Bulletin PV (Bratislava) XXIII(III), ¢. 4, s. 363—369, 1984

Niektoré problémy modelovania rastu a produkecie metabolitov

VLADIMIR BALES — DUSAN HALAMA

Sthrn. Prdca sa zaoberd niektorymi problémami modelovania rastu biomasy.
Odportda sa postup na uréovanie parametrov kinetickych modelov rastu, ako aj
na vyber ,,spravneho‘‘ modelu.

Modelovanie chemickych procesov na zaklade uréenie ich kinetiky je uz bez-
nou metédou, vyuzivenou pri navrhu reaktorov i pri optimalizacii procesov.

V poslednych rokoch sa takéto modelovanie stale viac uplatiiuje aj v oblas-
tinch biochemickej technolégie, najma v priemyselnej mikrobioldgii [1, 2].

Casto nie je takéto modelovanie skutotnym opisom procesu — ten je velmi
komplikovany. AvSak aj ked ide iba o matematicki formaliziciu, moze byt
této wzitotna. Tak najjednoduchsia rastova kinetika podla Monoda
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je enzlégiou najjednoduchsej enzymovej kinetiky zndmej teraz ako rovnica
Michaelisa—Mentenovej. Tato analdgia sa vysvetlovala zdanlivo logicky:
Ak je pri raste orgenizmov nejaka reakcia ,,4zkym miestom*, potom ona uréuje
celkkovi rychlost procesu. V Zivej hmote to bude zrejme enzymové reakeia,
a preto je aj pochopitelné, prefo sa rast kultiry mikroorganizmov riadi kine-
tikou enzymovej reakeie.
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Aviak v priebehu rastu kultiry od naotkovania po staciondrnu fizu sa pod-
mienky neustéle menia. Plati to nielen pre kultivaéné médium, ale aj pre zloze-
nie a vlastnosti biomasy. Za tychto okolnosti by teda jedna enzymova reakcia
mala byt urdujicou od zadiatku az do konca? A ak nie jedna, potom rozne
reakeie, ale s forméalne rovnakymi vlastnostami vzhladom na konecenfriciu
substratu a biomasy?

Zrejme to nie je moZné — ale napriek tomu mnohé priebehy rastu kultir sa
dajt takto dobre opisat. Dokonca aj taky zlozity systém, ako je biocendza ak-
tivovaného kalu v procese biologického aerobného (aj anaerobného) Cistenia
odpadovej vody, tejto kinetike velmi dobre vyhovuje.

Teda ak aj ide o formaliziciu procesov, v mnohych pripadoch sa daji dobre
opisat niektorymi zakladnymi jednoduchymi vztahmi. Pravda, s vynimkou
produkeie primérnych metabolitov, pre produkeiu metabolitov st uZ tieto
vztahy pomerne zlozité. Avsak napriek tomu sa daji pouzif. Suvisi to jednak
s rastom vyznamu praktickej aplikdcie biochemickych technoldgii, jednak
s rychlym rozvojom biochemického inZinierstva. Stéasne to odraza aj moznosti
vypodtovej techniky, ktord sa v tejto oblasti s iba niekolkoroénym oneskore-
nim za chemickou technolégiou zaéina zavadzat aj pre priame riadenie mikro-
biologickych procesov.

Modely rastu biomasy

Oproti chemickej kinetike sa v opise rastu kultir stretdvame s niekolkymi
tiypickymi odlisnostami.

Katalyzatorom procesu je predovsetkym zlozka zivej hmoty. Jej koncentra-
cia sa v priebehu procesu zvysuje (aspoil po dosiahnutie staciondrnej fizy rastu.)
Teoreticky za podmienok bez limitacie by mala biomasa rast do nekoneéna pod-
Ta exponencidlneho vztahu (v diferencidlnej forme)

dCx

dt

lebo bez limitécie (limitdcii) sa u nemeni (prakticky je totozné s u, ). Pravda,
podmienky bez limitdcie mozno udrzat iba pomerne velmi kratky cas a u je

potom zavisla od koncentrécie limitujiceho substratu, spravnejsie substratov,
analogicky podla [1]:

= (3)

Osi
Ksi + OSi

Toto je casty pripad pri aerobnych organizmoch: okrem limitacie zdrojom
uhlika a energie st skoro vzdy limitované aj koncentraciou kyslika (formélne

#=/tm| (4)
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tu vystupuje ako substrat). K st konstanty s rozmermi koncentracie a pred-
stavuji koncentriciu substritu, pri ktorej je ¥pecifickd rastovéd rychlost w
prave poloviénd v porovnani s up, (teda proti nelimitovanému rastu).

Vzhladom na zhodu s modelom enzymovej kinetiky maji konstanty rovnice
(4) fyzikdlny zmysel. Velmi casto sa pozoruje odchylka od tejto jednoduchej
zavislosti, a to najmé v zavislosti od zadiatotnej koncentricie substratu. Ana-
l6giou Monodovej rovnice je empiricky vzfah [7]

&,
= :
P Ky + Kgg0s -+ Cgy

Niekedy mozno pouzit vztah (1), ale s exponenciadlnou zavislostou od kon-
centracie substratu (Moser [4])

(3)

i} (6)
H= Ky + C®
V inych pripadoch sa moéZe opisat spomalovanie rastu s poklesom koncentra-
cie substratu (Teissier [3]):

= (1 — e(—CelK)). (7

Pravda, pri poslednych dvoch modeloch sotva mézeme hladat v ich konstan-
tach nejaky fyzikalny zmysel.

Contois [56] vysvetloval spomalenie rastu ,,biologickou tesnostou‘ — pri
vysokej koncentracii biomasy si bunky navzijom prekazaji a brzdia svoje
rozmnozovanie:

Cs

o, 8
1z ”K10X+Gs (8)

D4 sa dokézat, ze ide o Specificky pripad tzv. logistickych rastovych kriviek

Oxm N Ox
B= (9)
m Oxm
alebo
¢ Oxm—C
u=um<1+ o (10)
OX OXm - OXO
Posledné dva vztahy sa obytajne vyjadruju v integralnej forme
c
Ox = = , (11)
1 + exp(a — unt)
Cxpm—0C
Ox = el 2L (12)

(1 = exp(a — :umt)
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Tieto krivky ¢asto dobre opisuja rast populdcie nejakého druhu v uréitom
obmedzenom priestore a ich konStanty maji potom biologicky zmysel.

V mnohych pripadoch hlavny zdroj uhlika a energie mé pri vyssich koncen-
traciach inhibiény vplyv na rast. Inokedy zase produkty metabomlizmu sd in-
hibiéné (zndmy pripad: etylalkohol).

Potom prebieha rast ¢asto podla zavislosti, ktord prvy odvodil Andrews [6];

Cs ,
M= Um o2 (13)
&+%+£
alebo podla zavislosti (Monod—Jerusalimskij [7]):
Cs K,

b= tm (14)

Kg+Cs Ko+ 0,
Niektori pracovnici sa snazili zjednotit tieto zdanlivo velmi odlisné modely
[8, 9]. Kargi a Shuler [9] navrhli vztah

d(pe/pm) =K(_:“_)m (1 ___-'u_)n (15)
dCs ) s )

ktory zahrnuje niektoré predtym uvedené rastové kinetiky.

Z hladiska ndvrhu a optimalizicie fermentacnych procesov mé velky vyznam
uréenie spravnej kinetiky rastu biomasy, resp. uréenie parametrov modelu,
ktory najpriliehavejSie opisuje Studovani kinetiku rastu biomasy. V beZnej
praxi sa postupuje tak, Ze sa rovnice kinetik linearizuji a metédou najmensich
$tvorcov sa uréuji parametre modelov. V mnohych publikécidch, v ktorych st
takto spracované experimentilne udaje, neuvidzaji sa vSak zakladné Statis-
tické tidaje experimentov ani vypoctovych parametrov, bez ktorych st vypodi-
tané konstanty bezcenné.

Podobné uskalia mé aj nelinedrna regresia, pomocou ktorej sa daji vhodnou
volbou téelovej funkcie a vyberom optimalizatnej metédy urcit parametre
modelov. Napriklad, my sme vypracovali program C12SIM na vypocet para-
metrov uvedenych modelov vyuzivajici simplexni metédu, ked sa minimalizo-
vala téelova funkcia v tvare

N 2
Z( i, nam —— Mg, vyp ) (16)
P = =1 i, nam

N

kde g; pam SO namerané a p; oo, vypoéitané hodnoty Specifickej rastovej rych-
losti. Vyber modelu sa riadi minimom téelovej funkecie a je testovany rozpty-
lom a korela¢nym koeficientom.
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Priliehavost medelu k experimentalnym ddajom vyplyva zo sprévneho urée-
nia parametrov (konstant) pouzitého modelu. Adekvétny model musi obsaho-
vat parametre, ktoré maju fyzikdlny zmysel. Napriklad: KonStanta inhibicie
K, v Andrewsovom modeli (rov. (9)) musi mat redlnu kladnt hodnotu. Regres-
nou analyzou v8ak mozno niekedy ziskat aj zdporné hodnoty tohto parametra,
a takéto vysledky st dokonca publikované aj v odbornych pracach. Formalne
mozno akceptovat aj zapornd hodnotu, ak rovnica adekvatne opisuje experi-
mentalne Gdaje a je pouzitd hoci na modelovanie procesu riadiacim poéitadom.
Pravda, na zdklade takto ziskanych parametrov nemozno robit ziadny fyzi-
kélno-inZiniersky rozbor procesu. Neziadice hodnoty konstdnt mozno vyluéit
zabudovanim patriénej podmienky do vypoétu parametrov modelu. V line4r-
nych modeloch by sa mohli ziskané parametre porovnat s ich zodpovedajicimi
standardnymi ochylkami, pouzijtic ¢-test. Pri nelinedrnej regresii t-test nie je
signifikantny. Uvadza sa, Ze pre jednoduché modely, ked je Standardné odchyl-
ka mensSia ako 50 9,, mozno vypocitané parametre akceptovat.

Pri vypoéte parametrov kinetik rastu biomasy sa predpokladd vzdjomné ne-
zavislost parametrov modelu. Tato poziadavka ¢asto nie je splnend pre rovnice
kinetiky rastu. Napr. nasla sa kovariancia medzi parametrami Monodovho vzta-
hu.

Urdenie spravneho modelu kinetiky rastu biomasy spomedzi konkurenénych
modelov sa riadi tymito zasadami:

a) Model, ktorého vypocitané parametre st nerealne (napr. zdporné) & maja
velky rozptyl, je nevyhovujiei.

b) Ak rezidua z vypoditanych (podla modelu) a nameranych ddajov nespl-
naji ndhodné rozdelenie, model nie je vhodny.

¢) Za najvhodnej$i model pokladdme model s najmensim rozptylom

Q2 _ (;ui, nam ~ &3, vyp)z’ (17)
N—p
kde p; pam je experimentélny ddaj, u, ., — vypotitany tdaj, N — pocet
experimentalnych hodnét, p — pocet parametrov.

Rozptyl @* pre vyhovujici model by sa mal rovnat rozptylu experimental-
nych tdajov.

Z hladiska skimania procesu primarnym problémom je identifikicia ,,prav-
divého‘‘ modelu kinetiky rastu a nie urcenie ,,najlepsich’ parametrov modelu.
Optimélny opis procesu fyzikdlnym modelom nie je preto identicky s urco-
vanim parametrov modelu. V urc¢itych pripadoch sa méze na urcenie ,,pravdi-
vého‘‘ modelu pouzit rozdiel medzi hodnotami rychlosti v i-tom experimental-
nom bode u; a zodpovedajicej hodnote vypoéitanej podla zvoleného modelu
Ui, Pravda, definitivny vyber medzi dvoma konkureénymi modelmi neméze
byt uspokojivo urobeny iba na ziaklade jedného suboru kinetickych tudajov.
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Musi sa urobit dalsia séria merani, podmienky ktorych sa wréuji na zélklade
tzv. diskriminaénej funkcie [10]

9s = My — Mg » (18)
kde ¢ oznaduje i-ty experimentalny tidaj a j,k alternativne modely. Pozitie dis-
kriminaénej funkcie spo¢iva v najdeni bodov, resp. oblasti nezavisle premennej,
v Itorych nepravdivy model neopisuje experimentalne tdaje. Dodatkové ex-
perimenty v tejto oblasti pre nepravdivy model vykazuji znaéne velky rozptyl
(rov. 17). Optimélne experimentalne podmienky sa uréuji z maxima diskrimi-
nac¢nej funkecie. Maximum sa mdze ndjst derivicou rovnice (18), reSpektujic
nezévisle premenné (koncentraciou substratu, éas atd.), a to bud analyticky,
bud numericky. Uréovanie parametrov pravdivého modelu mozZno urobit uz
uvedenym spésobom.

Pokdsili sme sa ukazat niektoré problémy modelovania kinetiky rastu bio-
masy, ktoré sa ¢asto prehliadaji. Spravnou metodikou vyberu modelu a uréo-
vania parametrov modelu sa vyhneme chybnym zaverom, ktoré mézu vyznam-
ne ovplyvnit nase praktické rozhodnutia.

Tabulkal Table 1
Modelt K m n
(N 1/Ks 0 1
(1) 1/K 0 2
(3) (n|K)Lin 1—nt 14 nt
(8) K, 0 2 .
IModel.
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HeROTopre npOGJeMLI MOJEJIHPOBAHHA pocTa I MIPOYKRIIIIL MeTaloIuToOB
PeamowMme
B pabore paccMarpHBalOTCI HEKOTODHIE IIPOOIEMBI MOJEIMPOBAHUA pPocTa OHOMACCHL.

PeroMeH/IyeTCs METOJ ONPEjielieHNsA NapaMeTpPOB KHHETHUeCKHX Mojerneil pocTa, a Takixke
MeTOJi OIPEJesie A ,,IPaBUIIBHOI’’ MOJEI.

On some problems of modeliing the growth and production of metabolites
Summary
The paper deals with some problems of modelling the growth of biomass. To this purpose

the authors recommend a method for determination of parameters of kinetie growth mo-
dels as well as for selection of a ,,proper‘ model.
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