejto vety vnucuje myslienka zakresfovat v ekonomike
grafy produkcie tak, Ze na os poradnic zakresfujeme cas, v ktorom bola splnena
dand produkcia a na os seCiek vyznacujeme velkost produkcie. Intenzita produk-
cie nezavisi od Casu, ale najmé od vykonnosti strojov, prisunu materidlu, organiza-
cie celej prace (aby neboli prestoje) a pod.

..... -

TAto veta ma vicsi vyznam pri modelovani bioprocesov.

Enzymové reakcie

Predpokladajme, Ze enzymova reakcia prebieha podla rovnice

kl k3
A+B= C—- B+P,

k2
pricom zlozka A je pritomna v koncentracii a
B je pritomna v koncentracii b
C je pritomna v koncentracii ¢
P je pritomna v koncentracii p
(B je celkové mnozstvo enzymu vchadzajiceho do reakcie.)
Celkova rychlost enzymovej reakcie sa dd vyjadrit vztahom

d
v= ‘c'ig: ksc . (1)
Okamzita zmena koncentracie volného enzymu v Case je
de
a=kla(b—c)—(k2+k3)c=0. (2)

Pri tejto reakcii predpokladdme, podla Michaelisovej—Mentenovej tedrie, Ze sa
zmena koncentricie volného enzymu rovna nule, CiZze koncentricia volného
enzymu sa nemeni.

Upravou rovnice (2) dostdvame

_ kl X ab _ a
C—k2+k31+ qu_—l k+k’ (3)
k2 + k} " kl
teda vzhladom na rovnicu (1)
a
v=kic= k3b—k2 gl 4)
a+ =2

ki
Ak nahradime v rovnici (4)

kb =Vna, a=s,

k. +k
-3-/;1—3 = Kyv  (Michaelisova konstanta),
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dostaneme znamy vztah, ¢asto oznaCovany ako Michaelisova—Mentenova rovnica

s

V= Umaxm ¥ (5)
Vztah (5) ziskame aj pouZitim vety o zavislosti Casového intervalu: Aby sa

enzymova reakcia dostala zo stavu A do stavu B, potrebuje ur€ity ¢asovy interval

(¢t — %). Tento Casovy interval je zavisly od koncentracie enzymu e, od koncentracie

substratu s, od teploty 7. Ak reakcia prebieha pri konStantnej teplote, mozZeme

faktor teploty vynechat. Najprv si napiSeme vSeobecni rovnicu tohto vztahu

t—t=F(e,s), (6)

pricom predpokiadame, Ze funkcia F v rovnici (6) je monoténna a v kazdom bode
derivovatelnd. Diferencovanim tejto rovnice dostdvame
ot . ot

dt—ae de+as ds . (7)
Vyraz 9t/de=1/(de/3t), kde de/dt predstavuje rychlost degradécie voluého
enzymu pocas reakcie v zavislosti od jeho koncentracie. Laboratorne pokusy (16)
s enzymami jednoznane naznaCuji, Ze tu ide o reakciu pseudoprvého poriadku,
preto mozeme pisat

L S
ar. e
alebo vhodnejsie
at 1
3¢- e’ (&)
kde v je rychlostnd konStanta.
Podobne sa da experimentalne dokazat, Ze
ot 1
ds -B ’ ©)

kde o je rychlostna konStanta a niekedy sa oznaCuje ako Specificka rychlost
spotreby substratu.
Dosadenim vztahov (8) a (9) do (7) dostaneme

dt=——1—de—ids. (10)
ve os .
Delme rovnicu ds
1 dr 1 de 1
e s weds et (11
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Upravou tejto rovnice dostaneme

ds_ds s

U=—a—t-V€'&—Td_—s. (12)
o de
Substiticiou
v veg
max de
a . (13)
v ds
KM = 66&

dostaneme vyraz (5).

I ked sme obidvoma metédami dospeli k tomu istému vztahu, predsa si tu uréité
rozdiely.

Podla Michaelisovej—Mentenovej tedrie sa koncentrdcia enzymu nemeni, en-
zym teda pocCas reakcie nedegraduje. Podfa vety o zavislosti Casu enzym musi
degradovat. Keby nedegradoval, potom by de/ds =0. Ak by to bola pravda, potom
dosadenim tohto vztahu (teda nuly) do rovnice (11) by sme dostali

_dr_1
ds os’
teda
s=s0e"%. (14)

Prax potvrdzuje, Ze enzymu pocas reakcie ublida a odbiravanie substritu nie je
reakcia Cisto prvého poriadku. (Metddou podla Lineweavera a Burka mozZeme
zmerat maximalnu rychlost.)

Podla Michaelisovej—Mentenovej tedrie sa zavadza

VUmax = k3 b= k3 [E] ’
kym podla vety o zavislosti ¢asu

v =ved—s
max de . '
Oba vyrazy st ekvivalentné, aj ked sa zda druhy (podla vety o zavislosti
casového intervalu) presnejsi.

Podla Michaelisovej—Mentenovej tedrie je Ky konstantou a definuje ju vztah

kot ks
~frk,

pri¢om vzhfadom na konStantu k; m4 konstanta Ky rozmer rovnaky ako substrat s.

Ky
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Podla vety o zavislosti ¢asového intervalu Ky = e(v/g).(ds/de), nemdZe byt
teda konsStantou. Ak by sme totiZ pripustili, Ze Kv je konStantou, potom koncentra-
cia enzymu e by sa menila podla vztahu

e=eo.exp[—k(so-s)], k=KM§

Experimenty (16) uz aj tym naznacuji, Ze Michaelis—Mentenovej tedria aproxi-
muje skutonost, Ze

ds . .
T konst.

Riesenim tejto rovnice mdzeme najst, Ze
e=w+ks,
kde w a k si konstanty. Dosadenim tohto vztahu do rovnice (11) dostaneme

1 de 1 1 11

v ds kv wtks o5’

Pri metéde Lineweavera a Burka zakreslujeme y=1/v oproti 1/s=x. Po
substiticii

1
x==
s
dostaneme
1 1 X
v kvw x+£ o
w

Tento vztah sa zobrazi pri nizkych hodnotach s, a teda pri vysokych hodnotich x
ako priamky so smernicou 1/, na osi y bude vytinat disek velkosti

1
Yo Jevw

zatial Co siihlasi s naSimi skdsenostami.

Ak by sme zaviedli substitiiciu e = e,.exp[ — k(5o — 5)], nedostali by sme meto-
dou Lineweavera a Burka priamku, ale krivku.

Z doteraz napisaného sa da dedukovat, zZe vyraz de/ds=1/a., kde a. je akasi
priemerna hodnota degradovaného substratu jednotkou enzymu pocas jeho exis-
tencie v reakcii. Tato hodnota bude teda ind bez inhibicie, ako za pritomnosti
inhibitora. Ak predpokladame, Ze

de_1+kI_1+1/K

ds a. a.
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potom dosadenim tohto vztahu do rovmice (11), resp. (12) dostaneme obraz
nekompetitivnej inhibicie.

Inhibitor sa mozZe prejavit aj inak. Ak inhibitor stitaZi o miesto so substratom,
prejavi sa uZ pri prvych experimentoch tym, Ze za jeho pritomnosti reakcia pomaly
dobieha. To znamena, Ze ak zakreslime logaritmus eSte nezmeneného substratu
oproti Casu, potom smernica ziskanej krivky pri konci reakcie ma mensSiu absolitnu
hodnotu ako smernica za nepritomnosti inhibitora. Ak krivka priebehu reakcie ma
tvar:

s=1.(¢),
jej logaritmus je:
In 5 =1£,(7),
potom smernica sa da vyjadrit vztahom

dlns_1ds ., ..
_F_g'd—t_fz(t)_g'

Ak sa hodnota o meni so zvySujucou sa koncentraciou inhibitora podfa vztahu

__
C=IYIK’

potom sa to prejavuje ako typickd kompetitivna inhibicia opisand v mnohych
ucebniciach enzymoldgie alebo biochémie. Presved¢ime sa o tom tak, Ze tento
vztah dosadime do rovnice (11).

Ak pritomnost inhibitora nielenZe znizuje hodnotu g, ale aj zvy$uje hodnotu
de/ds, potom sa inhibitor prejavuje nekompetitivnou inhibiciou.

Alosteriticka inhibicia sa da vyjadrit vztahom

ds Ia.
" Ks (16)

Zlozité bioprocesy

Veta o zavislosti ¢asového intervalu nadobiida svoj vyznam najma pri zlozitych
bioprocesoch, ktoré sa skladaji z jednoduchsich, prebiehajicich vedla seba a za
sebou. Rychlost vysledného bioprocesu uruje pri procesoch zapojenych za sebou
najpomalsi z nich. Pre Stidium kinetiky sa niektoré $tatisticky menej vyznamné
procesy nemusia brat do tvahy.

Bioproces potrebuje na svoj prechod zo stavu A do stavu B uréity asovy
interval. Tento interval zavisi od rychlosti jednotlivych Ciastkovych procesov, ktoré”
st ovplyviiované podmienkami ich priebehu. V podmienkach, ktoré ovplyviiuji
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rychlost a niekedy aj smer procesov, si formulované parametre a faktory. Faktory,
ktoré vieme udrzat pocas priebehu procesu na konsStantnej hodnote, neberieme do
ivahy. Pre modelovanie bioprocesu su dolezité faktory, ktoré sa pocas procesu
monoténne menia (to znamena, Ze vzrastaji alebo klesaji). Ako priklad takého
zlozitého procesu moze byt alkoholické kvasenie za pritomnosti Saccharomyces
cerevisiae.

Na prekvasenie cukru nachddzajiceho sa v Zivhom médiu kvasinkami je
potrebny urcity Casovy interval. Velkost tohto intervalu ovplyviuji tieto faktory:
koncentracia kvasniCnej biomasy x, cukru s a metabolitu etanolu p, teplota 7,
inhibitor I atd...

Predpokladajme, Ze teplota 7 sa pocas kvasenia nebude menit a aj koncentracia
inhibitora I ostane na konStantnej hodnote. Ostdvaju nam tri faktory, o ktorych
musime jednoznacne zistit, ¢i sa pocas kvasenia menia iba monoténne. Koncentra-
cia cukru s bude pocas kvasenia iba klesat. Koncentracia etanolu bude stipat a ku
koncu kvasenia sa bude ustalovat na konstantnej hodnote. Do média nebudeme
vhanat kyslik vetracim zariadenim, aby etanol dalej nemetabolizoval a straty
alkoholu inikom CO, budi minimalne, takZe nespOsobia také zniZenie obsahu
etanolu, aby stipajica koncentracia v Case preSla na klesajicu. Kvasnitné bunky
dosiahnu celuldrne nasytenie a ostani pri tejto hodnote, ¢o je krajny pripad.

Za takychto podmienok mozeme formulovat obecnd rovnicu

t—t=F(x,s,p). (17)
Diferencovanim iejto rovnice dostavame
ar=2L dx+2t as +a—-dp (18)

Aby sme mohli vztahmi vyjadrif parcidlne derivacie v rovnici (18), urobime
~ laboratorne alkoholické kvasenie na vzorke média, na ktorom chceme modelovat
cely proces pre ,,scale up* a sledujeme na Case pri konstantnej teplote a prisnych
anaerébnych podmienkach koncentraciu biomasy x, cukru s, a alkoholu p. Zo
ziskanych dat zostrojime grafy: a) logaritmus naturalis konc. biomasy x oproti
Casu ¢, b) logaritmus naturalis konc. cukru s oproti ¢asu ¢ (obr. 1). Na zaciatku
alkoholického kvasenia je mélo alkoholu, takZe jeho maly prirastok neovplyviiuje
signifikantne mnoZenie mikroorganizmov (Franz, 1969 [4], preto asymptota
k logaritmu rastovej krivky predstavuje svojou smernicou yu

1
3= M (19)

ax

V nasom pripade u je Specificka rastova rychlost kvasiniek na zvolenom médiu pri
urcenej teplote za optimalnych podmienok.
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Obr. 1 STANOVENIE HODNOTY P Fig. 1.

Podobne ako pri uréovani $pecifickej rastovej rychlosti zostrojime asymptotu ku
krivke In s =f(#). Pri nizkych hodnotéch cukru kvasinky oby¢ajne dosiahli maxi-
mum svojej populdacie a prirastok etanolu pri doterajsich uz znaénych koncentra-
ciach neovplyviiuje silne meranie, preto mézeme pisat

i dns)_1ds.135_
hf; dr sdt sar ¢ (20}

Na zéklade prac Franza (1969) (4) a Egamberdieva a Erusalimského (1969) (3),

po dalsich experimentoch sa podarilo najst (9), Ze

ot 1

w oP-pr’ KL 21)
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~ Tieto vztahy dosadené do (18) ddvaju
1 &
dt=—dx——ds +—1——7
pe " os  o(P-p)
kde P je maximélna koncentrdcia etanolu, ktori eSte kvasinky vedia svojou
Zivotnou ¢innostou dosiahnut.

Uz bezny pohlad na rovnicu (22) naznacuje pracovnikovi skiisenému v spracova-
ni experimentalnych dat, Ze je v tomto pripade totidlnym diferencidlom, ¢o sa da
Tahko dokazat, a preto integraciou dostavame velmi uZitoény vzfah

1 So 1 P

1 X
t——to—;lnxg+91n—s-+—-l ?—; (23)

(22)

Touto rovnicou mozno kontrolovat priebeh alkoholického kvasenia mustu, obilnej
zapary, melasy, ale aj pivovarskej mladiny.

Ak pocas experimentu zaznamendvame Vv urcitych casovych intervaloch koncen-
traciu biomasy x, cukru s a etanolu p, moZeme zostrojit drahu fermentacného
procesu. Zostavime pravouhlé siradnice, na ktorych budeme zaznamenavat hodno-
ty veli¢in, ktoré sledujeme, x, s, p. Tieto hodnoty urcuji v nami zostrojenom
priestore bod, ktorému je priradeny cas 7. Postupne zostrojime celi krivku, ktord
nazyvame drahou fermentacného procesu (obr. 2). Jej priemety do rovin tvorenych
osami suradnic sa daji matematicky formulovat

x=yVsi—s (24)

pre rovinu prechadzajicu osami x a s,
p=Vb*+p*x*—~b (25)

pre rovinu prechadzajicu osami x a p,
p=Vb*+a’*(so—s)’—b (26)

pre rovinu prechadzajicu osami p a s.

Tieto vztahy dosadené do (23) ndm umoziuji matematicky formulovat rastovi
krivku a kvasné krivky.

Ziskané matematické modely kvasnych kriviek st dostato¢nou aproximaciou
skutoénosti, ktora sa da este viac priblizit tym, Ze presnejsie budeme formulovat
parcidlne derivécie z roviaice (18).

Vztahom (19) nie je zvyraznena lag faza rozmnoZovania. Tento parc1alny
bioproces prebieha v casovom intervale, nezavisle od neho, ale zévisle od koncen-
tracie Zivej biomasy x, a od koncentracie vneseného inokula z. Fyziologicky stav
inokula v tomto stupni pribliZovania skutocnosti nebudeme este brat do Gvahy. Pre
tento parcidlny bioproces mozeme pisat vSeobecni rovnicu

t—6=F(s,2), s (27)
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t=F(X,$,P)

ALKONOLICKE KVASEMIE ZOBRAZENE AKO DRAHA BIOPROCESU V TROJROIMERNOM

Obr. 2. FERMENTACNOM poLI
diferencovanim dostavame
ot ot
dt—ax dx+§2 dz.

Na ziklade prac Monoda a dalSich mdZeme pisat

a_1
Ox ux’
Na zaklade prace Deana (2) mozeme pisat
or__ 1
az - ,VZ2 ’
pri¢om
dz_ 1
dx &
Dosadenim tychto vztahov do (27) a dpravou mame
de _1 & 1 ot

dx Ty G EY ox
20
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(28)

(28a)

(28b)

(28¢)
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pretoZe ide o parcidlny bioproces ovplyvneny jedine koncentraciou kvasni¢nych
buniek x.

Podobne, ako sme brali do {ivahy lag fizu mnoZenia mézeme pri druhej
parcidlnej derivacii brat do tvahy inhibiciu substritom, ¢im dostaneme

5} e E . (30)

Takto méZeme postupovat aj pri matematickej formulécii kinetiky inych zloZi-
tych bioprocesov.

Diskusia

Veta o nezavislosti procesov od Casového intervalu, ale o zavislosti velkosti
Casového intervalu potrebného na prechod procesu zo stavu A do stavu B bola
formulovana uZ roku 1962. V tom Case sa uZ pouzivali metddy zaloZené na rieSeni
sistav diferencialnych rovnic a zd4 sa, Zze analégové pocitace vyvoj tychto metod
iba urychlili. Neobvyklost myslienkovych pochodov, pri ktorych vyjadrujeme cas
explicitne, nedovolila prenikniit tejto metdde do vedomia Sirokého okruhu vedec-
kych pracovnikov. Vdaka jej vyhoddam sa dnes tato metdda dostiva do popredia
a zaujimaji sa o fiu bioinZinieri a biotechnolégovia.

Aj napriek svojim vyhoddm ma tato metéda urcité ohraniCené pouzitie. MoZno

ju pouZit iba tam, kde velkosti faktorov zicastiujicich sa na procese ma v Case
jednoznacny priebeh: ich velkosti sa alebo zvySuji, alebo znizuji. Nemozno totiz
pri jednej hodnote faktora vypocitat dve Casové hodnoty. Tak napr. nebolo ju
mozné pouzit pri modelovani hydrolyzy dreva, pretoZe pofas hydrolyzy najprv
koncentracia redukujicich cukrov stiipa, a potom v dosledku rozkladu klesa. Ale aj
tento proces mozno rozdelit na dva: hydrolyza celuldzy a deStrukcia glukézy, ktoré
prebiehaji v Casovom intervale, nezévisle od neho a vedla seba. Oba procesy sa
daji opisanou metédou spracovat.
— alkoholické kvasenie, ma jednoznacny priebeh pri cukre — ktorého koncentra-
cia klesa. Alkohol stipa a stiipa aj celkovy poCet kvasiniek v jednotke objemu.
Nemozno to uz tvrdit o pocte Zivych buniek. PouzZitim Luedekingovej vety (1)
a tejto metody sa podarilo néjst vzorec pre pofet aktivnych kvasnicnych buniek
pocas skvasovania pivovarskej mladiny v zavislosti od koncentracie asimilovatel-
nych cukrov (9)

Xav. =(Rs"* —5):(a—Db), (31)

kde R je konstanta vyplyvajiica zo zaCiatocnych podmienok, s je koncentracia
asimilovateInych cukrov prepocitanych ako maltéza, b je energia potrebna na
udrZanie Zivota, a je energia potrebna na vytvorenie novej bunky.
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Zaver

Opisana metoda ma Siroké pouzitie pri matematickej formulécii niektorych
procesov, da sa Tahko pochopit experimentilne a vypoctovo zviadnut aj napriek
nezvyklému pristupu k $tidiu Ciastkovych procesov. Na rozdiel od doterajsich metéd
nesleduji sa Ciastkové procesy cez rychlosti, ale cez recipro¢né rychlosti — intervaly
Casu. Pritom sa predpokladd, Ze celkovy interval ¢asu, definovany ako recipro¢na
hodnota vyslednej rychlosti, je suctom parcialnych intervalov ¢asu. Procesy, ktoré
ida vedra seba, vyjadruji sa ako prevratena hodnota siétu rychlosti.

Této met6da sa uplatiiuje pri matematickom modelovani niektorych bioprocesov
v biotechnoldgii. Jej vyhoda spociva v tom, Ze berie do tvahy Statisticky vyznamné
faktory ovplyvnujiice proces, celkove zjednodusuje Gvahy a jej rozvinutie mozno
oCakavat aZ po jej SirSom uplatneni vo vedeckych pracach. Mozno predpokladat, ze
ako novéa metoda prinesie aj nové pohlady a poznatky.
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bronponeccsi B BpeMs

PeswomMe

ABTOp paspabaTsiBaeT HOBYIO METOTHMKY MONIXOMa K M3Y4EHHIO KHHETHKH GHOTIPOLIECCOB, OCHOBAHHOM
Ha yTBepXkneHumu: «Bce mpomecchl MPOTEKAKOT B HMHTEPBANE BPEMEHH, HE3aBMCHMO OT HEro, HO
B 3aBHCHMOCTH OT YCJIOBHM, OKa3bIBalOIAX BIIASHHUE HA X XON[.»

ITa METOKKA MO3BONAET PA3AEHHUTh CIOXHBIA NMPOLECC HA PAN MapUHANbHBIX NOCHENOBATENbHbIX
NPOLECCOB, IPUYEM PE3yIbTHPYIOLIHIA BPEMEHHOH HHTEPBAI, HEOOXOIMMBIH JITIst IEPEXOa MPOUecca 13
COCTOSIHHS «A» B cocrosiMe «B», cknmajgbIBaeTcsi W3 NapiMaibHbIX HHTEPBAJIOB, Pa3MEPBI KOTOPBIX
3aBHCAT OT YCTIOBH#, IPH KOTOPBIX NPOTEKAIOT laHHbIE MaplHaNbHbIE TPOLECCHI.

B crathe B KayecTBe npumepa pa3paboTaHa KMHETHKA (DEPMEHTATHBHBIX IIPOLECCOB M KMHETHKA
CIIHPTOBOTO OPOXEHHA.

Heo6b1yHOCTh MOXOfa K W3YYEHHIO IIPOUECCOB BO BPEMEHH CHYXHT MPEANOCHLIKOH TONyYEeHHUs
HOBBIX aCNEKTOB H CBE/ICHHMN.

Bioprocesses and time

Summary

The author elaborates in this article a new method of studying bioprocess kinetics, based on the
following principle : “All processes take place in time interval independently of it but in dependence on
conditions influencing their course.” This method enables decomposition of complicated processes into
subsequent partial processes, while resulting time interval necessary to process transition from position A
to position B consists of partial intervals magnitude of which depends on conditions under which partial
processes take place.

For an illustration, the author deals here in detail with kinetics of enzymatic processes and kinetics of
alcohol fermentation.

This unusual approach to studying processes with respect to time offers new possibilities for acquiring
new conceptions and information.
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