Kapitola 5. 
REAKČNÁ KINETIKA
		
REAKČNÁ KINETIKA PROCESOV V BIOREAKTOROCH 

Táto kapitola sa zaoberá matematickými dejmi, ktoré prebiehajú pri kultivácii biomasy a pri enzýmových reakciách.

MODEL HETEROGÉNNEHO PROCESU
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Obr. 1 Model heterogénneho procesu.
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NEŠTRUKTURÁLNE MODELY RASTU BIOMASY
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Saccharomyces is a genus of fungi that includes many species of yeasts. Many members of this genus are considered very important in food production. It is known as the brewer's yeast or baker's yeast.	

Escherichia /ˌɛʃəˈrɪkiə/ is a genus of Gram-negative, non-spore forming, facultatively anaerobic, rod-shaped bacteria from the family Enterobacteriaceae.[1] In those species which are inhabitants of the gastrointestinal tracts of warm-blooded animals, Escherichia species provide a portion of the microbially derived vitamin K for their host. A number of the species of Escherichia are pathogenic.[2] The genus is named after Theodor Escherich, the discoverer of Escherichia coli.

Aspergillus fumigatus is a fungus of the genus Aspergillus, and is one of the most common Aspergillus species to cause disease in individuals with an immunodeficiency

Candida is a genus of yeasts and is the most common cause of fungal infections worldwide.

Pseudomonas is a genus of Gram-negative, aerobic Gammaproteobacteria, belonging to the family Pseudomonadaceae and containing 191 validly described species. P. aeruginosa flourishes in hospital environments, and is a particular problem in this environment, since it is the second-most common infection in hospitalized patients (nosocomial infections)		
Pichia (Hansenula and Hyphopichia are obsolete synonyms) is a genus of yeasts in the family Saccharomycetaceae with spherical, elliptical or oblong acuminate cells. Hansenula polymorpha (Pichia angusta) belongs to a limited number of methylotrophic yeast species. It is able to assimilate nitrate and can grow on a range of carbon sources. some species of Pichia can create potential faults in wines. Some Pichia representatives can be found in raw milk and cheese, some Pichia species (e.g. P. ohmeri) have recently been clinically been proven to be pathogens, better known as so-called opportunistic pathogens [2] in immunocompromised humans. Some people are born with defects in their immune system, or primary immunodeficiency. A person who has an immunodeficiency of any kind is said to be immunocompromised.

Cryptococcus (Greek for "hidden sphere") is a genus of fungus. Cryptococcus neoformans is the most prominent medically important species. It is best known for causing a severe form of meningitis and meningo-encephalitis in people with HIV/AIDS.

Klebsiella is a genus of nonmotile, Gram-negative, oxidase-negative, rod-shaped bacteria with a prominent polysaccharide-based capsule.[1] It is named after the German microbiologist Edwin Klebs (1834–1913). The members of the genus Klebsiella are a part of the human and animal’s normal flora in the nose, mouth and intestines. Klebsiella organisms can lead to a wide range of disease states, notably pneumonia, urinary tract infections, septicemia, meningitis, diarrhea, and soft tissue infections.	
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To znamená, že , čo je približne hodnota maximálnej hodnoty špecifickej rastovej rýchlosti.

Ale pri spotrebovaní napr. 92% substrátu sa zmení špecifická rastová rýchlosť 
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Obr. 2 Fázy rastu periodickej kultúry (rastová krivka jednofázovej kultúry).
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BACTERIAL GROWTH

Factors Affecting Growth
Both physical and chemical characteristics of an environment influence microbial growth. 
These factors can determine the types of organisms that can grow and influence the rate of growth under these conditions.

Temperature
One of the most important physical factors affecting growth is temperature. 
Each microorganism is able to grow within a specific temperature range. 
While single species can grow only over a 40°C range, others can grow below 0°C to above 90°C. 
Based on optimum growth temperatures, microorganisms can be classified as:
- psychrophiles (less than 20"C)
- mesophiles (20-45"C)
- thermophiles (greater than 45°C) 

pH
Another factor that influences growth rate is pH.
Statements can be made about microorganisms' pH preferences:
Bacteria have optimum pH near 7,(5-9 range).
Fungi prefer acid environment (PH minimum of 1 to 3 pH, optimum near 5).
Blue-green algae, pH higher than 7.
Most protozoa, pH range 5 to 8.
In the treatment of industrial wastes, it is necessary at least to provide initial adjustment of pH if biological treatment is to be successful. 
In anaerobic treatment of industrial waste, pH control is of greater concern than in aerobic because of a narrow range of pH tolerance 1,424

Oxygen
Many bacteria can grow only in the absence of oxygen, while many bacteria and fungi and protozoa are capable of growth in either the presence or absence of oxygen.

Algae are aerobic organisms.

Oxygen is required for two purposes by aerobes. Mainly, for the electron transport system necessary for generation of energy, and a small amount is used in enzymatic reactions.

Nutrients
Only four elements C, 0, N, and H make up 90% of the dry weight of a cell. 
These elements, plus P and S, comprise the large molecules of the cell. 

The remainder includes a large number of elements including:
K, Na, Ca, Mg, Cl, Fe, etc. 

Of the four elements comprising the bulk of the cell, i.e., CONH, only C and N are of selected importance. 

The H and 0 are derived from water and/or from other compounds used by the cell. 
Therefore, the major difference in nutritional requirements of microorganisms is the different source of C and N that they can use for synthesis of cellular material.
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Obr. 3
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Obr. 4
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ŠTRUKTURÁLNE MODELY RASTU BIOMASY
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B) KINETICKÉ ROVNICE ENZÝMOVÝCH REAKCIÍ
Živé organizmy sa od neživej prírody odlišujú najmä tým, že v nich neustále prebieha látková premena, čiže metabolizmus.

Enzýmy sú katalyzátory biochemických reakcií. Skoro vždy ide o katalyticky aktívne
bielkoviny, ktoré urýchľujú reakcie tisíc až miliónnásobne. 

Všetky enzýmy sa syntetizujú v bunke, ale niektoré z nich sa v bunke uplatňujú (intracelulárne enzýmy), iné sa vylučujú do okolitého prostredia (extracelulárne enzýmy).

Pri príprave enzýmov, či už v laboratóriu alebo priemyselne, sa kultivujú producentské
bunky pri optimálnych podmienkach, pričom sa v nich syntetizujú želané enzýmy. 

Tieto sa potom musia od produkčných buniek oddeliť v procese nazývanom izolácia. 

Vo všeobecnosti sa v prvej fáze izolácie oddelia bunky od kvapalného média filtráciou alebo odstreďovaním.

Ďalší postup izolácie enzýmov závisí od toho, či sú enzýmy extracelulárne alebo
intracelulárne. 

V prípade extracelulárnych enzýmoch sa pri ich získavaní z kvapalného média
často uplatňujú zrážanie, ultrafiltrácia alebo extrakcia. Intracelulárne enzýmy treba najprv
získať z buniek do roztoku v procese dezintegrácie.

Dezintegrácia buniek sa najčastejšie uskutočňuje buď mechanicky, chemicky alebo
enzýmovo. 

Výber vhodnej metódy závisí najmä od typu producentských buniek (živočíšne
bunky, rastlinné bunky alebo mikroorganizmy). 

Medzi mechanické dezintegrátory, v ktorých sa generujú vysoké strihové napätia pôsobiace na bunky deštruktívne, zaraďujeme guľový mlyn, vysokotlakový dezintegrátor a ultrazvukový dezintegrátor. 

Pri chemickej dezintegrácii sa prídavkom organických rozpúšťadiel alebo povrchovo aktívnych látok oslabí alebo celkom rozpustí bunková stena. 

Rozklad bunkovej steny sa dá dosiahnuť aj pôsobením lytických enzýmov. 

TRENOLIN Super DF - pektolytický enzým na zvýšenie výlisnosti bielych odrôd a k odkalovaniu muštov. 
  Zvýšenie podielu samotoku 
  Zlepšenie čírenia 
  Zlepšenie filtrácie 
  Príprava sladkých rezerv 
  Zlepšenie buketnej sviežost
DISTIZYM FM 
je kvapalný pektolytický enzým na optimálne ošetrenie rmutu z bobuľového a kôstkového ovocia, určeného na destiláciu.

CIEĽ POUŽITIA:
Rýchle odbúranie všetkých pektínových látok, a s tým spojené včasné skvapalnenie rmutu.
Lepšia čerpateľnosť rmutu. 
Ľahké rozkvasenie a lepšie prekvasenie rmutu na optimálny obsah alkoholu.
Intenzívnejšie narušenie ovocného tkaniva, a tým väčšie uvoľnenie cenných látok a ovocných aróm.

PRODUKT A ÚČINOK DISTIZYM FM je pektolytický enzým, špeciálne vyvinutý na vysokú účinnosť v kyslom prostredí (nízke pH) rmutu z ovocia. Rýchlo odbúrava všetky pektínové látky, čo vedie k výraznému zníženiu viskozity ovocného rmutu a jeho rýchlemu skvapalneniu. Rmut sa dá potom ľahšie miešať a prečerpávať. Dochádza tiež k intenzívnejšiemu uvoľneniu cenných látok, tvoriacich arómu a buket. Optimálnejší je aj priebeh kvasného procesu.
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Obr. 5 Účinok pektolytického enzýmu DISTIZYM FM pri aplikácii na fermentáciu jabĺk. Nádoba 6 (vľavo) bez enzýmu, nádoby 4 a 2 s enzýmom.










	
Metabolizmus
je nepretržitá výmena látok medzi bunkou a prostredím, ide o premenu látok vo vnútri bunky spojenú s tvorbou a uvoľňovaním energie. 

V každej bunke sa v jedinom okamihu uskutoční niekoľko tisíc chemických reakcií. 

Rozdelenie procesov látkovej premeny: 
ANABOLIZMUS (anabolické procesy, asimilačné procesy) - zahŕňa reakcie, v ktorých sa z jednoduchých látok energeticky chudobných vytvárajú zložité energeticky bohaté látky – asimiláty. 

Pri tvorbe asimilátov sa energia spotrebováva, teda ide o endergonické procesy (napr. proteosyntéza, syntéza DNA, fotosyntetická asimilácia).

KATABOLIZMUS (katabolické procesy, disimilačné procesy) – zahŕňa procesy spojené s rozkladom látok energeticky bohatých na jednoduchšie látky. 	

Rozkladom sa energia uvoľňuje z chemických väzieb, ide o exergonické 	reakcie(napr. dýchanie).							 	

Keďže v oboch prípadoch sú chemické zmeny spojené s energetickými zmenami, hovoríme o energetickom metabolizme. 

Chemické reakcie v bunke by za normálnych okolností prebiehali len pri oveľa vyšších teplotách, ako je teplota vo vnútri bunky. Preto každá chemická reakcia v bunke vyžaduje zvýšenie chemickej reaktivity prostredníctvom enzýmov. 

Enzýmy – sú biokatalyzátory biochemických reakcií, ktoré regulujú metabolické procesy.

Sú to vysokošpecializované látky. 

Každý enzým obvykle katalyzuje len jednú určitú reakciu určitého substrátu. 

Už vo veľmi malých množstvách dokážu výrazne urýchliť priebeh reakcií, ale vychádzajú z nich nezmenené. 

Chemicky sa viažu so zlúčeninami, ktoré vstupujú do reakcie (substráty). Utvoria s nimi prechodnú, nestálu zlúčeninu: komplex – enzým – substrát. Tento komplex sa rýchlo rozpadne, pričom sa uvoľnia produkty reakcie. Úlohou enzýmov je znižovať aktivačnú energiu ale neovplyvňujú chemickú rovnováhu. 
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Obr.6 Komplex – enzým – substrát.


jednozložkové – tvorí ich len bielkovina

dvojzložkové – tvorí ich komplex označovaný ako holoenzým. 
Ten pozostáva z:
- apoenzýmu – bielkovinová časť
- kofaktoru – nebielkovinová časť. Najčastejšie to môže byť organická molekula, alebo ión kovu, prípadne obidve zložky naraz. Kofaktory sú odolné voči zahrievaniu na rozdiel od enzýmových bielkovín, ktoré pri vyšších teplotách denaturujú a strácajú svoju aktivitu. 

Koenzým je príklad kofaktoru, ktorý je s apoenzýmom pútaný slabo, ľahko sa môže oddeliť z holoenzýmu. 

V molekule enzýmu sa nachádza aktívne centrum enzýmu, ktoré určuje jeho špecifickosť. 

Pri enzýmoch rozoznávame dvojakú špecifickosť: 
- funkčnú – každý enzým katalyzuje len určitú chemickú reakciu
- substrátovú - každý enzým katalyzuje len určitú chemickú reakciu na určitom substráte

Pôsobenie enzýmu je založené na princípe „zámku a kľúča“. Reakcie katalyzované enzýmami sú prepojené tak, že produkt jednej reakcie je východiskovou látkou (substrátom) nasledujúcej reakcie. 






Katalytická činnosť enzýmov vyžaduje určité podmienky prostredia: 

- teplotu reakčného prostredia – enzýmy sú katalyticky účinné len v určitom teplotnom rozmedzí

- pH reakčného prostredia – každý enzým je účinný len v určitom rozmedzí pH. Posunutím pH za tieto hranice sa katalytická schopnosť enzýmu stráca (napr. účinnosť slinnej amylázy v žalúdku, kde je kyslé pH)

- koncentrácia substrátu – aby bol enzým účinný, musí substrát dosahovať určitú minimálnu koncentráciu

Enzýmové reakcie sú v bunke prísne reagulované. Na účinnosť enzýmov vplývajú aktivátory a inhibítory (katalitické jedy). 

Po napojení aktivátora sa inaktívny enzým (proenzým, zymogén) stáva aktívnym (napr. neúčinná forma pepsínu – pepsinogén sa mení na aktívny enzým - pepsín). 

Opačný účinok majú inhibítory. Môžu to byť toxické látky v podobe ťažkých kovov. 

Klasifikácia enzýmov: 
 	
oxidoreduktázy
transferázy
hydrolázy
lyázy	
izomerázy
ligázy

Katabolické procesy sú spojené s uvoľňovaním energie. Energiu, ktorá sa uvoľní, bunka zvyčajne nevyužíva priamo, ale prostredníctvom špeciálnych prenášačov.

Molekula ATP (kyseliny adenozíntrifosforečná) - je to univerzálny prenášač energie v bunke. Je to relatívne malá molekula, ktorá vzniká v mitochondriách a môže ľahko prenikať cez membrány mitochondrií do cytoplazmy a ďalších štruktúr. 

V molekule ATP sú 2 takéto väzby. Hydrolytickým štiepením každej väzby sa uvoľní 50 kJ.mol-1 energie, tým sa molekula ATP postupne rozpadá na ADP (kyselina adenozíndifosforečná), až na AMP (kyselina monofosforečná).
[image: ]
Obr. 7 Štruktúra molekuly ATP

Proces obnovy molekuly ATP z molekuly AMP sa nazýva fosforylácia. 


ALKOHOLDEHYDROGENÁZA
[image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/80/AlcoholDehydrogenase-1A4U.png]
Obr.8 Lidská alkoholdehydrogenáza.

Alkoholdehydrogenáza (ADH) je enzym ze skupiny dehydrogenáz, který katalyzuje přeměnu primárních a sekundárních alkoholů na jim odpovídající aldehydy či ketony. 

Enzymy ze skupiny alkoholdehydrogenáz obsahují zinek a byly nalezeny nejen u člověka, ale i mnoha ostatních živočichů, rostlin, kvasinek či bakterií. U kvasinek například katalyzuje poslední krok v metabolismu alkoholických sloučenin.

U člověka se vyskytuje několik typů alkoholdehydrogenáz, které jsou kódovány dohromady asi sedmi různými geny. Rozlišuje se pět tříd těchto enzymů, ale první třída alkoholdehydrogenáz je nejznámější. 

Tento enzym se skládá z podjednotek A, B a C (kódují je geny ADH1A, ADH1B a ADH1C).[2] Je přítomen v žaludku a játrech a katalyzuje oxidaci ethanolu na acetaldehyd za současné redukce NAD:
CH3CH2OH +NAD+ → CH3CHO + NADH + H+

Nikotinamidadenindinukleotid (C21H27N7O14P2), zkráceně NAD, je koenzym skládající se z nikotinamidu, adeninu, dvou molekul ribosy a dvou fosfátů, jež jsou navzájem propojeny jako nukleotidy (adenosindifosfát, na nějž je navázána ribosa a za ní nikotinamid).


JAK MŮŽE VYPITÍ ETHANOLU ZABRÁNIT ÚČINKŮM METHANOLU?

Ethanol i methanol jsou si velmi podobné, čehož využívá i terapie otravy methanolem

Ethanol je primární alkohol. Pro lidské tělo je cizorodou látkou a a tělo s ním také tak zachází. 

Pracuje s lihem jako s jedem. Jedy jsou v těle obvykle odstraňovány v játrech, která také zvýšeným příjmem ethanolu nejvíce trpí.

[image: Etanol]                                                              [image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/a/a2/Methanol-2D.png/1024px-Methanol-2D.png]
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ETANOL C2H6O                                                                      METANOL CH3OH
Obr. 9 Etanol, metanol.





Ethanol je vystaven působení enzymu alkohol dehydrogenáza, která ethanol oxiduje na acetaldehyd (ethanal), který je posléze měněn na acetát. 

Tyto reakce v konečném důsledku produkují značné množství energie, proto alkoholici (především těžké případy) nemají hlad.

Ukázalo se, že alkohol dehydrogenáza je enzym, který nebyl v základní výbavě člověka. Existují totiž uzavřené skupiny lidí na Zemi, které se s alkoholem během evoluce do styku nedostaly, a tak alkohol dehydrogenázu vůbec nemají.

V nedávné době jsme se setkali s tím, že do alkoholických nápojů byl v nadlimitním množství přimícháván methanol, což mnohdy vedlo k úmrtí takto intoxikovaných osob.

Methanol je také primární alkohol. Má o jednu skupinu méně než ethanol. Jinak je strukturně stejný. Methanol (stejně jako ethanol) je hydrofilní molekula. Je tedy rozpustný ve vodě, a tak se může bez problémů vylučovat močí.

Methanol je také vystaven působení alkohol dehydrogenázy. Ta z methanolu vytváří nebezpečný formaldehyd, což je silný jed. Formaldehyd působí například na zrakový nerv, což může vést a vede k oslepnutí. Zásadní fakt je, že methanol jako takový je v podstatě neškodný a pokud by v těle nebyla alkohol dehydrogenáza, která by jej přeměnila na formaldehyd, vyloučil by se z těla močí, aniž by byl organismus závažným způsobem poškozen. Na tomto faktu stojí terapie otravy methanolem (vizte níže).

A na jakém principu tedy spočívá terapie otravy methanolem?

Mechanismus léčby tkví ve vypití ethanolu. Methanol je totiž metabolizován stejným enzymem jako ethanol. (tedy alkohol dehydrogenázou). Alkohol dehydrogenáza byla vyrobena organismem na obranu proti ethanolu, proto je pro něj prostorově lépe uspořádána. Čili pokud dáte alkohol dehydrogenáze na výběr ethanol a methanol, "vybere" si ethanol. 

Množství tohoto enzymu v buňkách ale není nekonečné. Celý trik je tedy v tom, že my vpravíme do těla ethanol, který obsadí většinu molekul enzymu. Tím pádem nezbyde žádná molekula, která by mohla methanol zpracovat. Ten se tedy nemůže přeměňovat na nebezpečný formaldehyd a je vyloučen jako neškodný methanol močí z těla ven.

Tento trik se nepoužívá jen u methanolu, ale například i u otrav fridexem (obsahuje alkoholy)
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Invertáza (systematickým názvem beta-fruktofuranosidáza) je enzym katalyzující hydrolýzu (rozklad) sacharózy. Výsledná směs fruktózy a glukózy se nazývá invertní cukr.

Základnou reakciou, ktorou možno charakterizovať jej katalytické vlastnosti je hydrolýza sacharózy:

sacharóza C12H22O11 + voda H2O ⎯Invertáza→ glukóza C6H12O6 + fruktóza C6H12O6

	
Invertáza sa vyskytuje v mikrobiálnych bunkách v intracelulárnej aj extracelulárnej forme.

V bunkách kvasiniek Saccharomyces cerevisiae je extracelulárna invertáza situovaná
v polysacharidovej vrstve bunkovej steny, kde tvorí manán-proteínový komplex.

Oligosacharidová časť extracelulárnej invertázy zvyšuje jej rozpustnosť. Intracelulárna
invertáza sa vyskytuje vo vnútri buniek a neobsahuje cukornú zložku.

Jednotka aktivity invertázy (unit, U) je definovaná ako množstvo enzýmu potrebné na
hydrolýzu 1 μmolu sacharózy na glukózu a fruktózu za min pri pH 4,6 a 30°C. Z definície
vyplýva, že aktivitu invertázy môžeme vypočítať ako

[image: ]

kde cGL je koncentrácia glukózy (mmol dm-3), VR a VE sú objemy reakčnej zmesi a enzýmu pri enzýmovej reakcii (dm-3), t je reakčný čas (min). Aktivita bude vyjadrená v U dm-E3 .

Špecifická aktivita je vztiahnutá na množstvo bielkovín v roztoku enzýmu 
a má jednotku U g-1.
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Obr. 10
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CHEMICKÉ ROVNOVÁHY
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1. jednoduchá rozkladná reakcia
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2. jednoduchá jednosmerná reakcia
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3. jednoduchá  reakcia dvoch zložiek
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4. enzýmové reakcie
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Obr. 11
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Obr.12
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Obr. 13
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KM - Michelisova konš. [kg.m-3]

KS - rovnovážna konštanta reakcie rozpadu aktivovaného komplexu na enzým a substrát
a je mierou afinity substrátu k danému enzýmu. [kg.m-3]

Ki - konštanta inhibície substrátom [kg.m-3]
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Obr. 14
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Obr. 15
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Obr.16
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Obr. 17
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Obr.18
	
	












OTÁZKY NA SKÚŠKU:	
1. Vysvetlite model heterogénneho procesu.

2. Vysvetlite  Monodov vzťah pre špecifickú rastovú rýchlosť.

3. Fázy rastu periodickej kultúry (rastová krivka jednofázovej kultúry).

4. Čo hovorí koncepcia limitnej koncentrácie substrátu a koncepcia limitujúceho substrátu?

5. Ako sú definované rýchlost rastu biomasy, rýchlosť spotreby substrátu, rýchlosť tvorby produktu? Ako sú definované výťažkové faktory?

5. Časové priebehy jednotlivých parametrov bioprocesu (viď obr.).

6. Čo je enzým a aký je mechanizmus jeho pôsobenia na substrát (viď obr.)?

7. V krátkosti definujete:
- enzýmové reakcie bez inhibície (schématické znázornenie reakcie, matematické a grafické zobrazenie  Lineawerovej a Burkeovej úpravy)
- kompetitívna inhibícia (schématické znázornenie reakcie, matematické a grafické zobrazenie  Lineawerovej a Burkeovej úpravy)
- nekomepetetívna inhibícia (schématické znázornenie reakcie, matematické a grafické zobrazenie  Lineawerovej a Burkeovej úpravy)
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image33.png
a) Koncepcia limitnej koncentrdcie substratu,
ktora vychadza z minimalnej hodnoty kon-
centracie urcitého substratu v kultivaénom
roztoku, pri ktorej je bunka tymto substra-
tom nasytena. Substraty su do buniek mi-
kroorganizmov transportované z kultivac-
ného roztoku a hnaciu silu pre tento trans-
port tvori prislusny rozdiel koncentracii.
Bunka ma autoregulaény aparat, ktorym sa
brani proti neimemému zvySovaniu vnu-
trobunkovej koncentracie substratov
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b) Koncepcia limitujuceho substratu, ktora
vychadza z bilancovaného rastu bunky. Je-
ho predpokladom je, Ze vSetky substraty su
v kultivatnom roztoku v proporcionalnom
pomere vzhl'adom na ich spotrebu bioma-
sou. Potom mozno rychlost’ rastu biomasy
jednoznacne ur€it’ koncentraciou jedného
7o substratov. Avsak dodrzat’ takuto pro-
porcionalitu nie je prakticky mozné. Preto
predpokladame, Ze rychlost’ rastu je uréena
koncentraciou jediného substratu — substra-
tu, ktory sa z hl'adiska Ziadanej propor-
cionality nachadza v kultivaénom roztoku
v minimalnom mmnozstve — limitujtci sub-
strat.
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Koncepcia limitujiceho substratu znacne zjed-
nodusuje opis procesu, ktory sa odohrava v
bunke ajej okoli. Pritom vSak mikrobial-
nokinetické rovnice zalozené na tejto konce-
pcii st pre svoju relativnu jednoduchost’ naj-
vhodnejsie pre inZiniersku prax. Najznamej-
ia znich je uz spominana Monodova rov-
nica (2.4). Alternativne rovnice k nej su:
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Moserova

n

p=p - (2.5)

s"+K,
kde n je exponent,

Teissierova
=g -{1 —e?‘—] 2.6)
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H= Hoax

s+K_ -x
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Pri opise aerébnych procesov, v ktorych tvori
limitujuci Ginitel' ako energeticky substrat,
tak 1 kyslik, sa pouziva dvojsubstratovy mo-
del v tvare
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(2.8)
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ktory vsak nie je rozmerovo homogénny.

Nadbytok substratu a pritomnost’ produ-
ktu v kultivaénom roztoku méze inhibovat’
rast biomasy. Hlavné pric¢iny inhibicie subs-
tritom su: blokovanie enzymovej aktivity,
denaturacia proteinov a deformacia bunko-
vych membran. Vplyv inhibicie substratom
dobre opisuje Andrewsova rovnica
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)
s+K, +K;-s’

kde K; je konStanta inhibicie.

H= oy 2.9




image42.png
Rychlost’ rastu biomasy vyraznejsie ovplyv-
nuje inhibicia produktom. Viaceré produkty
posobia silne inhibiéne uz pri nizkych kon-
centraciach. Na vyjadrenie vplyvu inhibicie
produktom sa pouziva Monodova-Jerusalim-
ského rovnica
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Mikrobialnokinetické rovnice

Mikrobialnokinetické rovnice opisuju rast
biomasy, spotrebu substratu a tvorbu pro-
duktu.

Proces kultivacie mikroorganizmov je vel-
mi komplikovany, pretoze bunky mikroorga-
nizmov pozostavaji z mnozstva chemickych
prvkov. Substraty sa dostdvaju z kultivaéného
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H= lumaxI

s+ K, Kp+p

(2.10)
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kde K, je koeficient inhibicie produktom.

V d’alsom sa sustredime na vyjadrenie rych-
losti spotreby substratu r, biomasou.
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kde R je Specificka rychlost spotreby sub-
stratu biomasou /5] [h7'] (v star$ej litera-
ture sa oznacuje ako metabolicky koeficient).
Zaporné znamienko zohl'adiuje skutoénost,
ze s pribudajicim ¢asom klesa koncentracia
substratu.

Podobne pre rychlost' vytvarania produktu
plati:
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kde g, je Specificka rychlost' tvorby produk-
tu.
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Délezité su dalej vztahy medzi prirastkom
biomasy, ubytkom substratu a prirastkom
produktu, reprezentované spominanou kon-
cepciou vytazkovych faktorov:
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rat Vyt'aZkovy koeficient biomasy zo substrdtu
dx
Y, =—+ (2.13)
ds
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(zaporné znamienko vyjadruje skutocnost, Ze
biomasy pribuda a substratu ubida);
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roztoku aktivnym alebo pasivnym transportom
do buniek. V nich prebieha mnoho chemic-
kych reakcii a dejov. Bunky pritom rasti a
rozmnozuji sa. Produkty metabolizmu ¢asto
prechadzaju spét’ do kultivaéného roztoku.
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trat Vyt'azkovy koeficient produktu zo substrdtu

. (2.14)
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asse Vyt'azkovy koeficient produktu 7 biomasy

y, =P (2.15)
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Prvé dva vytazkové faktory Y, a ¥, si men-
sie ako 1 aich stcet je teoreticky rovny 1.
Treti faktor Y,, moze byt ivacsi ako 1.
MONOD roku 1942 dokéazal, ze ak sa vonka-
j8ie podmienky v bakterialnej kultire udrzia-
vaju konstantné, potom aj Y,; = const. Vzni-
knuté mnozstvo biomasy vtedy bude
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x=x,+Y,-(s,—s)
(2.16)
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V dalsom si ukazeme, ze Monodov predpo-
klad o konStantnosti Y, ma svoje obmedze-
nia. V pripade je Y, a Y}, situdcia eSte ne-
priaznivejsia.

Uvedené skutoénosti viedli ku vzniku
koncepcie , energie udrZiavania“ (energy
maintenance concept). Podl’a tejto tedrie sa
predpoklada, Ze jedna cCast substratu sa
spotrebliva priamo na rast buniek a druha na
procesy nespojené s tymto rastom, teda
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rs=—R-x+uS~x=—Lv,u~x+us~x (2.17)

x5
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kde u, je koeficient udrziavania.
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Pre rychlost tvroby produktu mozno napi-
sat’ vzt'ah analogicky k (2.17)
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r,=Y, r.+u,x (2.18)
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Vztahy medzi vytazkovymi koeficientmi Y,
Y, a Y, aspecifickymi rychlostami dosta-
neme podelenim vztahov (2.3), (2.11) a
(2.12), ako aj (2.13), (2.14) a (2.15).
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Pre exaktny opis mikrobialne;j kinetiky by
sme potrebovali uréit’ koncentracie vietkych
zlucenin v bunke i mimo nej, ¢o je prakticky
nemozné. Preto prijmeme dva zjednodusu-
Jjuce predpoklady:

1. populaciu mikroorganizmov povazu-
jeme za kontinuum,

2. biomasu povazujeme za chemické in-
dividuum.

Uvedené predpoklady nam umoznia zaviest
koncepciu vytazkovych faktorov, a tym pod-
statne zjednodusit’ cely pristup k opisu mi-
krobidlnej kinetiky. Takéto modely sa nazy-
vaju nestrukturalne a su vhodné pre inZinier-
sku prax.
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kde g, je specificka rychlost’ tvorby produktu a
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Okrem rychlosti rastu biomasy, spotreby
substratu a tvorby produktu si d’alej definu-
jeme:
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Rychlost’ spotreby kyslika
_do,
Poodt

% (2.23)
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Rychlost’ vzniku oxidu uhlicitého

dCo.
Tco, = 7 - (2.24)
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lung. Rychlost’ vytvdrania metabolickej energie

dh
r,=—
dt

A (2.25)
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Casové zavislosti jednotlivych koncentracii
su na Fig. 2.2.
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Nestrukturalne
modely rastu biomasy

Tieto modely vychadzaju z exponencial-
neho rastu biomasy. Ako sme sa uz zmie-
nili v predoslom, bunky biomasy prejavujt
velka aktivitu vraste adeleni. Predpo-
kladajme, Ze v ¢ase ¢ = 0 bude hmotnost’
biomasy m,;. Za ¢asovy interval ¢ = t; (Sas
zdvojenia) sa hmotnost’ biomasy zdvoj-
nasobi. Ak bunky biomasy absolvuji n de-
leni za Casovy interval f = n . t4, cely pro-
ces delenia si mézeme prehl'adne zoradit’
takto:
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Casové priebehy jednotlivych parametrov bioprocesu:
x — koncentracia biomasy, s — koncentracia substratu, p — koncentréacia produktu,
0, - koncentracia kyslika, CO, — koncentracia CO,, Ah — mnoZzstvo vyvinutého tepla
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B 2. Reakrionskinetik 41

2. Reakéna kinetika

2.1.2 Einfluss der Temperatur und des pH-Wertes Vplyv teploty a pH

auf das Wachstum der Biomasse

'. Die Geschwindigkeit der mikrobiellen Prozesse ist we-
- sentlich von den Prozessbedingungen abhingig. Alle
mikrobiellen Prozesse kénnen nur in sehr engen Gren-
zen verlaufen. In der Zelle kommt es zu chemischen
Reaktionen, weshalb der Anstieg der Temperatur das
Wachstum der Biomasse beschleunigt. Zur Darstellung
der Abhangigkeit der Geschwindigkeit der wachsen-
den Biomasse von der Temperatur kann man im be-
schrinkten Umfang die Arrheniusgleichung einsetzen.
Bei héheren Temperaturen wird die denaturation der
Zellmaasse beschleunigt und die Wachstumgeschwin-
digkeit der Biomasse erreicht ihr Maximum. Uber die-
se Temperatur die Geschwindigkeit des Wachstums
sinkt sehr steil auf den Nullwert (Fig. 2.3).

U

na rast biomasy

Rychlost’ mikrobialneho procesu je vyrazne
ovplyvnena procesnymi podmienkami. Vset-
ky mikrobialne procesy mozu prebiehat’ iba
v uzkom rozsahu podmienok. V bunke do-
chadza k chemickym reakciam, preto rast te-
ploty vuréitom rozmedzi tepl6t urychl'uje
rast biomasy. Na vyjadrenie zavislosti rych-
losti rastu biomasy od teploty moZno v ob-
medzenom rozsahu pouzit’ Arrheniovu rov-
nicu. Pri vysSich teplotach sa urychl'uje de-
naturacia bunkovej hmoty a rychlost’ rastu
biomasy dosiahne svoje maximum. Nad tou-
to teplotou rychlost’ rastu prudko klesa na
nulovu hodnotu (Fig. 2.3).

T,

>
T

Fig. 2.3 Abhiingigkeit der spez. Wachstumgeschwindigkeit // von der Temperatur T

Zavislost’ Specifickej rastovej rychlosti £ od teploty T

Die mathematische Beschreibung der Abhiingigkeit der
spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit von der Tem-
peratur ist sehr komplex. Es werden gewohnlich die
Beziehungen aus der Enzymkinetik iibernommen — be-

RT )

kannte Arrhenius Gleichung.
s
Himax =@ €Xp| ——~
WO
E, - die Akitvierungsenergie des Biomassen-
wachstums /J.mol ]
E; - Aktivierungsenergie der Denaturation der

Biomasse [J.mol '],
a;, K, — sind Konstanten.

RATKOWSKY et al. haben fiir die spezifische Wachs-
tumsgeschwindigkeit eine empirische Temperaturab-
héngigkeit experimentel abgeleitet, in dem sie 44 ver-
schiedene Stimme von Mikroorganismen untersucht
haben. Diese Abhingigkeit besitzt die folgende Form

Vit =b-(T=T,)-ft - exple- (T - T,,,) ]}

wo b, ¢ sind Konstanten.

CHRIASTEL — SOLTES

Matematicky opis zavislosti $pecifickej ras-
tovej rychlosti od teploty je zlozity. PouZi-
vaju sa obycCajne vztahy prevzaté z enzymo-
vej reakénej kinetiky — znama Arrheniova
rovnica.

- z (2.26)
1+ K, -exp| ——%
0 p( R TJ
kde je
E, —aktiva¢na energia rastu biomasy
[J.mol"]
E; —aktivacna energia denaturacie bio-
masy [J.mol’],

a;, Ky — su konstanty.

RATKOWSKY a spol. odvodili empiricki za-
vislost’ Specifickej rastovej rychlosti od te-
ploty na zaklade experimentov, v ktorych po-
uzili 44 rozli¢nych kmeriov mikroorganiz-
mov v tvare

(2.27)

kde b, ¢ su konstanty.

Bioreaktor
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Fig. 2.3 Abhiingigkeit der spez. Wachstumgeschwindigkeit £/ von der Temperatur T
Zavislost’ Specifickej rastovej rychlosti £ od teploty T
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Matematicky opis zavislosti $pecifickej ras-
tovej rychlosti od teploty je zlozity. PouZi-
vajl sa obycCajne vztahy prevzaté z enzymo-
vej reakénej kinetiky — znama Arrheniova
rovnica.
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kde je

E, —aktivaéna energia rastu biomasy
[Jmol™],

E;  —aktivacna energia denaturécie bio-
masy [J.mol™ ]

a;, Ky — st konStanty.

RATKOWSKY a spol. odvodili empiricka za-
vislost” $pecifickej rastovej rychlosti od te-
ploty na zaklade experimentov, v ktorych po-
uzili 44 rozliénych kmefiov mikroorganiz-
mov v tvare
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Ve =b-(T=T,)-{l—exple (T -T.,.) ]} 2.27)

kde b, ¢ st konstanty.
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Vplyv pH na rychlost’ rastu biomasy nie je
doposial’ dostatoéne zndmy. Predpoklada sa,
Ze rozhodujlica je zmena enzymove;j aktivity
so zmenou pH. V literature sa najcastejSie
uvéadza rovnica:
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kde

Cy - je koncentracia vodikovych i6nov,
H¥max — Spec. rastova rychlost’ pri pH = 7,
K, K, — st konStanty.
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Zeit /Cas

Gewicht der Zellen von Biomasse /Hmotnost’ buniek biomasy
t=0 M, =my
t=11 M, = 2'.my
t =21t M, =22my
t=n.ty M, =2"m





image82.png
Strukturilne
modely rastu biomasy

Su pripady, v ktorych nemozno pre opis mi-
krobidlnej kinetiky pouZit' neStrukturalne
modely, ak napr. déjde k nahlej zmene pod-
mienok bioprocesu. Vtedy prostrednictvom
nestrukturalnych modelov sa ned4 zohl'ad-
nit adapticia mikroorganizmov na nové
podmienky. Adekvatny opis kinetiky rastu
biomasy v takomto pripade umoZiiujii mo-
dely vychadzajice z rozdelenia biomasy do
Struktdr. Prakticky vyznam pre inZiniersku
prax maji v$ak iba modely, ktoré rozdeluju
biomasu do dvoch, maximalne troch $truk-
tar.

Prislu§nt tedriu k objasneniu 3truktural-
nych modelov mozno néjst’ v roznej literatd-
re BALES [5], BRAUER [10]. Pretoze vyklad
presahuje ramec tychto skript, nebudeme sa
nou zaoberat’.
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Adenine NH,

~ W Ribose

Phosphate groups
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(a) Structure of adenosine trlphosphate

e s M

Adenosine triphosphate (ATP) Inorganic  Adenosine diphosphate (ADP)
phosphate

(b) Hydrolysis of ATP

‘Copyright ® Pearson Education, Inc. publishing as Benjamin Cummings.
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Ked’ze pocet deleni (zdvojeni) n = t/t;, bude
hmotnost’ biomasy po n zdvojeniach
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Tato veliina sa nazyva Specificka rastova
rychlost biomasy a ma rozmer [s™'], [h'].




image87.png




image88.png




image89.jpeg
<





image90.png
Kinetické rovnice
enzymovych reakcii

A.J. BROWN (1902) a L. MICHAELIS a M.
MENTENOVA (1913) pri $tudiu rozkladu sa-
char6zy pomocou invertazy (B—fruktofura-
nozidazy) na fruktézu a glukozu zistili pri
rozliénych experimentalnych podmienkach
dve dodlezité vlastnosti enzymovych reakcii:
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Rovnica (2.1) opisuje rychlost’ rastu bio-
masy. Vhodnejsie je prepisat’ ju do tvaru
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a) Ak bola zatiatoéna koncentracia reak-
tantu (substratu) konsStantna a menilo sa
mnoZstvo enzymu, bola zavislost' zacia-
toénej rychlosti reakcie od koncentracie
katalyzatora (enzymu) linearna.
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b) Ak sa udrziavala konstantna koncentra-
cia enzymu a menilo sa mnozstvo sub-
stratu, bola zavislost’ zaciato¢nej rych-
losti reakcie od koncentracie sacharézy
(substratu) hyperbolicka.
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Neskorsie vyskumy ukazali, Ze obe tieto zis-
tenia maju véeobecnu platnost’ pre enzymové
reakcie, pri ktorych ,reaguje” enzym s jedi-
nym substratom.
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Uvedené zavislosti si znazornené na Fig.
2.4. Ide o jednosubstratové reakcie.
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Fig. 2.4  Ahingigkeit der Geschwindigkeit der Enzymreaktion von der Konzentration

a) des Enzyms, b) des Substrates

Zavislost’ rychlosti enzymovej reakcie od koncentracie a) enzymu, b) substratu




image97.png
Zaklady reakénej kinetiky

Podl'a poctu reagujicich faz rozliSujeme
medzi homogénnymi a heterogennymi re-
akciami:
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Homogénne reakcie prebichaju v jednej fa-
ze, t. j. vietky reaktanty a produkty su plyny
alebo kvapaliny, alebo rekcia prebieha v roz-
toku.
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Heterogénne reakcie prebiehaju medzi dvo-
mi alebo tromi fazami, t.j. na reakcii sa zd-
Castiuju latky roznych skupenstiev alebo
nemieSatel'né kvapaliny.
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Typickym predstavitelom homogénnych
reakcii st enzymové reakcie s volne roz-
pustnymi enzymami a heterogénnych reak-
cii enzymové reakcie s uputanymi (imobi-
lizovanymi) enzymami alebo reakcie pre-
biehajice pri kultivacii biomasy. V tomto
pripade treba okrem reakénej kinetiky (ry-
chlost’ tvorby, spotreby) uvazovat’ i s pre-
stupom latky.
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V d’alSom sa sustredime na homogénne
reakcie.
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Uvazujme vratni reakciu, ktora prebieha
podla vieobecnej rovnice
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U, A+, B+ == v, -R+v,-S+--- (2.31)




image104.png
kde v,, v, v, v su stechiometrické koefi-
cienty, r predstavuje rychlost reakcie i s vyz-
nacenim jej smeru. Pre tito rychlost’ na za-
klade Guldbergovho—Waageho zakona o po-
sobeni aktivnych hmotnosti plati:
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Ak objem naplne bioreaktora ¥ je konstant-
-ny, potom dostaneme rovnicu pre rychlost’
rastu biomasy r,




image106.png
kde je
C —molova objemova koncentracia [kmol/m’],
k — rychlostna konstanta reakcie /1/].
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S ubudajucim mnozstvom vychodiskovych
latok klesad 7 astipa 7, az dojde kich vy-
rovnaniu. V rovnovahe
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(2.32)
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pomer medzi rychlostnymi konstantami dava
rovnovaznu kons$tantu reakcie K..
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Rozsah, do akého reakcia prebehla, sa vy-
jadruje rovnovaznym stupfiom premeny kl'a-
covej zlozky
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kde je

ny; — vychodiskové mnozstvo latky (i)

nJ, — MNoZstvo v rovnovaznom stave latky
(index e)
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Pri konstantnom objeme mozno latkové mnoz-
stva M nahradit’ koncentraciami C, teda
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Vzt’ah medzi rovnoviZnou konstantou
a rovnovdinym stupiiom premeny
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Uvazujme jednoduchu rozkladnu reakciu

AT2M+N
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Rovnovazna konstanta tejto reakcie
— CMe ) CNe

K
¢ C

Ae
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a stupen premeny
&= Ci=Coe
Ca

1

(2.34)




image119.png
kde Cy je zatiatoéna koncentracia latky 4,
ktora po dosiahnuti rovnovahy klesne na ro-
vnovaznu hodnotu C,.
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Zo vztahu (2.34) vyplyva

CAe = (1 "a)' CAi
Podobne plati pre latky M a N
Cue =Cp.=a-C,;
Potom
C, - -a’
K.= A (2.35)

l-a




image121.png
Reakéna rychlost, o ktorej sme hovorili v si-
vislosti s chemickou rovnovahou, sa obvykle
vyjadruje ako Casova zmena latkového
mnozstva ktoréhokol'vek zucastnikov che-
mickej reakcie prepocitand na jednotkovy
stechiometricky koeficient tejto latky a jed-
notkovy objem, teda
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dnj

r:——v TVt (2.36)
J

obvykle V = const a
e dc;
v, -dt
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Pri jednoduchej jednosmernej reakcii pr-
vého poriadku, ktora prebieha podla sché-
my A — Bbude
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(2.37)




image125.png
kde je

Ci — zaGiatoéna koncentrécia latky 4,

Cp — koncentracia latky B v danom ¢asovom
okamihu.

k  —konStanta
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ktora sa bezne uvadza v bioinzinierskej lite-
ratire a predstavuje model exponencialneho
rastu. Pri jeho odvodeni sme predpokladali,
ze Casovy interval pre zdvojenie biomasy #,
je konstantny, a teda 1 4 = const. Tento pred-
poklad je spravny, ak je dostatok substratu
limitujiceho rast (nasytenie substratom). V
opaénom pripade y klesé a pre vyjadrenie je-
ho zavislosti od koncentracie substratu po-
uzil MONOD (1942) vzt'ah
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Zrovnice (2.37) vyplyva ¢as potrebny na do-
siahnutie danej koncentracie
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Pri jednoduchej reakcii druhého poriadku
prebiehajiicej podl'a schémy
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A+B >R
bude reakéna rychlost’
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dc,
dt

=k'(CAi _CR)'(CB.' _Ck)zk'CAi Gy
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Separaciou premennych, rozloZenim na stdet
koretiovych &initelov a integraciou, dostaneme
Cas potrebny na uskutoénenie danej premeny
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(2.39)




image133.png
Pri enzymovych reakciach sa stretdvame s re-
akciou nultého poriadku. Jedna zlozka reak-
¢nej zmesi je vtakom prebytku, ze sa jej
koncentracia podas sledovania prakticky ne-
meni. Potom




image134.png




image135.png
(2.40)




image18.png




image136.png
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8 ¢ [h) 9 10
Fig. 2.5 Zeitverliufe der Reaktionen 0 — nulter, 1 — erster, 2 — zweiter Ordnung
Casové priebehy reakceii 0 — nultého, 1 — prvého, 2 — druhého poriadku
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Enzymové reakcie bez inhibicie

Tento pripad je znazorneny na Fig. 2.4. Z
Fig. 2.4b vidiet, Ze pri nizkej koncentracii
substratu je rychlost’ reakcie priamo Gimerna
koncentracii substratu. Molekuly enzymu su
zvd€Sa volné alen mala East’ znich je via-
zana v komplexe so substratom. Reakcia teda
prebieha podl'a kinetiky prvého poriadku.
S rasticou koncentraciou substratu sa prie-
beh reakcie ustaluje, aZ sa nakoniec jej
rychlost’ stane nezévislou od koncentracie
substratu. V tejto oblasti je rychlost’ reakcie
vzhl'adom na substrat nultého poriadku a d’a-
lej nestipa, lebo substrat uz nemé k dispo-
zicii volny enzym. Teda faktorom limitu-
Jjucim rychlost' reakcie je vtomto pripade
koncentracia enzymu. Prave tento saturaény
efekt viedol L. MICHAELISA a M. L. MEN-
TENOVU k vypracovaniu vieobecnej tedrie
kinetiky enzymovych reakcii. Neskor tito
tedriu rozsirili G. E. BRIGGS a J. B. HALDA-
NE. Podla nej enzym E najprv reaguje so
substratom S a vytvara komplex enzym —
substrat ES. Ten sa rozpada na volny enzym
a produkt. Schematicky si moZno dej znazor-
nit’ takto:
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2.2 Kinetische Gleichungen
der Enzymreaktionen

A. J. BROWN (1902) und L. MICHAELIS und M.
MENTEN (1913) haben beim Studium der Saccharo-
sezerlegung durch Invertasion (B—Fruktofuranosi-
dase) auf Fruktose und Glukose bei verschiedenen
Experimenten mit unterschiedlichen Bedingungen,
zwel wichtige Eigenschaften der Enzymreaktionen
festgestellt:

a) Wenn die Anfangskonzentration des Reaktanten
(Substrates) konstant war und sich nur die En-
zymmenge verdndert hat, blieb die Abhéngigkeit
der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit von der Kon-
zentration des Katalysators (Enzyms) linear.

b) Wenn die Konzentration des Enzyms konstant ge-
halten wurde und die Menge des Substrates verin-
derlich wurde, war die Abhéngigkeit der Anfangs-
geschwindigkeit der Reaktion von der Konzen-
tration der Saccharose (Substrates) hyperbolisch.

Spatere Forschungen haben gezeigt, dal diese bei-
den Feststellungen fiir die Enzymreaktionen allge-
meine Giiltigkeit haben, wenn ein Enzym mit einem
einzigen Substrat ,,reagiert®.

Die angefiihrten Zusammenhédnge sind in der
Fig. 2.4 dargestellt. Es handelt sich dabei um die
Reaktionen mit einem Substrat.

2. Reakéna kinetika

Kinetické rovnice
enzymovych reakcii

A.J. BROWN (1902) a L. MICHAELIS a M.
MENTENOVA (1913) pri $tddiu rozkladu sa-
char6zy pomocou invertazy (p—fruktofura-
nozidazy) na fruktézu a glukdzu zistili pri
rozliénych experimentalnych podmienkach
dve dolezité vlastnosti enzymovych reakcii:

a) Ak bola zaéiatona koncentracia reak-
tantu (substratu) konstantnd a menilo sa
mnozstvo enzymu, bola zavislost’ zacia-
to¢nej rychlosti reakcie od koncentracie
katalyzatora (enzymu) linearna.

b) Ak sa udrziavala konStantnd koncentra-
cia enzymu a menilo sa mnoZstvo sub-
stratu, bola zavislost' zaciato¢nej rych-
losti reakcie od koncentracie sachardzy
(substratu) hyperbolicka.

Neskorsie vyskumy ukazali, Ze obe tieto zis-
tenia maji vSeobecnu platnost’ pre enzymové
reakcie, pri ktorych ,reaguje” enzym s jedi-
nym substratom.

Uvedené zavislosti su znazornené na Fig.
2.4. Ide o jednosubstratové reakcie.

a) b)
A A
r r|- T T T T T T T —"
C.= konst
C,= konst
0,5 rpax ——
I
|
I
|
> ‘ >
Ce KM Cs
Fig.2.4  Ahingigkeit der Geschwindigkeit der Enzymreaktion von der Konzentration

a) des Enzyms, b) des Substrates

Zavislost’ rychlosti enzymovej reakcie od koncentracie a) enzymu, b) substratu

Vorerst, bevor wir zu der Erklirung dieser Dia-
gramme kommen und die dazugehorigen kineti-
schen Gleichungen ableiten werden, gehen wir kurz
die Grundlagen der chemischen Reaktionskinetik ein.

CHRIASTEL — SOLTES

Prv, ako si vysvetlime tieto grafy a odvodime
si prislu$né kinetické rovnice, struéne si pre-
berieme zéaklady chemickej reakénej kine-

tiky.

Bioreaktor
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image140.png
Obe reakcie st vratné. Rychlostn4 konstanta
k_; je vporovnani s ostatnymi vel'mi malg,
a preto ju zanedbame.

Uvazujme teraz rychlost’ tvorby a rozpadu
komplexu ES. Rychlost tvorby ES z E + S je
dana rovnicou
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dC,,

dt

:k+l '(Ce _Ces)'cs

(2.47)
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pretoze
C;>>C,.

V rovnici (2.47) predstavuje
] C, — celkovu koncentraciu enzymu (volného
1 viazaného), a
C,s— koncentraciu komplexu enzym — sub-
strat.

en  Rychlost’ rozpadu komplexu ES je dan4 rov-
nicou
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dC

es

dt

+k+11'
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Ak sa reakény systém dostane do rovno-
vazneho stavu (rychlost’ tvorby ES = rychlo-
sti rozpadu ES), plati:
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k+l (62 - Ce:)' Cs = k—l : ées + kdﬂ."lée:
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kde je

Lmax — maximalna hodnota Specifickej rasto-
vej rychlosti /5], [h7'],

K, —konstanta nasytenia /kg.m].
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Upravou dostavame:
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C.=C

e es

)-

C

s

k—l + k+2 _

es
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(2.50
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Konstanta K, sa nazyva Michaelisova kon-
Stanta. Jej hodnoty su vrozmedzi 107! az
107° [kmol.m™].

Z rovnice (2.50) mézeme vypocitat’ kon-
centraciu komplexu ES v rovnovaznom sta-
ve
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Rychlost’ tvorby produktu je
r=k,-C, (2.51)

e:




image151.png
Ked’ je koncentracia substratu taka velka, Ze
prakticky vSetok enzym je pritomny vo for-
me komplexu ES, reakcia dosiahne najvicsiu
rychlost’
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rmax = k+2 : C (252)

e

(vtedy C, = C.s).
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Po dosadeni za C,; do rovnice (2.51) bude
rychlost’ tvorby produktu
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Ak tto rovnicu vydelime rovnicou (2.52),
dostaneme Michaelisovu-Mentenovej rovni-
cu
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Tato rovnica vyjadruje kvantitativny vztah
medzi rychlost'ou enzymovej reakcie a kon-
centraciou substratu, ak je znama 7, alebo
Ky. Ak je rychlost enzymovej reakcie
7 = 0,5 Vpax, potom K, = C,.

Pri vyhodnocovani experimentalnych tida-
jov je vyhodnejsi prevrateny tvar Michaeli-
sovej—Mentenovej rovnice




image158.png
max

(2.55)
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Tato uprava pochadza od LINEAWERA a BUR-
KEA a jej graf je na Fig. 2.6.
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1/r
(1/Cs )(Kpr /T max)
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Fig. 2.6 Die Abiinderung von Leneawre — Burke fiir Michaelis-Menteno’schen Abhiingigkeit der Reaktions-
geschwindigkeit von der Konzentration des Substrates bei der Enzymreaktion ohne Inhibition
Lineawerova a Burkeova liprava Michaelis-Mentenovej zavislosti rychlosti od koncentracie
substritu pre enzymovu reakciu bez inhibicie
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Kompetitivna inhibicia enzymov

Enzymova reakcia v pritomnosti inhibitora sa
da opisat’ schémou
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k, k
E+S—(kﬁ ES —k: spip. E+] ek_—% EI

V1 {3
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Predpokladd sa, Ze Cast' enzymu sa spija
s inhibitorom a vytvara komplex — inhibitor.
Preto enzym C(iastone straca aktivitu pre
vytvaranie produktu P.

Ak predpokladame, ze C; >> C, aC; >>
C.i, potom k., << k., apre jednotlivé ro-
vnovazne konstanty plati:
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(2.57)
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Po vyluéeni C, zoboch rovnic dostaneme
vztah pre C,
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C C,-C -K,
ESKK+K -C:+K,;-C,

(2.58)
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Rychlost’ tvorby produktu je rovna
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k,,-C,-C -K, Tomx " Cs 2.59)

r;'=k+2'Ces= =
K, K +K,-C+K,-C, K,+C,+K, /K, -C
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Od rovnice jednoduchej enzymovej reakcie
sa tato rovnica lisi ¢lenom Ky, . C; /K; v me-
novateli. Pre vyhodnocovanie experimen-
talnych dajov je opdt’ vyhodnejsi prevrateny
tvar rovnice (2.59)
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ktory je znazorneny na Fig. 2.7.
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Fig. 2.7 Lineawer und Burke Modifikation des Ansatzes der Reaktionsgeschwindigkeiten in
Abhiingigkeit von der Konzentration des Substrates fiir kompetitive Inhibition der
Enzyme (— — —) und ohne Inhibitor ( )
Lineawerova a Burkeova tiprava zavislosti reakénych rychlosti od koncentracie sub-
stratu pre kompetitivnu inhibiciu enzymov(- — -) a bez pritomnosti inhibitora (—).
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Porovnanie s rovnicou bez inhibicie ukazuje,
ze na rychlost’ enzymovej reakcie vplyva ako
koncentracia substratu, tak i koncentracia en-
zymu. Na povrchu enzymu dochéadza ku kon-
kurencii medzi inhibitorom a substritom —
kompetitivna (konkurené¢na) inhibicia aktiv-
nosti enzymu. Pomer rychlosti tvorby pro-
duktu v oboch pripadoch je rovny
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a priebeh je zndzorneny na Fig. 2.8.
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Fig. 2.8 Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten der einfachen Reaktion
(volle Linie) und Enzymreaktion mit kompetitiven Inhibition
Porovnanie reakénych rychlosti jednoduchej enzymovej reakcie
(plna Ciara) a enzymovej reakcie s kompetitivnou inhibiciou
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Na Fig. 2.9 je zavislost' prevratenej hodnoty
rychlosti enzymovej reakcie s inhibiciou od
koncentracie inhibitora, pri¢om koncentracia
substratu je parametrom.
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Fig.2.9 Konzentrationsabhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit
des Inhibitors fiir kompetitive Inhibition Cs:>Cy;
Zavislost’ reakénej rychlosti od koncentricie inhibitora pre

kompetitivnu inhibiciu Cg,>Cg,.
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V priese¢niku oboch priamok
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Nekompetitivna inhibicia enzfmov

Pri tomto type enzymovych reakcii existuju

nasledovné komplexy:

—  komplex ES, ktory je v rovnovéhe s en-
Zymom a substratom,

—  komplex EI, ktory je v rovnovéhe s en-
zymom a inhibitorom,

—  komplex ESI, ktory je v rovnovahe
s komplexom ES + I a EI + S.

Dané reakcie moZno schematicky znézornit
rovnicami:
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k
E+S-<ki—‘z ES —ko spip
-]
E+I a4 EI
ES+[ = ESI

EI+S = ESI
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Rovnovazne konstanty jednotlivych reakeii
su:
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K ==L = =
Y k+1 k+1 es
Ki = (Ce _ Ce: _ Cei — Cesi)' Ci
Cei
K" - Ces i Cl
Cesi
K' = Ces Cei

(2.61)

(2.62)

(2.63)

(2.64)
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pritom

Cs >>C, Ci>>C, Ci >>Cosi Ci>C,
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Dalej predpokladame, Ze
Ks = K’s; Ki = K’i'
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Zo vztahu (2.63) si vyjadrime C,;

Cesi = Ces : Ci
K.

1
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a dosadime do vztahu pre C,; vyjadrenému
zrovnice (2.64)
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image189.png
Z hl'adiska tvorby produktu nas zaujima kon-
centracia komplexu ES, ktord vyjadrime
zrovnice (2.62) adosadime do nej za C,
a C,;. Potom
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a rychlost’ tvorby produktu
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(2.65)
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Pre tento typ inhibicie je charakteristické, ze
ani substrat, ani inhibitor si nekonkuruju pri
vyuzivani enzymu. Vztah enzymu k tymto
partnerom sa nemeni v zavislosti od toho, ¢i
enzym existuje v &istej podobe, v podobe en-
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zym—inhibitorového alebo enzym-—substrato-
vého komplexu. Prevratend hodnota rych-
losti je rovna




image195.png
(2.66)




image196.png
Graf zavislosti prevratenej hodnoty rychlosti
reakcie od prevratenej hodnoty koncentréacie
substratu je na Fig. 2.10.
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Lineawero Burk’sche Modifikation der Abhingigkeit der Rektionsgeschwindig-

- Fig. 2.10

keit von der Substratskonzentration fiir nichtkompetitive Inhibtion der Enzyme

(— — —) und ohne Inhibitor (

Lineawerova a Burkeova tiprava zavislosti reakénych rychlosti od koncentracie
substratu pre nekompetitivnu inhibiciu enzymov (— — —) a bez pritomnosti in-
hibitora ( )
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Rychlost’ reakcie nekompetitivnej inhibicie
je mensia ako pri jednoduchej enzymove;j
reakcii, tak i pri kompetitivnej inhibicii. Po-
rovnanie tychto rychlosti je znazorneny na
Fig. 2.11.
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rm des Enzym-Inhibitor- oder Enzymsubstratkom-

exes vorkommt. Der reziproke Wert der Geschwin-
gkeit ist gleich

s Diagramm der Abhinigkeit der Reaktionsge-
hwindigkeit von dem reziproken Wert der Substrat-
konzentration ist in der Fig. 2.10 wiedergegeben.

2. Reakéna kinetika

zym—inhibitorového alebo enzym-substrato-
vého komplexu. Prevratena hodnota rych-
losti je rovna

(2.66)

max

Graf zavislosti prevratenej hodnoty rychlosti
reakcie od prevratenej hodnoty koncentracie
substratu je na Fig. 2.10.

A
Tir 0 (14 CIK ) Byt e
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/
’
7
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/7 ’ (KM /rmax)
7
(1+ C/K; )(1 It o) /’
/ 1/ max
’
<+ >
' _1/K,, 1/C;
- Fig. 2.10 Lineawero Burk’sche Modifikation der Abhiingigkeit der Rektionsgeschwindig-

(— — —) und ohne Inhibitor (

substratu pre nekompetitivnu inhibiciu
hibitora ( )

k-

Die Geschwindigkeit der Reaktion der nicht kompete-

iven Inhibition ist kleiner sowohl bei der einfachen

E eaktion als auch bei der kompetitiven Inhibi-

tion. Ein Vergleich dieser Geschwindigkeiten ist in der
fig. 2.11 dargestellt.

A

riry,

1,0 A

keit von der Substratskonzentration fiir nichtkompetitive Inhibtion der Enzyme

)

Lineawerova a Burkeova uprava zavislosti reakénych rychlosti od koncentracie

enzymov (— — —) a bez pritomnosti in-

Rychlost’ reakcie nekompetitivnej inhibicie
je mensia ako pri jednoduchej enzymovej
reakcii, tak 1 pri kompetitivnej inhibicii. Po-
rovnanie tychto rychlosti je znazorneny na
Fig. 2.11.

Fig. 2.11

STEL — SOLTES

—»
G

Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten der Enzymreaktion ohne Inhibition
(volle Linie) und der Reaktion mit nichtkompetetiven Inhibition (gestrichelte linie)
Porovnaie rychlosti enzymovej reakcie bez inhibicie (plna ¢iara) a reakcie s ne-
kompetitivnou inhibiciou (prerusovana &iara)

Bioreaktor
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Obr. 2.1
Model heterogénneho procesu

Cely proces moZno schematicky opisat rovnicou

T.P.pH
8y 40, ¢ X, ———p l.oxeocozopa + Ah, (2.1)
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Vzt'ah (2.4) je analogicky rovnici Michae-
lisa—Mentenovej, ktoru si odvodime v Casti
o enzymovej kinetike.

Hodnota konstanty K je pre vacsinu fer-
mentacii podstatne nizSia ako zaciatoéna
koncentracia substratu s;. Z toho vyplyva,
ze trvanie exponencialnej fazy zavisi naymi
od koncentracie substratu. Pre lepsie pocho-
penie tejto skutodnosti si uved'me pripad,
ked je zaciatoénd koncentracia substratu
si=1[g-I""]a K, =4 [mg1"']. Potom
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image2.png
V tejto kapitole sa budeme zaoberat’ mate-
matickymi opismi dejov, ktoré prebiehaju
pri kultivacii biomasy a pri enzymovych
reakciach. Odvodené vztahy budu zékla-
dom pre navrh roéznych typov bioreakto-
rov. Prv, ako prejdeme k jednotlivym pro-
blémom reakénej kinetiky, definujme si
jednotlivé oznadenia a vyjadrime si pris-
lu$né koncentracie (Tab. 2.1).

x — koncentracia biomasy,
index pre biomasu,

s —koncentréacia substratu,
index pre substrat,

p — koncentracia produktu,
index pre produkt,

e — koncentracia enzymu,
index pre enzym.
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Teda 3pecifickd rastova rychlost’ u=const,
kym sa nespotrebuje 92 % substratu a dov-
tedy trva iexponencialna faza rastu. Potom
nastdva vyrazny pokles z, rast pri prebytku
substratu nahle vystrieda obdobie hladova-
nia. Nazorne to vidiet' na Fig. 2.1, kde je
znazornena zavislost’ logaritmu koncentréacie
biomasy od Casu.
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Jednotlivé fazy tu znamenaju:

1 - lag fazu, v ktorej sa mikroorganizmy
prispdsobuji danému prostrediu,

I - fazu zacatia a zrychlenia rastu,

I - exponencialnu fazu opisant rovnicou
(2.3), kde g = fiax = const,

IV — fazu spomalenia rastu opisani rovnicou
(2.3), kde v8ak u # const,

V - stacionarnu fazu, kde sa mnoZstvo bio-
masy nemeni, teda
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r, =dx/dt =0 oder/alebo x = const = =0
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VI — fazu odumierania, kde nastava pokles
mnoZstva biomasy v désledku metabo-
lickych procesov spojenych s udrziava-
nim zivotnej ¢innosti buniek.
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Situacia je vSak zlozZitej$ia. Pocet réznych
substratov v zivnom roztoku moéze byt
i viac ako 10. Je zrejmé, ze kineticka rov-
nica, ktord by zohladnila vplyv vsetkych
substratov na rast biomasy, by bola pre in-
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Ziniera nepouzitelna. Preto sa pouzivaju
niektoré koncepcie, ktoré zjednodusuju
matematicky opis rychlosti rastu biomasy.
Je to:




